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   Introducción 

1.1.  EL DIÓXIDO DE CARBONO (CO2) Y EL CLIMA 

1.1.1.  El efecto invernadero aumentado  

La energía solar que llega a la tierra es emitida como una mezcla de radiaciones 

electromagnéticas, las cuales se diferencian en sus longitudes de onda, que se encuentran 

entre 200 y 4.000 nm. Se distingue así entre radiación ultravioleta - de menor longitud de 

onda y mayor energía -, luz visible y radiación infrarroja - con la mayor longitud de onda de 

las tres -. Los diferentes gases y otros componentes de la atmósfera no absorben de igual 

forma estos tipos de radiaciones solares. En ausencia de cualquier atmósfera, la temperatura 

superficial de la tierra seria de –18 ºC. Sin embargo, la temperatura media de la superficie 

terrestre es de 15 ºC, ya que existe un equilibrio mantenido entre la radiación solar que llega 

a la tierra y la radiación que es reflejada por la superficie terrestre, con el papel 

intermediario de la atmósfera. Así, parte de la radiación de onda corta que procede del sol es 

reflejada por las nubes, algunos gases y polvo que componen la atmósfera, otra parte es 

retenida por ella y un 45% atraviesa la atmósfera sin ser absorbida y puede llegar a la 

superficie del planeta (Larcher, 2003). 

Las moléculas heteroatómicas que forman parte de la atmósfera como vapor de agua, 

dióxido de carbono (CO2), metano (CH4) y óxidos de nitrógeno, son transparentes a las 

radiaciones de longitud de onda corta - ultravioletas y visibles - y por lo tanto éstas pueden 

atravesar la atmósfera, mientras que absorben las radiaciones solares de onda larga - 

radiación infrarroja principalmente -. La energía solar en forma de radiación de onda corta 

después alcanza la troposfera y es absorbida por la tierra y océano, cuerpos que al 

absorberla y calentarse emiten energía calorífica en forma de radiación en el infrarrojo, que 

en lugar de perderse al espacio será absorbida por dichos gases. Este fenómeno llamado 

efecto invernadero permite que la temperatura terrestre se mantenga dentro de unos 

márgenes no muy amplios, lo cual ha sido indispensable para la aparición y desarrollo de la 

vida. A la par que comenzó la revolución industrial en 1750, la concentración de CO2 - 

[CO2] - aumentó de 280 µmol mol-1, hasta superar hoy día los 388 µmol mol-1 (Fig. 1.1.1), 

con  un  incremento actual de aproximadamente 2,1 µmol mol-1 año-1  

(http://www.esrl.noaa.gov/gmd/ccgg/trends/). Así, la concentración actual de CO2 en la 

atmósfera ha alcanzado los niveles más altos en 800.000 años (Tripati et al., 2009) y se 

espera que esta tendencia continúe. Los aumentos globales de los niveles de CO2 

atmosférico actuales se deben principalmente al uso de combustibles fósiles y a la 

transformación del uso de la tierra. Por otro lado, los aumentos de la concentración de CH4, 
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que también ha alcanzado niveles desconocidos desde hace 650000 años, y de óxido nitroso 

(Fig. 1.1.1, Fig. 1.1.3); son debidos principalmente a la agricultura y la ganadería (IPCC 

2007 y 2007b).  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tiempo, años 

Figura 1.1.1 Concentraciones atmosféricas de dióxido de carbono (CO2, línea roja), metano (CH4, línea azul) y 
óxido de nitrógeno (N2O, línea negra) a lo largo de los últimos dos milenios. Las unidades son partes por 
millón (ppm) o µmol mol-1 y partes por billón (ppb). Fuente: IPCC 2007. 

 

El sistema climático tiene interacciones complejas en las que una pequeña perturbación 

inicial por retroalimentación positiva puede acabar desencadenando fenómenos de 

magnitudes crecientes. Por ejemplo, si pensamos en el incremento del CO2 por la quema de 

combustibles fósiles, a la vez que el hombre ha reducido los bosques - que absorben dicho 

gas -, el desequilibrio causado aumentará las [CO2] atmosféricas. Si la adición de CO2 a la 

atmósfera aumenta levemente la temperatura, se espera que más vapor de agua se evapore 

desde la superficie de los océanos y dicho vapor de agua al absorber radiación infrarroja 

aumentará a su vez el efecto invernadero; habrá reducciones de hielo marino que aumentará 

la absorción de calor por el océano y la suma de muchos factores puede provocar que las 

temperaturas se eleven de forma constante (Briffa & Osborn, 2009), como sucede desde el 

siglo XIX (Fig. 1.1.4).  

 

1.1.2.  La composición atmosférica y sus cambios pretéritos 

La atmósfera actual presenta una composición gaseosa muy diferente a la que tuvo en el 

pasado y a la del resto de planetas que comparten características como distancia respecto al 

Sol, tamaño y materiales de origen; llamados “planetas terrestres”. Al enfriarse la corteza 
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terrestre primitiva, hubo una etapa de emisión y liberación de gases que estaban disueltos en 

las rocas fundidas. La atmósfera inicial, con una composición similar a las atmósferas de 

planetas como Venus y Marte, estaría formada fundamentalmente por CO2, nitrógeno 

gaseoso (N2) y vapor de agua, junto con CH4 y escasa presencia del O2, debido a que este 

gas reacciona con los minerales terrestres y precipita. El aumento en la concentración de O2 

fue un resultado de la fotosíntesis oxigénica, proceso en el que gracias a la energía solar, el 

CO2 y el hidrógeno obtenido del agua se emplean para generar materia orgánica liberando 

O2. La fotosíntesis se debe a la actividad de los seres vivos fotoautótrofos: organismos 

capaces de sintetizar todas las sustancias esenciales para su metabolismo a partir de 

sustancias inorgánicas y la luz solar - véase apartado 1.2 -, de manera que para su nutrición 

no necesitan de otros seres vivos y por esta razón son una parte esencial en la cadena 

alimentaria, ya que otros seres vivos utilizarán a los autótrofos como alimento (Lawlor, 

2005). Los primeros organismos fotosintéticos aportaron una pequeña concentración inicial 

de O2 a la atmósfera, antes de acontecer lo que los geólogos llaman el Gran Evento de 

Oxidación, fenómeno debido a la aparición y multiplicación de autótrofos pluricelulares 

como algas que sucedió hace entre unos 2300 y 2400 millones de años (Scott et al., 2008). 

Este cambio en la composición de la atmósfera provocó la extinción de muchas formas de 

vida adaptadas a vivir en un ambiente sin O2. A su vez, la mayor concentración de este gas 

permitió la aparición sucesiva de otras formas de vida más complejas.  
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A mediados del Silúrico, ocurrió un fenómeno biológico fundamental: aparecieron las 

plantas vasculares, plantas con tallos rígidos y tejidos conductores hechos con una nueva 

sustancia orgánica, la lignina, que les dio el soporte estructural necesario para poder crecer 

en vertical, y así hubo otro nuevo aumento del O2 que permitió la colonización de las tierras 

emergidas por organismos que evolucionaron en estas fechas desde formas acuáticas a 

terrestres (Ward et al., 2006). La aparición de los árboles y desarrollo de bosques se 

acompañó de más cambios en la composición atmosférica y así hace unos 300 millones de 

años, el CO2 del aire fue decreciendo hasta un nivel muy bajo (Fig. 1.1.2), semejante al de 

ahora, probablemente debido a que gran parte del CO2 atmosférico fue convertido por la 

fotosíntesis en carbono orgánico (Berner, 1999) y pasó a formar los depósitos de carbón y 

petróleo debido al enterramiento de restos vegetales por los movimientos tectónicos y las 

posteriores altas temperaturas y presiones a las que fueron sometidos. En la era secundaria - 

desde los 245 hasta los 65 millones de años - la [CO2] era varias veces superior a la actual 

por la intensa desgasificación volcánica (Fig. 1.1.2). Durante el transcurso de la última parte 

del Cretácico, hace unos 65 millones de años, la concentración de CO2 atmosférico 

disminuyó de nuevo considerablemente y el clima se enfrió bastante. La evolución climática 

del Cenozoico, que comenzó hace 65 millones de años y comprende las eras Terciaria y 

Cuaternaria, es compleja. Se pasó de un clima cálido, a un clima frío final, con glaciaciones 

que cíclicamente han recubierto de hielo extensas zonas continentales durante los 2 últimos 

millones de años. Dicho enfriamiento vino acompañado por una pérdida casi continua de 

CO2 atmosférico, que pasó de 2000 a una concentración siempre por debajo de los 500 µmol 

mol-1 desde hace unos 20 millones de años (Fig. 1.1.2) e inferiores a 300 µmol mol-1 durante 

el último millón de años (Pagani et al., 2005). A comienzos del Pleistoceno, las aguas 

oceánicas entraron en una última fase de enfriamiento. Desde entonces, el clima ha estado 

marcado por una sucesión continua de glaciaciones y períodos interglaciales acompañados 

por oscilaciones de la [CO2] en la atmósfera (Fig. 1.1.3). Los seres vivos han tenido que 

adaptarse a concentraciones muy variables tanto de CO2 como de O2, y estas variaciones son 

debidas en parte a la actividad de dichos organismos autótrofos (Grace et al., 1997). 
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1.1.3.  Influencia de las actividades humanas en las variaciones climáticas  

Cambio climático es un cambio a largo plazo en las condiciones climáticas normales - 

temperatura y precipitación principalmente - para un lugar y época del año dados. Los 

cambios climáticos son frecuentes a lo largo de la historia de la tierra y se deben entre otras 

razones, a modificaciones de las proporciones de gases atmosféricos (Fig. 1.1.2, Fig. 1.1.3) 

provocados por causas endógenas como erupciones volcánicas o la aparición de los 

primeros bosques (Scott & Glasspool, 2006) y exógenas, como impactos de meteoritos, los 

rayos cósmicos (Svensmark, 2007; Lu, 2009) o las variaciones solares.  

El Sol puede influir en el clima terrestre de muchas maneras, ya que la producción de 

energía solar y su campo magnético no son constantes, y éste modula la llegada de rayos 

cósmicos, modifica la capa de ozono y también llegará más o menos energía a la Tierra. Las 

variaciones solares son fluctuaciones en la cantidad de energía emitida por el Sol, la más 

conocida es la de los ciclos de las manchas solares, de unos 11 años de duración y donde 

existe un máximo y un mínimo. A finales del siglo XVII hubo un período de baja actividad 

solar - el “Mínimo de Maunder” - que coincidió con una época de condiciones climáticas 

muy frías en Europa llamada la Pequeña Edad de Hielo, y terminó coincidiendo con los 

inicios de la revolución industrial y el consiguiente aumento de gases de efecto invernadero 

(Briffa & Osborn, 2009). Sin embargo, si los cambios solares fueran la causa actual, hoy en 

día troposfera y estratosfera deberían calentarse, y en realidad la estratosfera se ha enfriado 

(IPCC 2007). En suma, todavía no se ha demostrado perfectamente la correlación entre los 

ciclos solares y el clima terrestre e incluso si se acepta que el Sol ha sido responsable de las 

oscilaciones climáticas anteriores a 1970, a partir de este año las variaciones solares sólo 

podrían explicar un 30% del aumento de la temperatura global registrada (Krivova & 

Solanki, 2004). 

La pregunta a la que se quiere responder es si las actividades humanas están afectando al 

ciclo global del carbono y aumentando el efecto invernadero, siendo el hombre responsable 

de un nuevo cambio climático (IPCC 2001, 2007). Como observamos en la figura 1.1.2 el 

CO2 ha tenido en el pasado concentraciones atmosféricas mayores que las actuales, pero en 

esas épocas pretéritas había otro equilibrio entre los distintos componentes del clima 

(Kasting et al., 2005), otras especies de organismos cuya actividad modificaba los ciclos del 

carbono (Berner,1997; Lenton & Watson, 2004), otra disposición de las tierras emergidas 

debido a la deriva continental y también la energía enviada por el Sol era menor que la 

recibida hoy día (Kaufman & Xiao, 2003). Ha habido periodos donde la concentración de 
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este gas era mayor que la actual, incluso superaba los 5000 µmol mol-1 (Fig. 1.1.2), mientras 

que en otras etapas la concentración de CO2 era menor que la actual, observándose una 

disminución de su concentración desde que se establecieron las primeras plantas vasculares 

en el Silúrico, tras lo cual no se han observado concentraciones mayores de 2000 µmol mol-

1 (Fig. 1.1.2), y así la [CO2] se ha mantenido dentro de ciertos niveles a través de la 

removilización por la fotosíntesis y de otros procesos geológicos y biológicos.  

 
 
Figura 1.1.3 Variaciones del deuterio (δD) en los hielos de la Antártida - que es una aproximación a los valores 
de temperatura locales - y concentraciones atmosféricas de los gases de efecto invernadero CO2, metano (CH4) 
y óxido de nitrógeno (N2O) en el aire atrapado en testigos de hielo y de mediciones actuales. Las bandas 
verticales grises señalan los periodos interglaciares cálidos. Adaptado de IPCC 2007b 
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Como vemos en la figura 1.1.3, los periodos glaciares se acompañaron de [CO2] cercanas 

a 200 µmol mol-1 y en los interglaciares se alcanzaban 280 µmol mol-1 (Petit et al., 1999; 

Tripati et al., 2009). En los últimos 800.000 años los cambios de [CO2] se encuentran muy 

acoplados a las oscilaciones de temperatura y nivel del mar que acompañaban a glaciaciones 

y periodos interglaciares (Tripati et al., 2009). En el periodo interglaciar actual se dieron 

periodos cálidos y fríos independientes de los niveles de CO2 atmosférico, indicando que 

éste no es la única causa de las variaciones térmicas; sin embargo a las concentraciones 

actuales, este gas sí podría estar afectando la temperatura global llegando a desencadenar un 

nuevo cambio del clima (Solomon et al., 2009; Tripati et al., 2009), ya que el calentamiento 

observado durante el siglo XX (Fig. 1.1.4) no se explica solamente por causas naturales 

(Crowley et al., 2000). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.1.4 Reconstrucción de la temperatura del hemisferio norte basado en los anillos de crecimiento de 
árboles, corales, muestras de hielo y registros históricos - gris oscuro - y datos instrumentales - azul - desde 
1000 hasta 1999. Fuente: IPCC 2001 

 

Las actividades humanas pueden no sólo influir en el ciclo global del carbono y por 

consiguiente modificar el clima; la intensificación de la actividad agrícola y la combustión 

de carburantes fósiles también aumentan en la atmósfera formas de nitrógeno distintas del 

N2 (Vitousek et al., 1997). El nitrógeno es un nutriente limitante en casi todos los 

ecosistemas, ya que el N2 atmosférico no está disponible para la mayoría de los organismos 

y se requiere un proceso de fijación con gasto de energía para convertirlo en otras formas 

asimilables (Galloway et al., 1998). Las actividades agrícolas liberan en la atmósfera 
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amoniaco (NH3) y óxido nitroso (N2O) principalmente (Fig. 1.1.1, Fig. 1.1.3), a su vez de la 

combustión de carburantes fósiles se desprende monóxido y dióxido de nitrógeno - NO y 

NO2 respectivamente -. Estos gases pasado un tiempo vuelven a depositarse y provocan 

daños, tanto en el océano como en el medio terrestre - acidificación del suelo, pérdida de 

diversidad, eutrofización, etc. -. Por todo esto, la alteración del ciclo del nitrógeno junto con 

el aumento de CO2 son dos factores importantes para entender el efecto de las actividades 

humanas en la biosfera (Cubasch et al., 2001). Zalasiewicz et al. (2008) afirman: 

"…sugerimos que las condiciones ambientales típicas de los tiempos preindustriales del 

Holoceno, han cambiado lo suficiente como para encontrarnos en los comienzos de otra 

época geológica". Las plantas, y por tanto casi todos los ecosistemas existentes, así como 

los cultivos agrícolas, se verán afectados y deberán adaptarse a estos rápidos cambios. 

 

1.2.  LA FOTOSÍNTESIS 
 

La radiación solar es la fuente primaria de energía para la vida en la tierra (Taiz & 

Zeiger, 2002; Heldt et al., 2005) y se incorpora a la biosfera por medio de la fotosíntesis, un 

proceso biológico fundamental para la vida mediante el cual se produce la conversión de 

energía luminosa en energía química (Medrano & Flexas, 2000). Además de ser colector de 

energía actual, gran parte de las reservas energéticas del planeta son resultado de procesos 

fotosintéticos anteriores - combustibles fósiles - (Taiz & Zeiger, 2002). La fotosíntesis de 

las algas y plantas eucariotas tiene lugar en los cloroplastos, orgánulos de doble membrana 

con un sistema interno de membranas llamadas tilacoides embebidas en un medio 

hidrofílico - estroma -. Los tilacoides - al no estar conectados con la membrana interna - 

encierran en su interior un espacio acuoso llamado lumen (Lawlor, 1987; Mustárdy, 1996).  
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 Fotoabsorción de Energía solar Fotoasimilación 

Figura 1.2.1 Representación esquemática de las etapas principales de la fotosíntesis. La absorción de la luz 
produce la excitación de los pigmentos fotosintéticos. Los electrones son transferidos a través de una serie de 
moléculas para liberar poco a poco su carga energética hasta que el NADP+ se reduce a NADPH y la 
formación de ATP también está acoplada a la transferencia de electrones. Con la energía acumulada en estas 
moléculas se lleva a cabo la reducción del CO2 a azúcares - (CH2O)n - o fotoasimilación. Adaptado de Nobel, 
1991. 

 

El proceso fotosintético comprende dos grandes fases (Fig. 1.2.1): la captación de la 

energía solar - compuesta por paquetes energéticos indivisibles llamados fotones - para dar 

lugar a la síntesis de energía química en forma de ATP y poder reductor (NADPH), y la 

utilización de estos productos altamente energéticos para reducir los elementos constitutivos 

de la materia orgánica (C, H, O, N, S…) tomados de fuentes inorgánicas - agua, CO2 

atmosférico, nitratos, sulfatos etc. - e incorporarlos a la materia orgánica (Nobel, 1991; 

Lawlor, 2005). Ambos procesos están relacionados y son dependientes de luz, por lo que la 

vieja nomenclatura de fase lumínica y fase oscura está en desuso, siendo más conveniente 

hablar de fase de fotoabsorción - de energía - y de fase de fotoasimilación - de elementos 

esenciales -. 

1.2.1.  Fotoabsorción y transporte de electrones 

Cuando un fotón incide sobre un átomo o una molécula capaz de absorber luz a una 

determinada longitud de onda, se produce una absorción de energía por parte de algunos de 

los electrones (e-) de esta molécula, que se mueven a niveles de energía superiores -

excitación molecular -. Esto supone un cambio a un estado electrónico altamente inestable 

de la molécula que lo ha absorbido, por lo que tendrá una gran tendencia a soltar esa energía 

- relajación o desexcitación - volviendo a su estado fundamental de menor energía. La 

vuelta al estado inicial, con emisión de un fotón energéticamente idéntico, es muy 
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improbable, ya que parte de la energía de excitación se pierde en forma de calor. Algunas 

moléculas - como las clorofilas - pueden emitir fotones de energía menor a la recibida en 

forma de fluorescencia (De las Rivas, 2000). Otro tipo de relajación supone la transferencia 

de energía a otra molécula suficientemente cercana por transferencia excitónica o la pérdida 

del electrón excitado, que será captado por otra molécula - aceptor electrónico -.

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.2.2 Espectros de absorción de luz de los principales pigmentos fotosintéticos de las plantas 
superiores: clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b) y carotenoides. Fuente: Taiz & Zeiger, 2002. 
 

Las moléculas que se excitan en fotosíntesis son los pigmentos. Las células fotosintéticas 

contienen tres tipos de pigmento que captan la luz: las clorofilas - los más abundantes -, los 

carotenoides y las ficobilinas. Los pigmentos fotosintéticos son moléculas con una gran 

capacidad de absorción de la energía de los fotones (Fig.1.2.2) gracias a sus numerosos 

dobles enlaces. La clorofila es el principal pigmento absorbente de luz en la mayor parte de 

las plantas superiores, que contienen principalmente dos tipos de clorofila (Fig.1.2.2), 

designadas como clorofila a (Chl a) y clorofila b (Chl b) .  

Los pigmentos que absorben la luz, se hallan unidos a proteínas para formar complejos 

pigmento-proteína (Taiz & Zeiger, 2002; Heldt et al., 2005). Existen dos tipos de complejos 

pigmento-proteína: los que tienen exclusivamente la misión de recolectar la energía - 

antenas - y los que sirven como trampa final de la energía - centros de reacción - (Fig. 

1.2.3). La diferencia entre las antenas y los centros de reacción estriba en que las antenas 

transfieren la energía de excitación procedente de la luz, es decir, hay transferencia de 

energía, no de e-. Por el contrario, en los centros de reacción se produce transferencia de e- - 

separación de carga o reacción fotoquímica primaria - convirtiendo la energía luminosa en 

energía redox (Fig. 1.2.3), la cual, gracias al concurso de la cadena de transporte de e-, se 

convertirá en energía química, como veremos a continuación.  
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Figura 1.2.3 Transferencia de le energía luminosa captada por la antena hasta los centros de reacción del PS, 
donde se da la separación de carga o transformación de flujo fotónico en flujo electrónico. Adaptado de Taiz & 
Zeiger, 2002 
 

El aparato fotosintético (Fig. 1.2.4) está constituido por diferentes complejos proteicos de 

gran tamaño y complejidad embebidos en las membranas tilacoidales dentro de los 

cloroplastos y una serie de moléculas de naturaleza lipídica - plastoquinonas (PQ)- o 

proteica - plastocianina (Pc), ferredoxina (Fd) y ferredoxina-NADP+ oxido-reductasa (FNR) 

- (De las Rivas, 2000) que absorberán la energía luminosa y realizarán el transporte de e- y 

la translocación de protones (H+): 

• Los fotosistemas (PS): Son las unidades básicas para la realización de la fotosíntesis, 

capaces de absorber y transformar la energía fotónica en química (Fig. 1.2.3). Las plantas 

tienen dos fotosistemas, PSI - Pc / Fd óxido reductasa - y PSII - H2O / PQ óxido reductasa - 

(De las Rivas, 2000). Además del centro de reacción - llamado P700 en el PSI y P680 en el 

caso del PSII - (Fig. 1.2.3, 1.2.4), los PS poseen las antenas colectoras de luz (LHC, del 

inglés Light Harvesting Complex), LHC I asociada al PSI y LHC II, asociada al PSII - 

aunque también puede hacerlo con el PSI - (Taiz & Zeiger, 2002). El movimiento de la 

antena LHCII entre el PSII y el PSI permite regular la energía captada para conseguir el 

trabajo en serie de estos PS durante el transporte acíclico de e-. LHCII normalmente 

transfiere la energía al PSII. Cuando hay exceso de energía, todo el pool de plastoquinonas 

se reduce, esto activa una quinasa que fosforila a LHCII. En forma fosforilada, la antena no 

se asocia al PSII, sino al PSI - trasladando a él la toma de energía -, y permitiendo que se 

oxiden las plastoquinonas.  

• Plastoquinona (PQ): molécula de carácter anfipático capaz de reducir los grupos ceto 

de su anillo quinona a hidroxilo para dar plastoquinol que liberará H+ al lumen (Fig. 1.2.4), 

disminuyendo el pH del mismo. Existen del orden de 10 moléculas por PSII, por lo que se 

utiliza la expresión inglesa pool - reserva - de PQ. La PQ conecta el PSII con el complejo 
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citocromo b6/f y ejerce un papel regulador de la cadena de transporte electrónico, así como 

de punto de cruce con otras vías redox.  

• Complejo citocromo b6/f: conecta los dos PS, oxidando el plastoquinol producido 

por el PSII, y reduciendo la Pc, que posteriormente oxidará al PSI. Los dos H+ del 

plastoquinol se translocan al lumen y los dos e- pasan a Pc, que toma dos H+ del estroma 

(Fig. 1.2.4). 

• Plastocianina (Pc): pequeña proteína redox que se asocia a la cara del lumen de la 

membrana tilacoidal y conecta el complejo cit. b6/f con el PSI (Fig. 1.2.4). 

• Ferredoxina (Fd): proteína con capacidad redox que se asocia a la cara estromática 

de los tilacoides y es aceptor de los e- del PSI. Actúa como distribuidor de e- a otros 

sistemas redox, entre otros a la FNR (Fig. 1.2.4) - que reducirá al NADP+ -. 

• Ferredoxina NADP+ oxido-reductasa (FNR): capaz de generar poder reductor al 

reducir el NADP+ a NADPH, tomando 2 e- de la Fd reducida y un H+ del estroma, con el 

consiguiente aumento del pH, que contribuye a aumentar la diferencia de pH entre estroma 

y lumen (Fig. 1.2.4). 

• ATP sintasa: encargada de sintetizar ATP, gracias al gradiente de H+ originado por 

el flujo electrónico de los tilacoides (Fig. 1.2.4).  
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1.2.1.1 Transporte acíclico de electrones 

La formación de ATP acoplada a la reducción de NADP+ se denomina fotofosforilación 

acíclica. La energía de excitación que llega al PSII es transformada en energía 

electroquímica redox y comienza una cadena de transporte lineal o acíclico de e- explicada 

por Hill y Bendall en 1960 con el llamado esquema en Z (Fig. 1.2.4), que sintetiza el 

proceso de transferencia electrónica desde el agua - donador primario de e- - del lumen 

tilacoidal al NADP+ - aceptor final - que pasará a NADPH si la Fd reducida por el PSI los 

cede a la FNR. 

 
Figura 1.2.4 Esquema de una membrana tilacoidal donde se produce el transporte acíclico de e- - flechas 
discontinuas - que reducirá el NADP+ y la translocación de H+ - flechas azules - que generará el gradiente de 
potencial electroquímico acoplado a la síntesis de ATP. Véase el texto para más detalles. Fuente: Taiz & 
Zeiger, 2002. 
 

El proceso global se inicia mediante la obtención de los e- provenientes de la fotólisis del 

agua - cuatro e- por molécula de O2 formada, es decir por dos moléculas de H2O -. El centro 

de reacción del PSII (P680) es excitado por fotones con un máximo a una longitud de onda 

de 680 nm, que incrementan su potencial redox, produciendo la primera liberación 

electrónica. La fotoliasa del agua asociada al PSII posee un centro de reacción con cuatro 

átomos de Manganeso - complejo liberador de O2 -, que se van oxidando sucesivamente - 

dando los e- al PSII - hasta llegar a tener un poder oxidante suficiente como para poder 

romper la molécula de agua liberando los H+ al lumen, tomando los e- para iniciar la cadena 

de transporte acíclico de e- y la translocación de H+ que también habrá en varios puntos de 
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la cadena (Fig. 1.2.4). La elevada energía que requiere la transferencia de e- desde la Pc para 

reducir la Fd oxidada - realizada por el PSI - también proviene de la luz (Fig. 1.2.4). Esta Fd 

reducida, además de reducir al NADP+ con el concurso de la FNR, tiene otras funciones en 

el cloroplasto como fuente de poder reductor en la reducción del nitrato o en el control de 

enzimas de la fijación de carbono.  

Los H+ liberados durante la fotólisis del agua junto con los translocados durante el 

transporte electrónico (Fig. 1.2.4) crean un gradiente protónico entre el lumen y el estroma 

que será utilizado para la síntesis de ATP. Esta energía química (ATP) y el poder reductor 

(NADPH) generados a partir de la energía solar por medio del transporte electrónico y la 

fotofosforilación, se utilizarán en el proceso de asimilación fotosintética de carbono 

(Lawlor, 1993). 

 

1.2.1.2 Transporte cíclico de electrones 

En el transporte acíclico por cada NADPH se translocan cuatro H+, lo que produce la 

formación de 1.33 moléculas de ATP - debidas la translocación de tres H+ por la ATP 

sintasa -, pero las proporciones entre ATP y NADPH que requiere cada posterior ruta 

biosintética no coinciden con dicha proporción (De las Rivas, 2000). Por ejemplo en la 

reducción de una molécula de CO2 en la fase de fotoasimilación se requiere dos moléculas 

de NADPH y tres moléculas de ATP.  

Ese ATP adicional puede obtenerse del funcionamiento cíciclo de los e- en torno a un PS 

(Fig. 1.2.5), cerrando un ciclo que sólo producirá un incremento del gradiente de H+ - que 

será utilizado en la fotofosforilación cíclica del ATP -. El transporte cíclico de e- permite por 

tanto, utilizar la energía luminosa para producir ATP sin formar NADPH y se da 

normalmente en torno al PSI (De las Rivas, 2000) cuando la Fd en lugar de transferir e- al 

NADPH, lo realiza hacia el complejo citocromo b6/f, con el consiguiente bombeo de H+ y 

reducción de Pc, que al ser oxidada por el PSI cierra el ciclo (Fig. 1.2.5). Esta 

fotofosforilación cíclica del ATP es menos eficiente energéticamente que la obtenida con el 

flujo lineal, ya que una parte importante de la energía se pierde en forma de calor, por lo que 

también estos flujos cíclicos se consideran procesos de disipación activa de la energía - 

permiten disipar el exceso de energía que podría dañar el aparato fotosintético bajo 

situaciones de estrés o de menor demanda energética -. 
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Figura 1.2.5 Esquema del transporte cíclico 
de e- en torno al PSI con la consiguiente 
fotofosforilación de ATP. Adaptado de Heldt 
et al., 2005 

 

 

 

 

 

 

1.2.2.  Fotoprotección del aparato fotosintético 

A pesar de que las reacciones que convierten la energía luminosa absorbida por los 

pigmentos en energía química tienen un gran rendimiento, la capacidad de estas reacciones 

es limitada. Por otro lado, la velocidad de las reacciones fotoquímicas o rendimiento 

cuántico electroquímico debe estar muy coordinada con la velocidad de asimilación 

fotosintética (A). Al existir numerosos factores ambientales que pueden limitar la capacidad 

de las plantas para utilizar la energía que proviene de la luz y provocar desajustes entre estas 

dos variables, se hace necesario que existan mecanismos de fotoprotección para disipar la 

energía de excitación absorbida por la antena y que no puede usarse en las reacciones 

fotoquímicas, y así proteger el aparato fotosintético (Heldt et al., 2005). La luz absorbida 

por los pigmentos fotosintéticos sigue dos vías: puede ser utilizada en las reacciones 

fotoquímicas - extinción fotoquímica (qP) -, o bien ser disipada en forma de fluorescencia o 

como energía térmica. Estas vías están en continuo equilibrio y en relación inversa, de 

forma que cuando aumenta la primera disminuye la segunda (Butler, 1978, Baker, 2008). 

Los pigmentos están dispuestos para transmitir rápidamente la energía de su estado excitado 

hasta los centros de reacción, pero si hay exceso de energía luminosa se dan modificaciones 

estructurales de las antenas que aumentan la emisión de fluorescencia - reemisión de luz con 
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mayor longitud de onda que la absorbida -. A temperatura ambiente, la mayor parte de la 

emisión de fluorescencia se debe a la Chl a del PSII (Krause y Weis, 1991). La 

fluorescencia emitida refleja la actividad fotosintética y cualquier factor ambiental que 

reduzca la actividad fotosintética provoca cambios en los parámetros de fluorescencia, por 

lo que su medición constituye una herramienta muy útil en áreas como fisiología y 

ecofisiología vegetal y es en la práctica, uno de los pocos métodos no destructivos que 

existen para el análisis de muchos fenómenos fisiológicos (Krause y Weis, 1984, Baker, 

2008). La medición de estos parámetros con las técnicas de fluorescencia de pulsos de 

amplitud modulada - véase apartado 3.2.2 - proporcionará información sobre el estado 

funcional del aparato fotosintético, y más específicamente del PSII (Schreiber et al., 1986). 

 La fotoprotección es necesaria debido a que un exceso de energía luminosa absorbida 

por los PS puede agotar los sustratos terminales de la cadena de e-, deteniendo el transporte 

electrónico para, a continuación, dañar a sus componentes - fotoinhibición - y afectar al 

crecimiento (Krause, 1988). Las plantas, además de la emisión de calor y fluorescencia, 

tienen otros mecanismos para disipar dicho exceso, por ejemplo, los carotenoides además de 

su papel como colectores de fotones en las antenas, tienen una importante función de 

fotoprotección de los componentes del aparato fotosintético, mediante la absorción de 

energía de las clorofilas excitadas y posterior disipación a través del ciclo de las xantofilas 

(Frank et al., 1996; Eskling et al., 1997). Los flujos cíclicos de transporte electrónico y la 

fotorrespiración - véase apartado 1.2.3.1 - también participan en la protección de aparato 

fotosintético por la disipación energética como calor y su consumo de ATP y NADPH 

(Osmond et al., 1997), permitiendo regenerar los sustratos terminales de la cadena - ADP y 

NADP+ -.  

 

1.2.3.  Fotoasimilación del carbono 

Con excepción de algunas bacterias fotosintéticas, el CO2 es convertido en materia 

orgánica a traves del ciclo de Benson-Calvin, gracias a la enzima ribulosa-1,5-bisfosfato 

carboxilasa/oxigenasa o Rubisco (E.C. 4.1.1.49), independientemente de si su metabolismo 

es tipo C3, C4 o CAM - ver apartado siguiente -. El Ciclo de Benson-Calvin (Fig. 1.2.6) 

tiene lugar en el estroma del cloroplasto y comprende once enzimas que catalizan trece 

reacciones que utilizan el ATP y el NADPH en la fijación del CO2 atmosférico para originar 

esqueletos carbonados (Woodrow & Berry, 1988; Geiger & Servaites, 1994).  
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Figura 1.2.6 Esquema del ciclo de Benson-Calvin indicando en azul las tres etapas que comprende. Adaptado 
de Medrano & Flexas, 2000 
 
 

En este ciclo se distinguen tres fases (Fig. 1.2.6), la primera fase comprende la 

carboxilación de la molécula aceptora del CO2, la ribulosa-1,5-bisfosfato (RuBP), por la 

enzima Rubisco, dando lugar a dos moléculas de 3-fosfoglicerato (3PGA). En las plantas 

que presentan esta ruta sin adaptaciones adicionales, el primer producto de la fijación son 

moléculas de tres carbonos y por esta razón se denominan plantas C3. Esta etapa es seguida 

de la fase reductiva, en la que el 3PGA será reducido a triosas fosfato (TP) -gliceraldehído-

3-fosfato (G3P) y dihidroxiacetona fosfato (DHAP) -, con consumo de ATP y NADPH. La 

fase final del ciclo comprende la fase regenerativa en la que por isomerizaciones, 

condensaciones y reordenaciones, las TP son utilizadas para producir RuBP, proceso que 

requiere también ATP (Raines et al., 1999). Parte de las TP generadas en el ciclo de 

Benson-Calvin serán exportadas al citosol y servirán como fuente de carbono para la síntesis 

de sacarosa, que se distribuye desde tejidos fuente - hojas maduras - a órganos heterotróficos 

o sumideros - raíces, semillas, hojas en desarrollo, frutos o tubérculos - y es empleada en 

procesos de crecimiento activo, en la biosíntesis de celulosa, lípidos… - (Fallai et al., 2008). 

Si la demanda de asimilados cesa, se produce la acumulación de TP en el estroma, y aquí 

serán empleadas para la síntesis de glucosa-fosfato (Fig. 1.2.6) y posteriormente 

polisacáridos de almacenaje - almidón predominantemente -. El almidón comprende 

polímeros de glucosa que son empaquetados en el cloroplasto formando gránulos densos 

(Zeemann et al., 2002) y representa un almacenaje transitorio de carbono, que es movilizado 
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durante la noche para soportar el metabolismo de la hoja y mantener la síntesis y 

distribución de sacarosa (Niittyla et al., 2004). Ciertos aminoácidos y lípidos son 

sintetizados también en el cloroplasto a partir del carbono fijado en la fotosíntesis 

(Geigenberger et al., 2005). La actividad de varias enzimas del ciclo - entre ellas Rubisco - 

se regula por el sistema redox ferredoxina/tiorredoxina: Con luz, la Fd se reduce y los e- se 

transfieren a la tiorredoxina (Td), formándose Td reducida. Ésta activará distintas enzimas 

del ciclo por reducción de sus puentes disulfuro (Malkin & Nigoyi, 2000). También la 

fructosa-1,6-bisfosfatasa y la sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa pueden ser activadas, como la 

Rubisco - ver apartado siguiente -, por variaciones de pH y la concentración de magnesio 

(Mg2+) del estroma. Igual que el anterior, éste es un mecanismo para la activación 

enzimática durante el día y su desactivación durante la noche. 

1.2.3.1 Características de la enzima Rubisco 

Esta enzima, en plantas superiores (Fig. 1.2.7), está constituida por ocho subunidades 

grandes (LS) de unos 50-55 kDa que forman un núcleo octamérico y ocho subunidades 

pequeñas (SS) de 13-18 kDa (Fig. 1.2.7) situadas alrededor del núcleo (Knight et al., 1990), 

que al ensamblarse generan una holoenzima de estructura hexadecamérica (Fig. 1.2.7) con 

ocho centros activos (Irvin & Robinson, 2005; Andersson, 2008). 

Además de la carboxilación, la Rubisco también es capaz de catalizar la oxigenación de 

RuBP, dando 3PGA y fosfoglicolato en lugar de las dos moléculas de 3PGA que se obtienen 

por carboxilación. Este fosfoglicolato se convierte de nuevo en 3PGA en un proceso que 

consume energía y O2 a la vez que libera CO2, por lo que se denomina fotorrespiración. El 

balance neto en plantas con metabolismo C3 es la pérdida de más del 30 % del CO2 fijado 

durante las horas de luz (Ogren, 1984), por lo que se han desarrollado estrategias para 

potenciar la fijación de CO2 sobre la vía fotorrespiratoria - metabolismo C4 y CAM -. El 

nivel de fotorrespiración depende de la intensidad luminosa, de la capacidad de 

discriminación de la Rubisco entre los dos sustratos de la enzima y de las concentraciones 

relativas de O2 y CO2 en el ambiente de la enzima, que varían con factores como la 

temperatura - que disminuye la solubilidad del CO2 frente al O2 (Jordan & Ogren, 1984) - y 

el cierre de estomas - que reduce el CO2 del interior de la hoja (Ci). La velocidad de 

asimilación neta del CO2 (A) en plantas C3 depende del número de carboxilaciones de 

Rubisco menos el CO2 perdido por fotorrespiración y respiración mitocondrial (Von 

Caemmerer & Quick, 2000). Cualquier incremento de la producción precisa que aumente la 
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fijación de carbono, ya que la biomasa de un cultivo se deriva casi por completo de su 

asimilación en la fotosíntesis (Paul & Foyer, 2001). 

La Rubisco posee una serie de características, tales como, una lenta velocidad catalítica 

(Parry et al., 2007), una baja afinidad por el CO2 atmosférico y además el O2 puede también 

ser sustrato - es inhibidor competitivo -, lo que sumado a la baja concentración atmosférica 

del CO2 respecto al O2, hace que la velocidad de carboxilación sea lenta. En consecuencia la 

Rubisco puede llegar a ser un 50 % de la proteína soluble total de una hoja en plantas C3 

(Irvin & Robinson, 2005; Zhang et al., 2006; Andersson, 2008) y es donde se adscribe gran 

parte del nitrógeno foliar (Irvin & Robinson, 2005; Hirel & Gallarais, 2006; Zhang et al., 

2006). Esto la convierte en la proteína más abundante de la biosfera (Ellis, 1979). 
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Figura 1.2.7 Estructura tridimensional 
de la enzima Rubisco mostrando las 
subunidades L (azul y verde) y las 
subunidades S (amarillo). A la vez se 
observan, colocados en los centros de 
reacción, los sustratos catalíticos 
RuBP (rojo). Anderson, 2007 
 
 

 

 

 

 

Potencialmente también es una proteína de reserva de nitrógeno (Millard, 1988; Irvin & 

Robinson, 2005). La degradación específica de la Rubisco, movilización de sus aminoácidos 

y consecuente reutilización de sus elementos juegan un papel fundamental en el balance 

nutricional de las plantas (Ferreira et al., 2000; Hirel & Gallarais, 2006). Se ha observado 

repetidamente que cuando los organismos fotosintéticos se enfrentan a condiciones 

adversas, pueden degradar parte de su contenido de Rubisco para la síntesis rápida de otros 

componentes esenciales para superar el estrés. Por otra parte, durante la senescencia natural 

de órganos verdes propia del desarrollo vegetal, los componentes de la Rubisco suponen una 

fracción importante del aporte que se adscribe a los órganos en crecimiento como nuevas 

hojas, semillas o frutos (Kokubun et al., 2002; Hirel & Gallarais, 2006; Zhang et al., 2006).  

Para adquirir su competencia catalítica, los centros de reacción deben experimentar un 

proceso de activación, mediante la formación de un carbamato con una molécula de CO2. 

Este CO2 “activador” es diferente del CO2 que sirve de sustrato a la reacción (Lorimer & 

Miziorko, 1980) y permanece unido a la enzima durante múltiples ciclos catalíticos. La 

activación se completa con la coordinación de un átomo de Mg2+ al carbamato que también 

es esencial para la catálisis (Lorimer & Miziorko, 1980; Von Caemmerer & Quick, 2000), 

para por último, colocarse el sustrato RuBP. La unión de RuBP y de otros azúcares fosfato 

antes de la formación del carbamato, así como inhibidores nocturnos y diurnos, puede 
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bloquear dichos centros activos. Para retirar inhibidores y aumentar la eficiencia de 

carbamilación existe otra proteína dependiente de ATP llamada Rubisco activasa (Salvucci 

et al., 1985; Portis, 2003; Von Caemmerer & Quick, 2000; Andersson, 2008). Además de 

los inhibidores nocturnos, la actividad de Rubisco in vivo muestra una marcada dependencia 

de la presencia de luz. Por un lado, la iluminación de los cloroplastos produce el incremento 

de pH y el aumento de la concentración de Mg2+ en el estroma, lo que contribuye a la 

activación de Rubisco (Lorimer & Miziorko, 1980). Por otro lado, la Rubisco activasa está 

sometida a regulación redox ligada a los ciclos de luz/oscuridad (Mott & Woodrow, 1993) 

explicados en el apartado 1.2.3. 

 
1.3.  EFECTOS DEL CO2 EN LAS PLANTAS  

 

Los efectos de las [CO2] elevadas en la fisiología y desarrollo de las plantas han sido 

objeto de muchas investigaciones, detalladas en diversas revisiones (Stitt, 1991; Drake et 

al., 1997; Curtis et al., 1998; Norby, et al 1999, Stitt & Krapp, 1999; Ainsworth et al., 2002; 

Long et al., 2004; Körner, 2006). La velocidad de asimilación de CO2 (A) está 

determinada por procesos biofísicos, dentro de los que se incluyen el transporte del CO2 a 

través de la hoja y los estomas, así como por procesos bioquímicos y metabólicos, que se 

producen en las membranas de los tilacoides y en el estroma del cloroplasto, en las 

mitocondrias y en el citosol de la célula (Sarkey et al., 2007).  

Cuando el resto de variables ambientales son idóneas, hay tres procesos metabólicos que 

afectan directamente a la A: Actividad Rubisco, regeneración de RuBP y metabolismo de 

las TP (Farquhar et al., 1980; Sharkey, 1985; Taiz & Zeiger, 2002). Con concentraciones 

bajas de CO2 las reacciones de regeneración de RuBP del ciclo de Calvin son más rápidas 

que su carboxilación por parte de Rubisco y la fotosíntesis estará limitada por la 

disponibilidad de CO2 o por Rubisco (Fig. 1.3.1), dado que en este caso el CO2 es el sustrato 

limitante (Long, 1991; Long et al., 2004). Un incremento de la [CO2] hace que aumente la 

velocidad de fijación - porque la Rubisco tiene una baja afinidad por el CO2 - y a la vez se 

incrementa la proporción de CO2 respecto al O2, lo que estimularía la reacción de 

carboxilación sobre la oxigenación y disminuiría la pérdida de carbono por fotorrespiración 

(Long, 1991; Stitt, 1991; Stitt & Krapp, 1999; Long et al., 2004), así que en las plantas C3 

inicialmente la A se eleva (Fig. 1.3.1, Fig. 1.3.2), pero al seguir elevando la concentración 

de este gas, la velocidad de carboxilación superará a la velocidad de regeneración de la 
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RuBP, que es el otro sustrato de la enzima, y la fotosíntesis, aunque sigue aumentando 

ligeramente por la inhibición gradual de la oxigenación, alcanzará un máximo - parte 

estacionaria de la curva - donde la A no aumentará más (Fig. 1.3.1). El metabolismo de las 

TP junto con la regeneración de RuBP - que precisa mucha de la energía química obtenida 

en la fase luminosa junto con el fosfato liberado en el metabolismo de las TP - se convierten 

en los factores limitantes cuando el CO2 es elevado (Stitt, 1991, Azcón-Bieto, 2000).  

 

 

 

 
Figura 1.3.1. Curva A/Ci de 
respuesta de la velocidad de 
asimilación (A) al incremento 
de la presión parcial de CO2 
medida en una planta de 
metabolismo C3 (●), donde 
se observa en la parte inicial 
de la curva la limitación por 
Rubisco (rojo), la limitación 
por regeneración de RuBP 
(verde) y por el reciclado de 
las TP (amarillo).  
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Con respecto a la respiración mitocondrial, se sabe que los niveles de CO2 altos no la 

afectan de forma directa (Jahnke & Krewitt, 2002; González-Meler & Taneva, 2005). 

Indirectamente, una [CO2] elevada aumenta los azúcares solubles y la velocidad respiratoria 

inicialmente se estimula, aunque a largo plazo se encuentran reducciones (Drake et al., 

1997; Norby et al., 1999). Sin embargo, cuando estos estudios se hacen comparando plantas 

crecidas con CO2 ambiental o elevado medidas a la misma [CO2], las diferencias son 

mínimas (González-Meler & Taneva, 2005). 

El CO2 alto genera descensos en la proteína foliar (Drake et al., 1997) y aunque muchos 

estudios atribuyen dicha reducción al descenso de proteínas fotosintéticas, puede haber 

cambios en proteínas implicadas en la respiración mitocondrial (Azcón-Bieto et al., 1994), 
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así como incrementos en el número de mitocondrias (Griffin et al., 2001); en este último 

estudio sin embargo, no se observó un aumento de la respiración. 

1.3.1.  La aclimatación al CO2 elevado  

Con las concentraciones actuales de CO2, la limitación de la fotosíntesis se debe a la 

disponibilidad del CO2, ya que en plantas C3 se precisan en torno a 600 µmol mol-1 de CO2 

para saturar la fotosíntesis (Long et al., 2004; Lawlor, 2005). Por esta razón los incrementos 

de la [CO2] en la atmósfera aumentan la fijación de carbono (Fig. 1.3.2), el crecimiento y la 

productividad de numerosas especies (Lawlor, 2005). Este efecto positivo, se manifiesta 

inicialmente en un incremento de la A y de la síntesis de más asimilados que estimulan la 

formación, crecimiento y supervivencia de sumideros (Fig. 1.3.2) como meristemos, raíces 

o frutos. Con CO2 alto se acelera la formación de TP, y si la planta no es capaz de aumentar 

al mismo ritmo la síntesis de sacarosa, su exportación o acumulación como almidón, el 

fosfato no se recicla a igual velocidad que la fijación de carbono y se acumulan dichos 

intermediarios fosforilados (Wolfe et al., 1998; Paul & Foyer, 2001). Esto induce una 

aclimatación a corto plazo donde el aumento de A observado en plantas que crecen 

continuamente con CO2 elevado, es menor que el incremento de la A que se observa en 

plantas que crecen con CO2 ambiental al pasar a un ambiente con CO2 alto. Aunque la 

planta reajustará en poco tiempo la cantidad y actividad de las distintas enzimas 

fotosintéticas para que asimilación y utilización del carbono se equilibren y vayan a la par 

(Stitt, 1991), la magnitud de este fenómeno dependerá de las condiciones ambientales que 

puedan retardar el crecimiento reduciendo la demanda de azúcares (Wolfe et al., 1994; 

Pieters et al., 2001) y también de la capacidad del vegetal para aumentar la demanda de 

asimilados o su capacidad de almacenamiento (Wolfe et al., 1994,1998). Por esto las 

especies capaces de aumentar el tamaño de sus frutos como Citrus sp. o Solanum tuberosum 

tienen menor grado de aclimatación (Paul & Foyer 2001). Sin embargo, la aclimatación a 

corto plazo normalmente no se genera por limitaciones debidas al metabolismo de TP. La 

acumulación de azúcares solubles en hojas, ya sea inducida experimentalmente, debida a 

una interrupción del transporte por el floema o debida al crecimiento con CO2 alto, se 

acompaña de incrementos de ATP y descensos de 3PGA, que es lo contrario de lo que se 

esperaría si la limitación por el reciclado de TP fuera la causa del descenso de la fotosíntesis 

(Morcuende et al., 1997, 1998; Stitt & Krapp 1999) 
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Figura 1.3.2 Esquema de los efectos iniciales del aumento de CO2 atmosférico en plantas C3. Las [CO2] altas 
aumentan la carboxilación por la Rubisco, mientras que inhiben las reacciones de oxigenación y por lo tanto la 
pérdida del carbono fotorrespiratorio disminuye. El aumento de producción permite mayor desarrollo del área 
foliar, con la consiguiente retroalimentación positiva en la A de la planta. Esto además está reforzado por la 
disminución de la transpiración y la mejora en el estatus hídrico, que también favorece al aumento del área 
foliar. Adaptado de Long et al. (2004). 
 
 

Cuando las plantas crecen continuamente con CO2 elevado, tienen lugar cambios 

bioquímicos, fisiológicos y hasta estructurales que disminuyen la capacidad fotosintética de 

la hoja, así que los incrementos iniciales de la A que provocó el CO2 alto no suelen 

mantenerse tan elevados cuando pasan semanas o meses (Wolfe et al., 1998; Stitt & Krapp, 

1999). Este fenómeno no aparece en todas las especies, condiciones o etapas del desarrollo, 

pero es muy común y se conoce como aclimatación a largo plazo de la fotosíntesis (Drake 

et al., 1997). Los primeros acontecimientos de la aclimatación ocurren a nivel molecular en 

las células del mesófilo (Fig. 1.3.4), pero la respuesta final implica al vegetal entero (Wolfe 

et al., 1998; Paul & Foyer, 2001). 

 

1.3.2.  Causas de la aclimatación a largo plazo 

Las alteraciones en el intercambio gaseoso frecuentemente observadas en CO2 elevado 

son indicativas de una disminución en la capacidad de carboxilación (Stitt, 1991; Drake et 

al., 1997; Nakano et al., 1997; Rogers & Humphries, 2000; Lee et al., 2001), atribuida a 

reducciones tanto de la cantidad como de la actividad de la Rubisco (Drake et al., 1997; 

Rogers & Humphries, 2000). En trigo, las [CO2] elevadas condujeron a una disminución de 

los ARN mensajeros de Rubisco y otras tres enzimas del Ciclo de Benson-Calvin (Nie et al., 

1995). 
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Con el transcurso de los días, si la estimulación que provoca el CO2 alto supera la 

capacidad de exportación y utilización de asimilados, se genera un exceso de azúcares 

solubles que pueden cambiar el patrón de expresión génica (Koch, 1996), y reprimir varios 

genes de enzimas fotosintéticas por regulación de la transcripción o de la traducción, e 

incluso por regulación pos-traduccional, dependiendo de las distintas especies (Yang & 

Sheen, 1994; Moore et al. 1999; Long et al. 2004), haciendo que disminuyan los niveles de 

Rubisco y/o su actividad (Krapp et al., 1993; Drake et al., 1997; Rogers & Humphries, 

2000). Este incremento de azúcares solubles frecuentemente observada (Long et al. 2004), 

junto con una acumulación excesiva de almidón que altera la organización de los 

cloroplastos (Pritchard et al., 1997), parecen ser los factores que desencadenan la 

aclimatación a largo plazo de la fotosíntesis. Al cabo de unas semanas, la aclimatación a 

nivel celular se traduce en modificaciones de las relaciones entre los órganos fotosintéticos - 

tejidos fuente - y los colectores de recursos o sumideros, así que cambia la distribución del 

carbono y nitrógeno dentro del vegetal (Wolfe et al., 1998). También se dan modificaciones 

morfológicas: se incrementa el área foliar (Fig. 1.3.2), las hojas se hacen más gruesas, 

mayor tamaño de las células fotosintéticas (Peterson et al., 1999) y en algunos casos 

desciende el número de estomas por unidad de área foliar (Woodward, 1987; Morrison, 

1998).  

1.3.2.1 Implicación de la conductancia estomática (gs) y la transpiración (E) en la 

aclimatación al CO2 elevado 

Los estomas son grupos de dos o más células epidérmicas especializadas que se 

encuentran en la parte aérea de las plantas y cuya función es regular el intercambio gaseoso 

(Fig. 1.3.3, Fig. 1.3.4). Constan de un ostiolo o poro rodeado de dos células - células 

oclusivas - capaces de variar el diámetro del poro por cambios en su presión de turgencia 

(Sánchez-Díaz & Aguirroelea, 2000), regulando así la velocidad del intercambio gaseoso.  
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Figura 1.3.3 Esquema de un estoma donde se aprecia el cambio del diámetro del ostiolo que regula el 
intercambio de agua y CO2 del vegetal. 
 

Cuando los vegetales realizan el intercambio gaseoso, la ganancia de CO2 se acompaña 

de una pérdida de agua a la atmósfera por transpiración (Fig. 1.3.4). Por lo tanto, las células 

oclusivas deben estar bien reguladas para evitar la deshidratación (Jones, 1998) y responden 

a un importante número de factores, tanto ambientales como internos de la planta, por lo que 

su respuesta es compleja (Morrison, 1998; Messinger et al., 2006; Ainsworth, & Rogers, 

2007). La velocidad de transpiración (E) varía en función de la intensidad luminosa, 

porque la evaporación de agua enfría la hoja y también en función de la disponibilidad de 

agua y del CO2 intercelular del mesófilo foliar (Fig. 1.3.4)  o Ci (Messinger et al., 2006). 

 La conductancia de los estomas (gs) es una medida de la capacidad de difusión de los 

gases a su través, que está determinada por la apertura del poro y por el número de estomas. 

Si por ejemplo, los niveles de CO2 atmosférico se elevan haciendo subir el Ci, los estomas 

cierran el poro reduciendo su gs y su E, pero mantendrán niveles similares o incluso 

mayores de Ci con los que continuar su actividad fotosintética (Schroeder, 2001; Long et 

al., 2004). Por esta razón el CO2 elevado mejora el estatus hídrico (Fig. 1.3.2) y la 

eficiencia en el uso del agua (Wolfe, 1998; Long et al. 2004; Leakey et al., 2006).  

 

↑CO2 interno          cierre de estomas (↓gs) ↓E  

 
El crecimiento prolongado en CO2 elevado disminuye la gs y E, ya que aumenta la 

concentración de Ci (Drake et al., 1997; Stitt & Krapp, 1999; Tezara et al., 2002), pero no 

ocurre por igual en todos los estratos del dosel vegetal. El crecimiento en CO2 elevado 

genera fuertes reducciones de la gs en hojas superiores (Drake et al., 1997; Lodge et al., 
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2001; Medlyn et al., 2001; Tezara et al., 2002) y adicionalmente al crecer y formar nuevas 

hojas, las inferiores con el tiempo quedan sombreadas y su producción de energía - y por 

tanto su A - se verá reducida. Además al aumentar la edad de la hoja disminuye la capacidad 

fotosintética y la E, ya que consumen menos Ci (Lemaire et al., 1991; Evans, 1993; 

Lötscher et al., 2003; Yin et al., 2003). Los descensos de la gs y E causan también un 

incremento de la temperatura foliar, esto acelera el desarrollo y la senescencia de las hojas 

(Long et al., 2004). De forma equivocada, este efecto debido propiamente a la temperatura, 

a veces se ha atribuido al CO2 elevado directamente.  

Figura 1.3.4 Diagrama simplificado de la sección transversal de una hoja. Los estomas a menudo se 
encuentran en la cara inferior - especies como el trigo tienen estomas en las dos caras - y siempre en 
comunicación con los espacios aéreos intercelulares que presentan las células del mesófilo, donde se realiza 

mayoritariamente la fotosíntesis. Adaptado de Heldt et al., 2005. 
 

Todas las hojas sufren aclimatación, pero en los niveles inferiores del dosel vegetal es 

más patente (Osborne et al., 1998; Adam et al., 2000). Estas hojas mostrarán a la vez 

aclimatación fotosintética al CO2 alto y a la sombra, por lo que dicha aclimatación es más 

pronunciada en las hojas inferiores sombreadas que en las superiores iluminadas (Osborne 

et al., 1998; Adam et al., 2000). De igual modo, la respuesta de la gs al CO2 elevado podría 

variar entre hojas que ocupan diferentes niveles dentro del dosel vegetal.  
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1.3.2.2 Influencia del nitrógeno en la aclimatación al CO2 elevado 

Al crecer con más CO2 la planta puede mantener velocidades fotosintéticas similares o 

mayores que las que presentaba con CO2 ambiental aunque ocurra una reducción de la 

cantidad de Rubisco, y el nitrógeno de esta enzima podrá emplearse en formar otras 

proteínas para la fotoabsorción o bien dirigirse hacia el resto de órganos para estimular el 

crecimiento (Paul & Foyer 2001). El CO2 elevado, a menudo, conduce a una disminución 

del contenido de nitrógeno en las hojas (Conroy & Hocking, 1993, Stitt & Krapp, 1999) y a 

una menor absorción de nitrógeno desde el suelo (Polley et al., 1999) por razones que aún 

no han sido aclaradas. Un aumento del crecimiento en CO2 alto no solo dependerá del 

carbono extra, otros nutrientes como el nitrógeno deberán también obtenerse a mayor 

velocidad y/u optimizar su uso. La deficiencia de nitrógeno aumenta a) la acumulación de 

azúcares solubles (Ainsworth et al., 2004) incluso en CO2 ambiental (Stitt & Krapp, 1999) y 

b) la aclimatación en la mayoría de estudios (Nakano et al., 1997), mientras que con buen 

aporte de este nutriente no hay tanta reducción de la fotosíntesis aunque sí se acumulan 

carbohidratos (Ludewig et al., 1998; Geiger et al., 1999), indicando que su disponibilidad 

influye en el mantenimiento de la capacidad fotosintética y la aclimatación. La reducción de 

la concentración de nitrógeno podría deberse a que la absorción y la asimilación del 

nitrógeno no aumentan en proporción con la fotosíntesis y el crecimiento en CO2 elevado, o 

también podría ser consecuencia de la dilución del nitrógeno por incrementos de la biomasa 

debidos al CO2 alto (Stitt & Krapp, 1999).Puede, por lo tanto, que en la hoja no haya tal 

descenso del nitrógeno, sino una dilución al haber aumentado la proporción del carbono 

respecto al nitrógeno (Stitt &Krapp, 1999), aunque estas explicaciones pueden no ser 

correctas, en particular cuando los incrementos de carbohidratos o de materia seca son 

pequeños.  

Como vimos en el apartado anterior, el CO2 elevado disminuye el torrente transpiratorio 

(Fig. 1.3.4) y con ello el flujo de agua desde el suelo hacia las raíces. Esto reduce la 

movilidad de nutrientes solubles como el nitrato que se desplazan en el suelo por flujo de 

masas (Conroy & Hocking, 1993; Stitt & Krapp, 1999; McDonald et al., 2002), ya que al 

movilizarse menos agua y existir más demanda de nitrógeno en CO2 alto, el nitrato 

disponible en la rizosfera puede agotarse y producir una carencia de este elemento; aunque 

parece ser que ello sólo conduciría a una limitación en nitrato en suelos escasamente 

fertilizados (Stitt & Krapp, 1999), y que otros factores que responden al enriquecimiento en 

CO2 podrían compensar un suministro de nitrógeno limitado por baja transpiración 
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(McDonald et al., 2002). El aporte nitrogenado no sólo aumenta la cantidad de nitrógeno en 

el dosel vegetal, sino que también influye en la distribución del nitrógeno entre las 

diferentes hojas de la planta, siendo más uniforme con mayor aporte de nitrógeno (Del 

Pozo, 1994; Dreccer et al., 2000). Por consiguiente, la nutrición nitrogenada podría mitigar 

la aclimatación al CO2 elevado, en particular, en hojas inferiores sombreadas. La capacidad 

fotosintética, la E y el contenido de nitrógeno muestran gradientes de mayor a menor al 

descender posiciones del dosel en varias especies (Charles-Edwards et al., 1987; Hirose et 

al., 1989; Lemaire et al., 1991; Evans, 1993; Lötscher et al., 2003; Yin et al., 2003), 

incluido el trigo (Del Pozo et al., 1992; Dreccer et al., 2000). Esto se correlaciona con la 

distribución vertical del nitrógeno por área (NA) y con la luz que recibe cada estrato del 

dosel (Del Pozo & Dennett, 1999). La distinta E entre hojas es un mediador importante en la 

respuesta de las plantas al gradiente luminoso y adicionalmente, se sabe que el reparto de 

los recursos entre las hojas del dosel vegetal responde a la E independientemente de la 

intensidad luminosa (Pons et al. 2001). 

1.3.2.3 Papel de las citoquininas (CK) en la aclimatación al CO2 elevado 

Las citoquininas (CK) son hormonas vegetales comunes en las plantas capaces de 

estimular la proliferación y diferenciación celular (Sakakibara, 2006), así como favorecer el 

retraso de la senescencia (Wingler, 1998; Jordi, 2000) retardando la pérdida de pigmentos y 

proteínas del cloroplasto. Las CK están implicadas en la apertura estomática (Dodd et al., 

2004) y pueden reducir su sensibilidad al CO2 elevado (Blackman & Davies, 1984) a la vez 

que evitan el cierre de los estomas provocado por ácido abcísico (Tanaka et al., 2006), 

además se sabe que juegan un importante papel en el desarrollo del aparato fotosintético 

(Chory et al., 1994) y son capaces de inducir la expresión de genes de la fotosíntesis y 

mantener altos niveles de Rubisco (Lerbs, 1984; Ookawa et al., 2004). Además participan 

en el crecimiento de cada órgano, actuando como mensajeros entre zonas distantes de la 

planta y variando la distribución de los nutrientes, modulan las relaciones fuente-sumidero 

(Paul & Foyer, 2001; Taiz & Zeiger, 2002), así como el balance entre parte aérea y raíz que 

debe mantenerse a lo largo del desarrollo (Taiz & Zeiger, 2002; Sakakibara, 2006).  

Aunque las hojas jóvenes pueden sintetizarlas, su presencia en hojas maduras proviene 

de las CK sintetizadas en la raíz que ascienden por el xilema con el torrente transpiratorio 

hacia las hojas y otros órganos (Fig. 1.3.4), así que su concentración en la parte aérea 

depende en parte de la transpiración que presenta ese órgano (Aloni et al., 2005). 
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Se han encontrado reducciones del contenido de esta hormona en respuesta al gradiente 

luminoso que reduce la transpiración y su implicación en la aclimatación fotosintética 

debida al sombreado del dosel (Boonman et al., 2007). La aplicación exógena a hojas 

sombreadas reduce el declive de la capacidad fotosintética en varias especies (Pons et al., 

2001; Boonman et al., 2007) y se ha propuesto que estas hormonas participan en el reparto 

de los compuestos del xilema entre las hojas en proporción a la E (Yong, et al., 2000; Pons 

et al., 2001). En otros estudios parecen influir en la distribución del nitrógeno entre los 

distintos órganos (Yong et al., 2000, Takey et al., 2001), por lo que las CK podrían estar 

implicadas en la aclimatación a largo plazo de la fotosíntesis y en la pérdida de nitrógeno 

observada con CO2 alto a lo largo del dosel en relación con la transpiración reducida. En 

efecto, si debido al descenso de E ascienden menores cantidades de estas hormonas, la 

síntesis proteica, el reparto del nitrógeno y por tanto la A pueden verse afectadas, a la vez 

que puede acelerarse la senescencia foliar, lo cual aumentaría la movilización del nitrógeno 

a otras partes del vegetal. 

Por lo tanto, es posible que haya una relación entre transpiración, CK, y el contenido y 

reparto del nitrógeno en la planta, que podría explicar la aclimatación fotosintética 

observada en plantas crecidas con CO2 elevado.  

1.4.   PROPÓSITO DE LA PRESENTE INVESTIGACIÓN 
 

La humanidad basa su alimentación fundamentalmente, en los cereales y leguminosas. Es 

muy probable que las tierras de cultivo continúen ganando terreno al resto de ecosistemas, 

por un lado debido al aumento de población y también, gracias a la biotecnología, por los 

nuevos usos dados a los cereales en la obtención de materias primas y energía - 

biocombustibles -. El trigo constituye el alimento base para el 35 % de la población 

mundial. A nivel mundial el trigo es el cereal que mayor superficie ocupa, con 211 millones 

de hectáreas y una producción mundial aproximada de más de 600 millones de toneladas 

anuales. La producción de trigo aumentó un 1.6 por ciento desde el año 2007 (SIMIA-FAO, 

2008). Es considerado un alimento para consumo humano, aunque gran parte se destina a la 

alimentación animal, así como a subproductos de la transformación industrial para piensos. 
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 Figura 1.4.1 Producción y utilización mundial de cereales. 
Fuente: SIMIA-FAO (Servicio Mundial de Información y 
Alertas de la FAO). Perspectivas de cosechas y situación 
alimentaría.  
http://www.fao.org/docrep/012/ak340s/ak340s04.htm 

 

 

 

    

Los estudios sobre la aclimatación fotosintética al CO2 alto se han centrado en las hojas 

superiores, sin prestar mucha atención a las situadas en posiciones inferiores del dosel, 

aunque existen algunas excepciones (Osborne et al., 1998; Adam et al., 2000).  

Las plantas, en su respuesta al ambiente, deberán alterar el balance entre asimilación de 

carbono y otros nutrientes, especialmente nitrógeno, almacenaje de estos compuestos, y 

redistribución de los mismos entre órganos dentro de la planta. Por lo tanto, es importante 

conocer como se comportarán estos cultivos frente a los aumentos del CO2 que se vaticinan 

para el próximo siglo, y estudiar sus necesidades nutricionales en estos escenarios, ya que el 

exceso de fertilizantes genera graves daños ecológicos. 
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 Conocer las respuestas de aclimatación al CO2 elevado del intercambio gaseoso 

del dosel vegetal - hojas superiores iluminadas o inferiores sombreadas - del trigo en 

cultivos bajo cámaras de campo con cantidades diferentes de fertilizante 

nitrogenado. 

 

 Averiguar el papel en la aclimatación de la absorción de nitrógeno y su reparto 

entre compuestos y órganos de la parte aérea de la planta. 

 

 Valorar si la citoquinina exógena, con su accción en la transpiración y otros 

procesos, influye en la ganancia de nitrógeno y su distribución en la parte aérea de la 

planta y modifica así la aclimatación fotosintética al CO2.  
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3.1.  MATERIAL VEGETAL DEL ESTUDIO 

3.1.1.  Especies utilizadas 

Las distintas especies de trigo, como el resto de cereales, son monocotiledóneas de 

carácter anual que pertenecen a la familia de las Poáceas (Gramíneas); su origen se 

encuentra en Oriente Medio, en el llamado creciente fértil (Fig. 3.1.1), donde ha formado 

parte del desarrollo económico y cultural del hombre, que hace alrededor de ocho milenios 

pasó de una subsistencia nómada que dependía totalmente de la caza y recolección, a la 

revolución Neolítica marcada por el desarrollo de la agricultura y ganadería y el inicio del 

sedentarismo (Smith, 1995; Salamini et al., 2002). 

 

Figura 3.1.1. Región de origen y principales zonas productoras de trigo a nivel mundial. Fuente: 
http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Cultivo_trigo.jpg  

 

Posee una raíz fasciculada que alcanza generalmente una profundidad de 25 cm, su tallo 

es hueco, con unos 6 nudos en los que se insertan las hojas, que forman una vaina a lo largo 

de cada entrenudo, son liguladas, cintiformes, paralelinervias y terminadas en punta. La 

inflorescencia es una espiga compuesta de un tallo central con entrenudos cortos, llamado 

raquis, al que se unen directamente y de forma alternativa a derecha e izquierda las 

espiguillas, protegidas a ambos lados por dos brácteas o glumas; cada espiguilla contiene 

varias flores con tres anteras y dos estigmas, son muy pequeñas y desprovistas de atractivo 

visual, ya que presenta fecundación anemófila. 
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Tras la fecundación, cada flor da lugar a un 

único fruto, la cariópside o grano, que lleva un 

embrión junto a las sustancias de reserva. 

Existen varios tipos de variedades respecto a 

la duración de su ciclo: Variedades de otoño o 

de ciclo largo, con siembra en otoño, pasan el 

invierno en estado de plántula y crecen en la 

primavera, para florecer al inicio del verano; 

variedades intermedias y variedades de 

primavera o de ciclo corto, con siembra en 

primavera y floración en el verano del mismo 

año. Tienen distinta duración del período 

vegetativo y las variedades de invierno sólo 

florecen al pasar unos meses con bajas 

temperaturas (2 ºC), mientras que esto no 

influye en las variedades de primavera.  

Las dos especies de trigo empleadas en esta experimentación son Triticum aestivum L. 

ssp. vulgaris, que corresponde al trigo blando, del pan o harinero, el cual se utiliza 

básicamente en la producción de harina para pan, galletas y repostería. La segunda especie, 

Triticum turgidum L. ssp. durum (Desf.) Husn (= T. durum Desf.), corresponde al trigo 

duro, semolero o candeal. Este último se destina fundamentalmente a la obtención de 

semolina para la fabricación de fideos y pastas. 

El uso de estas distintas especies y variedades se debió a que los experimentos del 

presente trabajo fueron realizados a lo largo de cuatro años, enmarcados en diferentes 

proyectos de investigación, con distintos requisitos en cuanto a la especie de estudio. 

 El experimento con trigo blando del año 2003 se realizó dentro del proyecto de 

investigación “Interacciones del aumento del CO2 y la temperatura del aire sobre la 

Fotosíntesis: cambios en el metabolismo del carbono y el nitrógeno del trigo en túneles de 

gradiente de temperatura en el campo” (BFI2000-0871) utilizando Triticum aestivum L. cv. 

Alcalá. Tiene una productividad baja-media, gran ahijamiento y un ciclo largo y tardío de 

espigado. Su espiga es larga y aristada, y el grano de buena calidad harino-panadera. Es 
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rústico, resistente a la sequía, al frío y apropiado para terrenos de mediana fertilidad, en 

comarcas con fríos apreciables (Prats & Clement-Grandcourt, 1969).  

En el experimento de 2006, que fue parte del proyecto “Aclimatación de la Fotosíntesis a 

los aumentos de concentración de CO2 y temperatura de la atmósfera. Papel de la partición 

del nitrógeno y de los inhibidores diurnos en el control de la actividad Rubisco” (BFI2003-

01277), se empleó T. aestivum L., cv. Gazul, un trigo blando de primavera de ciclo corto. La 

productividad de este cultivar es aceptable entre los trigos de primavera aunque la capacidad 

de ahijamiento oscila de media a baja, lo que obliga a incrementar la dosis de semilla. Tiene 

una altura de la planta media y el inicio del encañado es precoz; el espigado, entre precoz y 

muy precoz; y la madurez, de media a precoz. Su espiga aristada posee alta fertilidad y una 

buena calidad del grano.

El experimento de 2007 se desarrolló dentro del proyecto: “Adaptación del trigo duro a 

los aumentos de CO2 y temperatura de la atmósfera. Bases fisiológicas y moleculares” 

(BFI2000-0871) empleando T. durum Desf., cv. Vitrodur. Tiene un rendimiento alto en 

comparación con otros trigos duros, si bien, los trigos duros en general poseen menos índice 

productivo que el trigo harinero. La altura de la planta es media-alta y puede superar los 70 

cm, posee aristas largas y su capacidad de ahijamiento es alta; otras características son un 

espigado precoz y un alto contenido de proteína en el grano. Es muy apto para los climas 

mediterráneos secos - información obtenida de GENVCE: Grupo para la Evaluación de 

Nuevas Variedades de Cultivos en España -. 

 

3.1.2.  Ciclo vegetativo y requerimientos edafoclimáticos 

Durante la fase vegetativa se utilizan los nutrientes minerales y carbohidratos para el 

desarrollo de estructuras vegetativas como raíces, tallo y hojas; por lo tanto el sumidero de 

los asimilados en este periodo son las partes vegetativas en desarrollo (Hirel & Gallais, 

2006). Después de germinar el trigo desarrolla varias raíces primarias y el eje principal con 

la primera hoja emerge del suelo (Fig. 3.1.2 a). De las axilas de las hojas del eje principal 

nacen, en número variable, tallos secundarios que desarrollan nuevas hojas en el estadio de 

ahijado del trigo; se dice entonces que el trigo "amacolla" (Fig. 3.1.2 b). La duración de este 

estadio depende de la variedad, del abonado nitrogenado, de la fecha de siembra y de la 

temperatura. El número de tallos secundarios que la planta pueda desarrollar en esta etapa, 
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será un elemento determinante del rendimiento final del cultivo, ya que de cada uno que 

prospere surgirá una espiga. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.1.2. Diferentes estadios del desarrollo del 
trigo: a) emergencia del suelo, siendo visible el eje 
principal y la primera hoja; b) ahijado, donde ya 
pueden apreciarse las macollas, c) final del 
encañado, donde comienza a emerger la última hoja 
- hoja a o bandera - y d) plena antesis con las 
anteras indicadas por flechas. 

 

 

 

 

 

 

A la fase de ahijado le sigue el estadio de encañado, consistente en el crecimiento del 

tallo por alargamiento de los entrenudos (Fig. 3.1.2 c). A la vez hay un cambio en la 

partición de los asimilados dentro de la planta, que se destinan principalmente al 

crecimiento del tallo, cesando en consecuencia la producción de nuevos tallos. La 

emergencia de la última hoja - hoja a o también llamada hoja bandera -, marca el final de 

este periodo (Johnson et al., 2000). La planta tiene una gran actividad fisiológica que no 

finaliza hasta la madurez, con una tasa de extracción de elementos nutritivos del suelo muy 

elevada, sobre todo de nitrógeno. La extracción de agua del suelo empieza también a ser 

muy considerable.  

En el estadio de emergencia de la espiga o espigado, empujada por el último entrenudo 

en elongación, emerge la espiga, donde como producto de la floración o antesis y la 

fecundación se producirán los futuros granos. Este periodo y el de crecimiento del grano son 
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los de máxima actividad fisiológica, con una transpiración y una extracción de nutrientes del 

suelo que llegan al máximo. La antesis es el momento de expansión completa de la flor, 

desde el desarrollo del estigma receptivo a la fecundación; en este momento las anteras 

amarillas son visibles en las espigas (Fig. 3.1.2 d). Por último durante el estadio de llenado 

de grano, los nutrientes acumulados en hojas y tallos se catabolizan para removilizarse 

hacia los granos en desarrollo, y así completar su maduración. El buen desarrollo de este 

estadio influye también en el rendimiento final del cultivo y es imprescindible que no exista 

estrés hídrico acusado y que las temperaturas sean suaves (Johnson et al., 2000), pues si 

sobrevienen vientos secos y calor por encima de 30 ºC durante dos días consecutivos, el 

grano de trigo se "asura"; este asurado se debe a la interrupción del aporte de asimilados que 

limita el desarrollo de la semilla y genera granos arrugados y con poco peso. 

La temperatura óptima de germinación es de 20-25 ºC. La temperatura de crecimiento 

óptima está en 25 ºC, con temperaturas mínimas y máximas de 3-4 ºC y 30-32 ºC 

respectivamente (Briggle, 1980). Para un buen rendimiento se precisa una humedad relativa 

entre 40 y 70 % desde el espigado hasta la cosecha. En años secos un trigo puede 

desarrollarse bien, aunque con producción limitada, con 300 ó 400 mm de precipitación. 

Los suelos deben ser profundos para el buen desarrollo del sistema radicular.  

 

3.2.  DISEÑO EXPERIMENTAL, CONDICIONES AMBIENTALES Y MUESTREO 

3.2.1.  Instalaciones para el estudio del efecto del CO2 en el cultivo 

Las aproximaciones experimentales para saber cómo las plantas responderán a los altos 

niveles de CO2 atmosférico, inicialmente se realizaban en invernaderos y cámaras con 

ambientes controlados, si bien a partir de los años ochenta se han ideado diferentes 

instalaciones con el fin de analizar el efecto del aumento de CO2 en situaciones que simulen 

las condiciones de campo, ya sean cultivos agrícolas o ecosistemas naturales (Uprety et al., 

2006). Las instalaciones más frecuentes en dichos estudios son: FACE - Free Air CO2 

Enrichment - (Allen et al., 1985), OTC - Open Top Chambers - (Rogers et al., 1983) y 

TGC -Temperature Gradient Chambers - (Rawson et al., 1995). 

Los FACE o sistemas libres de enriquecimiento de CO2, son instalaciones circulares 

situadas en espacios naturales - campos de cultivo, bosques, etc. - en las que por medio de 

tubos se emite CO2 hacia el centro, donde se encuentran las plantas y controladores que 

monitorizan la dirección del viento, [CO2] y humedad relativa (Fig. 3.2.1 a). Las principales 
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ventajas de este sistema son la alteración mínima del ecosistema en estudio y que no se 

modifica la interacción de la vegetación con la luz, temperatura, viento, precipitación o los 

agentes patógenos, por lo que las plantas se estudian en condiciones muy próximas a las 

naturales; sin embargo este diseño no está muy extendido a causa del difícil control y los 

costes elevados del CO2 empleado (Uprety et al., 2006). Otra de las desventajas consiste en 

la imposibilidad de analizar el efecto conjunto con otros parámetros como temperatura del 

aire o humedad relativa.  

Los OTC o cámaras de techo abierto, se colocan sobre el terreno encerrando en su 

interior las plantas, a las que se suministra una concentración de CO2 - [CO2] -determinada 

(Fig. 3.2.1 b). Este sistema también mantiene las fluctuaciones térmicas, de humedad 

relativa y de radiación naturales, por lo que su empleo está muy extendido (Uprety et al., 

2006). Sus principales limitaciones serían el alto coste de instalación y funcionamiento; 

debido principalmente al gran consumo de CO2, ya que debe emitirse continuamente y el del 

efecto barrera debido a la estructura de paredes translúcidas que rodea la instalación, la cual 

puede provocar cambios en la velocidad del viento, humedad o temperatura y en la calidad e 

intensidad de la luz (Hendrey et al., 1994). 
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b) 

a) 

Figura 3.2.1 a) Sistema FACE de la 
Universidad Duke, localizado en 
Chapel Hill, Carolina del Norte 
(EEUU) y b) cámaras OTC empleadas 
en la Universidad Szent István de 
Gödölló (Hungría). 

 

 

 

 

 

Las TGC o cámaras de gradiente de temperatura han sido el diseño empleado en la 

presente investigación. Son sistemas portátiles situados en el sitio de estudio, con apariencia 

similar a un invernadero convencional, pero con circulación del aire exterior a través de los 

mismos con velocidad variable (Fig. 3.2.2). Este sistema a la vez que enriquece su ambiente 

con CO2 permite crear un gradiente de temperatura muy útil para estudiar las interacciones 

de estos factores en un ambiente natural (Hadley et al., 1995). En las TGCs se puede 

mantener una temperatura similar a la del aire exterior o variarla para estudiar su efecto en 

interacción con el aumento del CO2, a diferencia con las OTC no climatizadas. Dependiendo 

del flujo de aire, el consumo de CO2 en las TGCs puede ser menor o similar al de las OTC. 
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Figura 3.2.2  Vista de las TGCs 
en el sitio de estudio - Finca 
experimental Muñovela -, del 
Instituto de Recursos Naturales 
y Agrobiología de Salamanca 
(IRNASA-CSIC). 
 
 
 
 

 
 
 

3.2.2.  Características de las cámaras de gradiente de temperatura (TGC) 

En las TGCs (Fig. 3.2.2) gracias a un sistema de regulación electrónico se consigue la 

[CO2] deseada en cada TGC, así como el control de la temperatura. También permiten una 

monitorización continua de estos parámetros, así como de la humedad relativa y la 

intensidad luminosa tanto del interior como del exterior de las cámaras, como se describe a 

continuación.  

Las TGCs (Pérez et al., 2005; Aranjuelo et al., 2005) están basadas en las descritas por 

Rawson et al. (1995), tienen unas dimensiones de 9.6 m de largo, 2.2 m de ancho y 1.7 m de 

altura en el centro, siendo el armazón de aluminio y las paredes de policarbonato rígido 

transparente a la radiación luminosa. El techo está cubierto por un plástico de polietileno 

que facilita la transmisión de la radiación solar tanto la fotosintéticamente activa como la 

ultravioleta UV-A y UV-B, para simular en lo posible las condiciones exteriores (Fig. 

3.2.3). Después de realizar con maquinaria agrícola el labrado, abonado de fondo y la 

siembra, estas estructuras se anclan al suelo.  
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Figura 3.2.3 Valores medios de irradiancia a lo largo de un día tomados con los sensores de luz LI-190SB 
durante el mes de mayo de 2003 en el exterior - línea roja - y en el interior de una TGC (■).  

 

Cada una de las cámaras está dividida transversalmente en 3 módulos (Fig. 3.2.4), cada 

uno de 3 m de longitud: módulo inicial, con temperatura ambiental, módulo central y 

módulo final - en el que habrá 4º C más que en el inicial -, separados por septos con ranuras 

horizontales para reducir el mezclado de aire por convección (Fig. 3.2.4). En el extremo 

final existe un compartimiento de 0.6 m en el cual se colocan tres calefactores para generar 

el gradiente de temperatura (Fig. 3.2.4). El extremo opuesto de la cámara tiene dos 

ventiladores de pared (90 W, 0.5 m3 s-1) para la entrada de aire en el módulo inicial; y hay 

un ventilador de salida (140 W, 0.54 m3 s-1) sobre el techo del compartimiento del módulo 

final (Fig. 3.2.4). Así el aire circula de forma continua a través de la cámara a la velocidad 

requerida para mantener la diferencia de 4º C entre los dos módulos extremos. 
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Figura 3.2.4  Esquema general de las TGCs empleadas en la presente experimentación. Véase el texto para 
más detalles acerca de la instalación. 
 

El control del funcionamiento de los ventiladores y calefactores para lograr el 

mantenimiento de la temperatura, se realizó con dos sondas Pt-100 (Labfacility, Reino 

Unido). Una de ellas, colocada fuera de la cámara, cercana a los ventiladores de entrada 

para aproximar la temperatura del módulo inicial a la temperatura del exterior (Fig. 3.2.5 a), 

y la otra, colocada en el centro del módulo final a 60 cm por encima del nivel de las plantas. 

Dichas sondas estaban incluidas completamente en una caja a través de la que se forzaba el 

paso de aire. En los distintos módulos de las TGCs y en la pared exterior del módulo inicial 

se colocaron sensores de temperatura y humedad HMD50Y (Vaisala, Finlandia) para tener 

una medida continua de las condiciones ambientales dentro y fuera de las TGCs. Estos 

sensores también estaban dentro de una caja a través de de la que se forzaba el paso de aire 

(Fig. 3.2.5 a). El presente trabajo de investigación se ha realizado con plantas que crecían en 

el módulo central, donde hay temperaturas próximas a la ambiental en todas las TGCs (Fig. 
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3.2.6 b, e, h, k; Fig. 3.2.7 a, c, e); por lo tanto, dicho parámetro ambiental no fue una 

variable experimental en este trabajo de investigación. 

 La mitad de las cámaras se mantuvo con concentración ambiental de CO2 - en torno a 

370 µmol mol-1 - y en la otra mitad el CO2 del aire se aumentó hasta 700 µmol mol-1 (Fig. 

3.2.6 a, d, g, j) inyectando dicho gas por medio de electroválvulas (Fig. 3.2.5 b) junto a los 

ventiladores del módulo de entrada. El CO2 se suministraba a partir de bombonas de CO2 de 

una pureza del 99 %. Se contaba con doce bombonas repartidas en dos series situadas en 

una caseta cercana. Estas series de bombonas estaban controladas por un sistema 

informático de forma que, cuando la concentración de CO2 descendía por debajo del nivel 

fijado, indicando que uno de los grupos de botellas estaba agotado, la válvula 

correspondiente se cerraba mientras que la del otro grupo de bombonas se abría. La [CO2] 

en el interior de las TGCs se medía con analizadores de gases en el infrarrojo o IRGA SBA-

4  (PP Systems, Hitchin Herts, Reino Unido).  

 
 

 

Figura 3.2.5.  a) Sonda exterior Pt-
100 ( ⁭ ) y caja donde se incluyen los 
sensores de humedad y temperatura 
instalados dentro del modulo inicial o 
de entrada, con el sensor de luz 
interior encima y b) electroválvulas 
de inyección de CO2, colocadas cerca 
de los ventiladores de entrada de aire 
dentro de las TGCs. 

 

 

 

b) a) 

La intensidad luminosa se midió, tanto en el exterior como en el interior de las TGCs, 

para registrar la cantidad de radiación fotosintéticamente activa (PAR) y a la vez comprobar 

que la estructura del propio invernadero no influye significativamente en la luz que reciben 

las plantas ni en las oscilaciones diarias (Fig. 3.2.3). Para estas medidas se utilizaron 

sensores de luz LI-190SB (LI-COR, Nebraska, EEUU) localizados en el interior de las 

cámaras (Fig. 3.2.5 a) y en el exterior, sobre el techo de las mismas. Los registros de los 

parámetros ambientales (Fig. 3.2.6, 3.2.7), se realizaron cada 20 segundos a lo largo de todo 

el tiempo de estudio mediante convertidores analógico-digitales Microlink 751 (Biodata 
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Ltd, Manchester, Reino Unido) con el software Windmill y se recopilaron para su posterior 

tratamiento en un ordenador situado en una caseta cerca de las TGCs. 

 

3.2.3.  Diseño y condiciones del experimento 

3.2.3.1 Sitio de estudio y condiciones 

Para desarrollar el estudio en condiciones próximas a las que soportan los cultivos de 

cereales en áreas Mediterráneas, la experimentación se ha llevado a cabo en la “finca 

experimental Muñovela”, del Instituto de Recursos Naturales y Agrobiología de Salamanca 

(IRNASA-CSIC), localizada a 40º 95´ N, 5º 45´ W y 795 m de altitud sobre el nivel del 

mar; con cultivos de trigo sembrados en una parcela de 270 m2 en 2003 y de unos 2600 m2 

en 2006 y 2007, según las prácticas agrícolas habituales. El sitio de estudio tiene un suelo 

arcillo-arenoso de pH ligeramente alcalino (pH 7.7) con niveles de fósforo, potasio y calcio 

de 22, 140 y 2800 ppm, respectivamente. El clima corresponde a un tipo Supramediterráneo. 

El promedio de un largo periodo - 20 años - para la temperatura mínima del mes más frío - 

enero - es 0.0 ºC y la temperatura máxima del mes más cálido - julio - es 27.2 ºC. La 

precipitación media anual es de unos 506 mm. El cultivo se regó dos veces a la semana con 

un sistema de goteo (Fig. 3.2.5 a) que en 2003 y 2006, para simular las condiciones propias 

del clima mediterráneo de la zona, proporcionaba la cantidad requerida para igualar el 

promedio de precipitación - de un periodo de 20 años - calculado para cada mes en 

particular. Al encontrar algún año de estudio síntomas de estrés hídrico, en 2007 se regó a 

razón de 45 L m-2 por semana, lo que superaba ligeramente la evapotranspiración del cultivo 

(ETc) a lo largo del desarrollo. Para esta estimación se ha empleado el Método FAO 

Penman-Monteith de determinación de ETc (Allen et al., 2006):  

                                                      ETc = ETo · Kc 

 
En la fórmula, ETo es la Evapotranspiración de referencia que dependerá de las 

condiciones meteorológicas y Kc es el Coeficiente del cultivo, que dependerá 

principalmente de las  características del cultivo como son la altura, su gs o la etapa de 

desarrollo en que se encuentre, y de las características de las técnicas agrícolas empleadas 

que influirán en la cobertura del suelo, como la densidad de siembra o el grado de 

separación entre hileras. Se aplicaron insecticidas y herbicidas cuando se requirió. 
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Se sembró el trigo con maquinaria agrícola en hileras de unos 13,6 cm de separación, 

dando una densidad de siembra de unos 185 a 190 kg ha-1 en el año 2003 y de 200 kg ha-1 en 

2006 y 2007. Tras la emergencia de las plántulas, se montaron sobre el cultivo las TGCs con 

una separación entre las cámaras, tanto en sentido longitudinal como transversal, de unos 10 

m para evitar el sombreado entre ellas. Los sitios elegidos para la instalación de las TGCs 

fueron distintos cada año. 

El aumento de la [CO2] se genera en las horas de luz (Fig. 3.2.6 a, d, g, j), ya que durante 

la noche niveles altos de CO2 - incluso de 2000 µmol mol-1 - no afectan directamente a la 

respiración mitocondrial (Jahnke & Krewitt, 2002) y además la toma de O2 tampoco se 

afecta por [CO2] elevadas (Amthor et al., 2001).  

 57



Materiales y Métodos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a)

0

200

400

600

800

0 4 8 12 16 20 24

time, h

[C
O2

] (
µm

ol
 m

ol
 -1
) 

b)

0

5

10

15

20

25

0 4 8 12 16 20 24

Te
m

pe
ra

tu
ra

 (º
C

)

c)

0

20

40

60

80

100

0 4 8 12 16 20 24

H
um

ed
ad

 re
la

tiv
a 

 (%
)

g)

0

200

400

600

800

0 4 8 12 16 20 24

time, h

h)

0

5

10

15

20

25

0 4 8 12 16 20 24

j)

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

0 4 8 12 16 20 24

time, h

k)

0

5

10

15

20

25

0 4 8 12 16 20 24l)

0

20

40

60

80

100

0 4 8 12 16 20 24

d)

0

200

400

600

800

0 4 8 12 16 20 24

time, h

e)

0

5

10

15

20

25

0 4 8 12 16 20 24 i)

0

20

40

60

80

100

0 4 8 12 16 20 24

f)

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

0 4 8 12 16 20 24

tiempo    (h)

Tªmedia = 13.9 ºCTªmedia = 17.08 ºC Tªmedia = 8.4 ºCTªmedia = 16.5 ºC

%H media = 48.1% %H media = 54.2%%H media = 33.4%%H media = 59.8%

Figura 3.2.6 Variaciones diarias de la [CO2] de crecimiento (a, d, g, l), temperatura (b, e, h, k) y % de 
humedad relativa (c, f, i, l) registradas en el exterior de las TGCs (▲) y en el módulo de estudio de las TGCs 
con CO2 ambiental (○) o elevado (●). a-c) Valores del mes de mayo de 2003 tomados en el exterior y en cada 
una de las 2 TGCs. d-f) Medias de 3 TGCs con CO2 ambiental o elevado en mayo de 2006. g-i) Medias de 3 
TGCs con CO2 ambiental o elevado en abril de 2007 - durante la emergencia del espiga - y j-l) en mayo de 
2007 - durante la antesis -. Los valores son medias de cada hora del día durante el mes de muestreo, 
mostrando en la parte inferior de las gráficas la temperatura y humedad relativa externa media. Para más 
detalles sobre el registro de los datos véase el apartado 3.2.2. 
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Figura 3.2.7 Valores diarios de temperatura media (a, c, e) y humedad relativa media (b, d, f) desde la 
emergencia de la última hoja - hoja a - hasta la madurez del cultivo registrados en el exterior de las TGCs (▲) 
y en el módulo de estudio de las TGCs con CO2 ambiental (○) y elevado (●). a, b) Registros en 2003 
tomados en el exterior y en cada una de las 2 TGCs; c, d) Valores medios en 2006 de 3 TGCs con CO2 
ambiental o elevado. e, f) Valores medios de 3 TGCs con CO2 ambiental o elevado en 2007. Las flechas 
indican las etapas de emergencia de la espiga (E) y de antesis (A). Para más detalles del registro de datos 
véase el apartado 3.2.2. 
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Figura 3.2.7 (Continuación) 
 

3.2.3.2 Diseño de los experimentos 

Durante los años 2003, 2006 y 2007, utilizando el módulo central de las mismas TGCs, 

se realizaron dos experimentos diferenciados:  

1. Análisis de la aclimatación al CO2 elevado en diferentes posiciones del dosel vegetal 

con dos suministros de nitrógeno (AÑO 2003) 

2. Análisis del papel de las citoquininas (CK) en la aclimatación al CO2 elevado con dos 

suministros de nitrógeno (AÑOS 2006 Y 2007) 

 

1. En el año 2003 el experimento se encaminó a investigar la aclimatación al CO2 

elevado de los estomas y la fotosíntesis en el dosel vegetal, y la influencia en la misma de la 

absorción y reparto del nitrógeno entre los distintos órganos de la planta. En cuanto al 

diseño experimental se compararon plantas que crecieron en una TGC con CO2 ambiental, o 
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bien con el doble de su concentración atmosférica bajo una segunda TGC; recibiendo dos 

aportes de nitrógeno en cada cámara (Fig. 3.2.8).  

 
 
 
 
 
 
Figura 3.2.8 Fotografía de la finca 
experimental Muñovela con las dos 
TGCs empleadas en el experimento del 
año 2003. 

 

 

 

Se investigaron las combinaciones factoriales de dos niveles de CO2 de crecimiento - 370 

y 700 µmol mol-1 de CO2 -, diferentes niveles foliares o estratos del dosel vegetal 

considerando la hoja bandera - hoja a -, y las tres que se encuentran en posiciones inferiores 

-hojas b, c y d - y por último se establecieron dos niveles de suministro de nitrógeno - 

deficiencia o abundancia en dicho nutriente - como se describe más adelante. Hubo cuatro 

repeticiones de las medidas y muestras pertenecientes a cada tratamiento o condición 

experimental y para este experimento se planteó un diseño anidado - véase apartado 3.4.1 -, 

con niveles foliares y dosis de nitrógeno incluidas dentro del tratamiento de CO2. Los 

resultados obtenidos han sido publicados en la revista Environmental and Experimental 

Botany (Del Pozo et al., 2007). 

Para conseguir los dos aportes diferenciales en fertilizante nitrogenado, es conveniente 

tener un suelo deficiente en nitrógeno antes de la siembra. El año anterior al experimento - 

2002 - el sitio de estudio tuvo un cultivo de alfalfa, que al ser una leguminosa es capaz de 

aportar nitrógeno al suelo, por ello en el invierno de 2002-03 se sembró primero un cultivo 

de Brassica napus y no se fertilizó el suelo antes de la siembra del trigo, para asegurar una 

diferencia en el aporte de nitrógeno en cada mitad de las TGCs. El 11 de febrero de 2003 se 

realizó la siembra del trigo de primavera (Triticum aestivum L., cv. Alcalá), que emergió del 

suelo el 15 de marzo, y se establecieron dos niveles de suministro de nitrógeno. En las 

mitades longitudinales de las TGCs elegidas al azar con abundancia de este elemento, el 

nitrógeno se aportó mediante la adición manual de 70 kg ha-1 de nitrato cálcico 

tetrahidratado ((NO3)2Ca)·4H2O en solución el 30 de Abril de 2003, mientras que en las 

zonas con déficit de nitrógeno no se añadió ninguna cantidad de dicho elemento nutritivo. 
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Con la colocación de las dos TGCs el 29 de abril, comenzó el suministro de CO2. La 

emergencia de la espiga o espigado ocurrió del 16 al 19 de mayo de 2003, y la antesis se 

produjo en torno al 27 de mayo de 2003. La madurez del grano se dio a mediados de junio, 

momento en el que se desconectó todo el sistema (Fig. 3.2.7 a, b).  

 

2. El segundo experimento, que comprendió los años 2006 y 2007, se propuso analizar, 

basándose en las conclusiones obtenidas con la anterior investigación, cuál es el papel de la 

hormona vegetal citoquinina (CK) en la aclimatación al CO2 alto en condiciones de 

abundancia o escasez de nitrógeno y estudiar su influencia en el crecimiento y reparto del 

nitrógeno, así como conocer las posibles variaciones en los contenidos de proteína soluble y 

de Rubisco. Las CK son reguladores del crecimiento vegetal capaces de inducir la expresión 

de genes de la fotosíntesis y mantener altos niveles de enzimas como la Rubisco, a la vez 

que están implicadas en la aclimatación fotosintética debida al sombreado del dosel y en la 

partición de asimilados entre órganos (Stitt & Krapp, 1999; Yong et al., 2000; Pons et al., 

2001; Ookawa et al., 2004; Boonman et al., 2007). 

El diseño experimental fue ligeramente modificado para mejorar su bondad estadística y 

empleó seis TGCs, tres de las cuales se mantuvieron con la concentración ambiental de 

CO2, mientras que en otras tres el CO2 del aire se aumentó hasta 700 µmol mol-1 (Fig. 

3.2.9). Se adoptó un diseño en bloques divididos o strip-plot - véase apartado 3.4.1 - con tres 

bloques, cada uno de los cuales constaba de una TGC con CO2 ambiental y otra con CO2 

elevado, en combinación factorial con los dos niveles de suministro de nitrógeno, la 

aplicación de CK frente al control, y los tres últimos estratos foliares - hojas a, b y c -. 

En la anualidad de 2006 se sembró un trigo de primavera (Triticum aestivum L., cv. 

Gazul) el 24 de enero de 2006. Antes de sembrar se aplicó un abonado de fondo con 60 kg 

ha-1 de P2O5 y K2O - que son las cantidades normales para este cultivo - con maquinaria 

agrícola convencional. Después de la emergencia de las plántulas en torno al 15 de marzo, el 

27 de marzo se establecieron al azar dos niveles de suministro de nitrógeno en las mitades 

longitudinales de las TGCs añadiendo a mano dos soluciones de nitrato cálcico 

tetrahidratado para aportar unas concentraciones de 15 kg ha-1 en las zonas con escasez de 

nitrógeno y 140 kg ha-1 en aquellas zonas de las TGCs con abundancia de dicho nutriente. 

Se colocaron sobre el cultivo las seis TGCs y el 12 de abril comenzó el suministro de CO2. 
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Figura 3.2.9 Vista panorámica de la finca experimental Muñovela, donde se ubicaron las seis TGCs 
empleadas en los experimentos de campo con aspersión de citoquininas (CK) durante las anualidades de 
2006 y 2007. 

 

El 5 de mayo, con la hoja bandera desarrollada, comenzaron las aspersiones con CK. 

Basándonos en trabajos previos con arroz en cámaras de crecimiento (Ookawa et al., 2004), 

se aplicaron al cultivo 9 L m-2 de dicha hormona vegetal. Para ello, se preparó cada día de 

uso una solución 10-4 M de 6-bencilaminopurina (BA):  

 

 

 

 

 

La citoquinina BA - Fluka - primero se disolvió en 3 ml de NaOH 1 M, ya que sólo es 

hidrosoluble en medio básico, y se añadió Tween-20 - Fluka - al 0.05 % (v/v) como 

surfactante, para favorecer su penetración en la hoja. Se ajustó el pH a 7.5 con HCl 3 N y 

0.1 N, se llevó al volumen final con agua y se almacenó una noche en nevera a 4 ºC hasta 

ser aplicada. La solución de BA se aplicó con spray cuidadosamente a toda la parte aérea - 

con especial atención en los estratos foliares inferiores - en aquellas zonas de las TGCs 

elegidas al azar y alrededor de 4-5 h después del comienzo del fotoperiodo. En las zonas de 

 63



Materiales y Métodos 

control se aplicó sólo una solución de Tween-20 con la misma concentración. Las 

aspersiones se realizaron dos veces por semana desde el comienzo de la emergencia de la 

última hoja hasta la senescencia del cultivo en los primeros días de junio, con un total de 

diez aplicaciones. La emergencia de la espiga ocurrió el 10 de mayo y la antesis entre el 16 

y el 19 de mayo. La madurez del cultivo se observó en torno al 20 de junio, tomándose esta 

muestra o cosecha final el día 29 de junio, cuando el cultivo estaba completamente seco 

(Fig. 3.2.7 c, d). 

Para preparar el experimento de 2007, el 6 de octubre de 2006 se sembró el trigo 

(Triticum durum Desf., cv. Vitrodur) después del arado y abonado de fondo con P2O5 y K2O 

a razón de 60 kg ha-1. Al igual que en 2003, sólo se abonaron las zonas con abundancia de 

nitrógeno, debido a que la parcela del cultivo tuvo alfalfa el año anterior. El 26 de febrero se 

aplicó a mano una solución de nitrato cálcico en las zonas con abundancia de nitrógeno 

elegidas al azar, a razón de 100 kg ha-1. 

Después de instalar las seis TGCs, el 12 de marzo comenzó el suministro de CO2 y el 20 

de marzo con la penúltima hoja en desarrollo - hoja b -, se inició la aplicación de CK que se 

repitió quince veces, de igual manera que en 2006, hasta la madurez del cultivo. La 

emergencia de la espiga se observó entre el 24 y el 27 de abril, la antesis media el 5 de mayo 

y la madurez el 25 de junio, tomándose el 4 de julio la cosecha final (Fig. 3.2.7 e, f). Este 

trigo duro presentó por tanto una fenología más temprana que los empleados con 

anterioridad. Debido a la siembra otoñal y a la suavidad de las temperaturas invernales de 

este año, se prolongó su desarrollo vegetativo, teniendo lugar un gran ahijamiento, pero de 

tallos tardíos e improductivos. Los muestreos y medidas se realizaron en los tallos de mayor 

tamaño y precocidad.  
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3.2.3.3 Toma de muestras y parámetros de crecimiento 

En la anualidad de 2003, para conocer la partición del nitrógeno entre órganos, la planta 

se dividió en hoja a - hoja bandera -, hoja b - la situada por debajo de la hoja a -, hoja c, 

hoja d y resto de hojas - que se encontraban senescentes -; último entrenudo del tallo - tallo 

1 -, resto del tallo y espiga (Fig. 3.2.10 a). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) año 2003 b) años 2006 y 2007 

Figura 3.2.10  Representación esquemática de la parte aérea del trigo, donde se indican las partes empleadas 
para realizar las determinaciones de parámetros de crecimiento y los análisis del nitrógeno total; en a) el año 
2003 y en b) los experimentos con aspersión de citoquininas realizados en 2006 y 2007.  

 

En el segundo experimento, que comprendió los años 2006 y 2007, dado el mayor 

número de tratamientos experimentales, la planta se dividió en hojas a y b y resto de hojas; 

tallo y espiga (Fig. 3.2.10 b).  

Se recolectaron dos tipos de muestras en función de las determinaciones a las que fueron 

destinadas: 

a)  Toma de muestras foliares para los análisis de clorofila y proteínas 

 Se tomaron in situ hojas de los diferentes estratos o niveles del dosel vegetal - 

pertenecientes a cada tratamiento y repetición - alrededor de 4 horas (h) después del 

comienzo del fotoperiodo. Estas hojas estaban completamente desarrolladas pero nunca 

senescentes. Las muestras se recogieron en 2003 el 28 de mayo durante la antesis. En 2006 

se tomaron el 22 de mayo, tres días después de antesis - 3 dda -, y en 2007 se muestrearon el 
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18 de abril - unos diez días antes de la emergencia de la espiga - y el 16 de mayo - 10 dda -, 

momento en el cual la hoja c se descartó debido a su avanzada senescencia. 

Se cortó la hoja completa y se congeló al instante en nitrógeno líquido. Con el fin de 

tener muestras de tamaño y representatividad suficiente, de cada repetición correspondiente 

a un tratamiento se cortaron cuatro hojas de cada estrato del dosel y se almacenaron juntas. 

Las muestras se trasladaron desde el campo al laboratorio en nitrógeno líquido y se 

conservaron debidamente etiquetadas y clasificadas en congeladores a –80 ºC. Estas 

muestras se utilizaron, como se describirá más adelante, para conocer la actividad y cantidad 

de la enzima Rubisco, y los contenidos de proteína soluble y de clorofila por peso y por área 

foliar. 

b)  Toma de muestra  para medidas del crecimiento y nitrógeno total 

Hubo una recolección adicional de la parte aérea, con la cual se determinó el peso fresco 

y seco, el área verde y el contenido porcentual de agua (%H) de los distintos órganos de la 

parte aérea (Fig. 3.2.10) para cada combinación de CO2, nitrógeno y en su caso, aspersión o 

no de CK. Este muestreo se empleó también para realizar la determinación del nitrógeno 

total por el método que se describirá más adelante. Los muestreos para el primer estudio se 

realizaron el 27 de mayo de 2003 en plena antesis, mientras que para seguir el desarrollo del 

cultivo en los experimentos con aspersión de CK, las muestras se cosecharon el 23 de mayo 

de 2006 - cuatro días después de la antesis - y el 29 de junio se tomó la cosecha final. En 

2007 se recogieron muestras el 2 y el 24 de mayo - en antesis y a los dieciocho días después 

de antesis, respectivamente - y la cosecha final se tomó el 4 de julio.

Alrededor de 4 h después del comienzo del fotoperiodo, se delimitaron los dos surcos o 

hileras de muestreo en cada tratamiento con una regla de 50 cm paralela a dichas hileras. En 

las muestras pertenecientes a la emergencia de la espiga, antesis o postantesis se contaron 

los tallos en esos 2 x 50 cm y se cortaron a nivel del suelo cinco tallos - con espiga - 

consecutivos de los extremos opuestos de las dos hileras, obteniéndose diez tallos por 

muestra. Las muestras se transportaron rápidamente en bolsas de plástico a una habitación 

fría (5 ºC) en la que se mantuvieron hasta que se procesó cada una de ellas. 

Se separaron sus órganos y partes más representativas (Fig. 3.2.10) y se obtuvo con una 

balanza electrónica (modelo XT 220 A, Precisa, Dietikon, Suiza) el peso fresco de cada 

órgano por separado. A continuación, después de quitar las porciones foliares secas, si las 

había, se midió la superficie proyectada con un planímetro electrónico (modelo Li-3000 A, 
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LI-COR, Nebraska, EEUU). El peso seco se obtuvo después de secar las muestras en estufa 

a 60 ºC durante 48 h. A partir de estas medidas se calcularon los pesos - fresco y seco - y 

área de cada órgano por tallo. La diferencia entre los pesos fresco y seco proporcionó el 

contenido porcentual de agua (%H) de cada parte de la planta - (peso fresco-peso 

seco)·100/peso fresco -. El peso por unidad de superficie foliar se calculó dividiendo el peso 

seco entre su área verde.  

En la madurez se cosechó una muestra de mayor tamaño, integrada por todos los tallos de 

las dos hileras delimitadas en los 2 x 50 cm de espacio. Se pesó la muestra entera y se tomó 

una submuestra, en la que se contaron las espigas y se separaron éstas del resto del tallo. Se 

obtuvo el peso seco de cada parte después de secarla en estufa a 60 ºC durante 48 h. Se 

separaron los granos de las espigas y se pesaron, calculándose el peso del grano y también, 

por diferencia, el peso de las glumas y raquis, junto con el índice de cosecha - peso 

grano/peso total -. Los datos de crecimiento se expresan por tallo en todos los experimentos, 

para dar homogeneidad a los resultados, dadas las irregularidades de la densidad del cultivo 

que hicieron variable el número de tallos por m2 en el año 2006.  

 

3.3.  MÉTODOS DE ANÁLISIS 
 

3.3.1.  Medida de la Fotosíntesis in vivo 

Se utilizó un analizador de gases en el infrarrojo - IRGA - CIRAS-2 (PP Systems, 

Hitchin Herts, Reino Unido) con operación diferencial y circuito de aire abierto (Fig. 3.3.1) 

que lleva adaptada una cámara de asimilación en donde se coloca la hoja (Fig. 3.3.2). Con 

este aparato se pueden obtener parámetros como la asimilación neta de CO2 o velocidad de 

asimilación fotosintética (A), la velocidad de transpiración (E), la concentración intercelular 

de CO2 del mesófilo foliar (Ci), la conductancia estomática (gs) - para CO2 y H2O - y la 

temperatura de la hoja. Las medidas se realizaron en 1.7 cm2 de superficie de la zona central 

de las hojas, con un flujo de aire de 300 ml min-1, una temperatura de 25 ºC y un déficit de 

presión de vapor de 1.6 ± 0.23 kPa. La temperatura se controló con el sistema Peltier del 

propio analizador. 

Se realizaron varios tipos de medidas de A, E y gs de 3 a 8 h después del comienzo del 

fotoperiodo. Las medidas de intercambio gaseoso utilizadas para los análisis de la varianza 

y para las relaciones entre parámetros del experimento de 2003 se realizaron con 700 µmol 
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mol-1 de CO2 y en condiciones lumínicas saturantes - con una densidad de flujo fotónico de 

1500 µmol m-2 s-1 -. Para el estudio de la respuesta de aclimatación de gs y A (Bunce, 2001), 

así como en el estudio de la relación entre gs y A (Ball et al., 1987) de los años 2006 y 2007, 

se efectuaron medidas con concentraciones de 370 o 700 µmol mol-1 de CO2, y 1500 µmol 

m-2 s-1 de irradiancia. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.3.1 Imagen del analizador de gases en el infrarrojo (IRGA) portátil empleado en la presente 
investigación para realizar las medidas in vivo de la velocidad de asimilación fotosintética (A), velocidad de 
transpiración (E) y de la conductancia estomática (gs). 

 

Se tomaron medidas el 28 de mayo de 2003 - en plena antesis - en las tres últimas hojas 

del dosel, en 2006 hubo una medida en las hojas a, b y c el 22 de mayo - 3 dda -, mientras 

que durante 2007 fue posible realizar medidas en las hojas a, b y c el 17 de abril - diez días 

antes de la emergencia de la espiga - y el 14 de mayo a los diez días después del comienzo 

de la antesis - 10 dda - las medidas se tomaron de las mismas plantas y en las hojas a y b, ya 

que en esta fecha la hoja c se encontraba en senescencia avanzada. 

Las medidas se realizaron, en el campo, en plantas elegidas al azar en áreas consecutivas 

de cada combinación de CO2, dosis de nitrógeno y en su caso, con aspersión o no de CK. Se 

midió en la parte media de las hojas del dosel perteneciente a la misma planta (Fig. 3.3.2 b), 

con los tratamientos dispuestos al azar, de forma que las repeticiones dentro de cada 

tratamiento en el estudio de 2003 o los bloques en el caso de los experimentos con CK, 

absorbiesen las diferencias durante el día - véase los apartados 3.2.3.2 y 3.4.1 para más 

explicaciones -.  
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Figura 3.3.2 a) Vista frontal y b) lateral de la cámara foliar que lleva adaptada el IRGA, donde se coloca la 
hoja para tomar las medidas en el campo.  

 

Las respuestas de los parámetros A ó gs al CO2 a largo plazo, o efecto de aclimatación, 

se cuantificaron según Bunce (2001), con el cociente entre la A ó gs medidas a 700 µmol 

mol-1 en plantas que crecen con CO2 elevado y la medida realizada a 700 µmol mol-1 en 

aquellas que crecieron con CO2 ambiental. Las respuestas a corto plazo, o efecto directo, se 

calcularon con el cociente entre las medidas de A ó gs a 700 µmol mol-1 de plantas crecidas 

en CO2 ambiental y la medida a 370 µmol mol-1 obtenida con plantas crecidas con CO2 

ambiental y el efecto neto se estimó como el producto de los efectos de aclimatación y 

directo:   
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Donde P es el parámetro analizado - A ó gs -,  a y e denotan las condiciones de 

crecimiento en CO2 ambiente (370 µmol mol-1) y elevado (700 µmol mol-1), 

respectivamente, y A y E denotan las condiciones de medida en CO2 ambiente (370 µmol 

mol-1) y elevado (700 µmol mol-1).  

La relación entre gs y A que existió en los tres últimos niveles foliares en el experimento 

con adición de CK, se analizó utilizando el modelo de Ball et al. (1987): 
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Donde gs es la conductancia de los estomas (mmol m-2 s-1), A es la velocidad de 

fotosíntesis (µmol m-2 s-1), Hr es la humedad relativa en la superficie de la hoja, Ca es la 

[CO2] del aire (µmol mol-1), y g0 y g1 son los parámetros de la regresión, que cambian 

cuando la sensibilidad del estoma al CO2 se ha modificado por diferencias entre especies o 

si las condiciones ambientales han afectado a dicha sensibilidad (Ainsworth & Rogers, 

2007). La gs responde a numerosos estímulos ambientales (Morrison, 1998; Ainsworth & 

Rogers, 2007). Este modelo empírico permite cuantificar la relación de gs con A en función 

de la humedad relativa y la [CO2] del aire. Las rectas de regresión obtenidas se compararon 

a través de un análisis de paralelismo - véase apartado 3.4.2 -. 

 

3.3.2.  Medida de la fluorescencia de la clorofila 

En la anualidad de 2007 la fluorescencia de la clorofila en el dosel vegetal se midió con 

un fluorímetro de pulsos de amplitud modulada PAM-2000 (Walz, Effeltrich, Alemania), en 

las hojas a, b y c el 17 de abril - diez días antes de la emergencia de la espiga - y el 14 de 

mayo, unos diez días después del comienzo de la antesis en las hojas a y b, ya que en este 

momento del desarrollo la hoja c se encontraba senescente. El fluorímetro consta de una 

unidad principal y fibra óptica (Fig. 3.3.3 b) junto con una pinza foliar (modelo 2030-B, 

Walz, Effeltrich, Alemania) donde se coloca la hoja (Fig. 3.3.3 a). La unidad principal está 

controlada por un ordenador portátil. 
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Figura 3.3.3 a) Pinza foliar 2030-B sobre la que se adapta la fibra óptica, b) fluorímetro PAM-2000 con su 
fibra óptica y c) pinzas usadas para la medida de la fluorescencia en el estado adaptado a la oscuridad.  
 

Las medidas en plantas de cada combinación de CO2, temperatura y nitrógeno se llevaron 

a cabo en el campo, entre 3 y 8 horas después del comienzo del fotoperiodo, utilizando la 

parte media de las hojas completamente desarrolladas pero nunca senescentes, apagándose 

las electroválvulas de inyección de CO2 y abriendo los compartimentos de las TGCs, para 

realizar estos registros con CO2 ambiental. En el caso de las medidas en el estado adaptado a 

la oscuridad, las hojas se oscurecieron con las pinzas suministradas por la empresa para tal 

efecto (Fig. 3.3.3 c) durante 20 minutos para garantizar que todos los centros de reacción del 

PSII estuvieran abiertos. Entonces, por medio de la fibra óptica la hoja se expuso a una luz 

modulada de medida muy débil y se registró la fluorescencia mínima en el estado adaptado 

a la oscuridad (Fo), a continuación se dio un pulso saturante de luz - de varios miles de 

µmol m-2 s-1 - durante 0.8 segundos para determinar la fluorescencia máxima en el estado 

adaptado a la oscuridad (Fm). A partir de éstos, se calculó la eficiencia fotoquímica 

máxima (Fv:Fm): 

 
                                         Fv:Fm  = Fm- Fo / Fm 

 
 

Las medidas en hojas adaptadas a la luz se tomaron colocando la parte media de cada 

hoja del dosel en la pinza foliar, se cubrieron rápidamente con un tejido negro y se 
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iluminaron con la fuente de luz halógena blanca del PAM-2000 a través de su fibra óptica 

con irradiancias en torno a 800 µmol m-2 s-1 - similares a la luz recibida por la hoja a -. Se 

dieron pulsos saturantes cada 20 segundos hasta que se alcanzaron valores estables de los 

parámetros de la fluorescencia de la clorofila, registrándose tanto el valor de fluorescencia 

inmediatamente antes - fluorescencia en el estado estable (Fs) - como el obtenido después 

de cada pulso - fluorescencia máxima en iluminación (Fm’) -. A continuación, se apagó la 

luz actínica y se encendió una luz infrarroja durante 3 segundos para reoxidar rápidamente 

los centros del PS II y medir la fluorescencia mínima en la luz (Fo’). El instrumento 

determina el rendimiento cuántico del transporte de electrones en el fotosistema II o 

ΦPSII (Φ):  

 
                                        Φ = (Fm’– Fs) / Fm’ 

 
También se calcularon la extinción fotoquímica de la fluorescencia (qP) - (Fm’–

Fs)/(Fm’– Fo’) - y la eficiencia fotoquímica en la luz (Fv’:Fm’) - (Fm’– Fo’)/Fm’ -. Puede 

notarse que la relación entre los parámetros de la fluorescencia en la luz es: 

 
                                               Φ = Fv’:Fm’·qP 

3.3.3.  Determinación de clorofila 

Las muestras foliares congeladas in situ en nitrógeno líquido y mantenidas a –80 ºC - 

véase apartado 3.2.3.3 a - se pesaron en una balanza electrónica (modelo XT 220A, Precisa, 

Dietikon, Suiza) - para la estimación de la clorofila en base al peso fresco -. A continuación 

se fotografiaron con una cámara digital, determinándose su superficie mediante análisis de 

imagen - para expresar los resultados en base al área foliar -, se maceraron en 4 ml de 

acetona al 80 % y se mantuvieron en oscuridad en el frigorífico durante 30 minutos para 

completar su extracción. Para determinar su contenido en clorofila se tomó una alícuota del 

extracto y se midió la absorbancia en espectrofotómetro (modelo 8453, Hewlett-Packard, 

Alemania; Fig.3.3.4) a 663 y 645 nm a partir de las ecuaciones de Arnon (1949):  

 
            Clorofila total )·29.20()·02.8()( 645663

1 AAmgl +=−  

            Clorofila a  )·69.2()·7.12()( 645663
1 AAmgl −=−

            Clorofila b )·68.4()·9.22()( 663645
1 AAmgl −=−  
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Tanto la clorofila total (Chl a+b) como las clorofilas a y b (Chl a y b) se expresaron en 

base al peso fresco foliar (mg g-1) y en base al área foliar (g m-2). Los valores de Chl a+b por 

unidad de superficie obtenidos, fueron empleados para estimar la actividad Rubisco inicial y 

total, así como los contenidos de proteína soluble y de Rubisco en base al área - véanse los 

apartados 3.3.5 y 3.3.6 -. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3.4  Espectrofotómetro Hewlett-Packard 8453 empleado en los análisis del contenido en nitrógeno 
y proteína soluble de los años 2006 y 2007, en los ensayos de la actividad Rubisco del año 2003 y en las 
det inaciones del contenido en clorofila. erm

3.3.4.  
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Determinación de nitrógeno total  

Las diferentes partes de la parte aérea, después de su secado y posterior pesado - véase 

apartado 3.2.3.3 b - se molieron y homogeneizaron en un molino (modelo MFC, Culatti, 

Alemania). En el momento del análisis, las muestras se calentaron de nuevo, para retirar la 

humedad, en la estufa a 60 ºC durante tres horas, se mantuvieron en un desecador hasta 

temperatura ambiente y se tomó una alícuota de unos 100 mg de muestra para la digestión 

por el método Kjeldahl. Este método se desarrolló en 1883 por Johann Kjeldahl y es 

ampliamente utilizado debido a su reproducibilidad y precisión (Horneck & Miller, 1998). 

Consiste en calentar la muestra con ácido sulfúrico (H2SO4), lo que genera la oxidación del 

nitrógeno orgánico reducido, convirtiéndose en sulfato amónico - (NH4)2SO4 -, que 

posteriormente se disocia en medio básico dando el ión amonio - [NH4]+-, el cual ya puede 

cuantificarse por diversos métodos (Horneck & Miller, 1998). 

El método Kjeldahl permite por tanto, estimar todas las formas del nitrógeno presentes en 

la planta, excepto nitratos y nitritos (Horneck & Miller, 1998): 

 
                   Nitrógeno reducido + H2SO4  (NH4)2SO4 + CO2 ⁭ + SO2 ⁭ + H2O ⁭ 

 
Para la digestión de las muestras se emplearon 4 ml de H2SO4 al 96 % (calidad PA, 

Panreac) y 0.3 g de una mezcla con selenio y sulfato de cobre (CuSO4) como catalizadores, 

junto con sulfato potásico (K2SO4) para elevar el punto de fusión del H2SO4. El CuSO4 no se 

usó en las digestiones del experimento de 2003 ya que interfiere por su color azul en la 

posterior cuantificación. En el bloque de ataque pasan en unas 3.5 h por distintas 

temperaturas, 1ª hora a 150 ºC, 2ª hora a 250 ºC y 3ª hora a 350 ºC para descender hasta 200 

ºC, momento en el que los tubos se dejan a temperatura ambiente. Después de añadir 20 ml 

de agua destilada para diluir el ácido, se llevan hasta 50 ml en matraces aforados y se 

almacenan a 4 ºC hasta su análisis.  

En el presente trabajo fueron empleados dos métodos para la cuantificación, en 2003 se 

usó un colorímetro incorporado en el Autoanalizador de flujo continuo segmentado AAIII 

(Bran Luebbe, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante (Method Nº 10-107-06-

2-E), mientras que en los experimentos con adición de CK, la cuantificación del ión [NH4]+ 

se llevó a cabo con un espectrofotómetro (Fig. 3.3.4) por medio de un análisis enzimático 

como se describirá más adelante. La elección de otro método en el experimento con adición 
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de CK se debió a su mayor límite de detección: el del método colorimétrico es de 0.10 mg 

L-1 y el del método enzimático es de 0.071 mg L-1 (Bergmeyer & Beutler, 1990). 

El ensayo colorimétrico usado en 2003 fue el método del salicilato (Lachat Instruments; 

Método Nº 10-107-06-2-E). El [NH4]+ reacciona con el salicilato de sodio al 4% 

(peso/volumen) en presencia de hipoclorito sódico (NaOCl) al 5.25 % en medio básico, 

empleando como catalizador nitroprusiato de sodio al 1 % (p/v) y se produce azul de 

indofenol, con un máximo de absorción a 660 nm proporcional a la concentración de 

[NH4]+. El análisis espectrofotométrico para estimar el contenido del [NH4]+ en 2006 y 2007 

se llevó a cabo por medio de un método enzimático específico (Ammonia Rapid kit, K-

AMIAR 02/05) suministrado por la empresa Megazyme y basado en la conversión de 2-

oxoglutarato y amonio en ácido L-glutámico, catalizada por la enzima Glutamato-

deshidrogenasa y con gasto de un mol de NADPH por cada mol de [NH4]+:  

              
                [NH4]+ + 2-oxoglutarato + NADPH    L-glutámico +NADP+ + H2O 
 

El espectrofotómetro (Fig.3.3.4) mide el descenso de la absorbancia del NADPH a 340 

nm, ya que la forma oxidada NADP+ no absorbe en esa longitud de onda, con un coeficiente 

de extinción molar de 6.22 mM-1cm-1. Este descenso será equivalente a los moles de [NH4]+, 

ya que la estequiometría entre oxidación de NADPH y aminación del 2-oxoglutarato es 1:1.  

Para el análisis espectrofotométrico se empleó una alícuota de 500 µl. La alícuota debe 

diluirse hasta tener de 0.2 a 7 µg de [NH4]+ en la cubeta, para que el análisis se comporte de 

forma lineal según la Ley de Beer-Lambert (Bergmeyer & Beutler, 1990), y también elevar 

ligeramente su pH hasta 3-4, para que la reacción enzimática no sea muy lenta. Para ello se 

empleó un tampón de tri-etanolamina 1M con pH 7.2 y una solución de KOH 5 M, usando 

volúmenes variables de cada solución y ajustando el volumen final, debido a la diferente 

acidez de las muestras. Antes del ensayo en cubeta se centrifugaron a 12000 g durante 2 

minutos. 

Con esta medida se calculó el porcentaje de nitrógeno en  la materia seca (%N) y con el 

peso seco junto con el área foliar determinados previamente - véase apartado 3.2.3.3 b - 

fueron estimados los contenidos de nitrógeno de cada órgano (Nt) - mg de N · órgano-1 - y 

el nitrógeno por superficie foliar (NA) - expresado en g m-2 - respectivamente. La 

adscripción del nitrógeno total de la parte aérea que hubo a cada órgano o distribución 
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porcentual del nitrógeno entre órganos (Nd) fue calculada como el porcentaje del 

nitrógeno total que tuvo cada órgano. 

 

3.3.5.  Análisis de la actividad Rubisco 

Para el ensayo in vitro de la actividad Rubisco (E.C. 4.1.1.39) en el experimento de 

campo de 2003, se empleó el método descrito por Ward y Keys (1989) y modificado por 

Sharkey et al. (1991). En este análisis espectrofotométrico se realiza una cascada de 

reacciones en las que participa Rubisco (Fig. 3.3.5), una de las cuales se acopla a la 

oxidación de NADH por medio de Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (E.C. 1.2.1.12). 

El NADH posee un máximo de absorbancia a 340 nm que la forma oxidada NAD+ no tiene, 

cuantificándose el descenso de NADH mediante la disminución de la absorbancia a una 

longitud de onda de 340 nm en un espectrofotómetro (Fig.3.3.4), con un coeficiente de 

extinción molar de 6.22 mM-1 cm-1.  

La reacción catalizada por la Fosfoglicerato kinasa (PGK, E.C. 2.7.2.3) es muy 

dependiente de la concentración de ADP, que es un inhibidor. Para que no sea limitante del 

flujo global, se mantiene un balance ATP/ADP alto mediante la reacción catalizada por 

Creatina kinasa (E.C. 2.7.3.2). La reacción es lineal durante 30-60 segundos y la pendiente 

de esta línea es proporcional a la actividad de la enzima, teniendo en cuenta que la 

estequiometría entre oxidación de NADH y carboxilación del sustrato de Rubisco (RuBP) es 

2:1 (Fig. 3.3.5). 
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 RuBP + CO2 (bicarbonato) 
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2 3-fosfoglicerato
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2 NADH + H

2 NAD+

2 gliceraldehido 3 fosfato

Gliceraldehido 3 P 
 deshidrogenasa 

Figura 3.3.5. Esquema de la cascada de reacciones mediante la cual se realizó el análisis in vitro de actividad 
Rubisco inicial y total. 
 

Con las muestras foliares congeladas in situ y mantenidas a –80 ºC - véase apartado 

3.2.3.3 a - se realizó una extracción en mortero congelado con una solución tamponada que 

contiene sustancias protectoras de las proteínas: 

      Tampón de extracción 

- Bicina-NaOH 100 mM (pH 7.8) Sigma-Aldrich 

- MgCl2 10 mM  Sigma-Aldrich  

- β-Mercaptoetanol (βme) 10 mM Merk 

- PVPP 2 % (p/v) Sigma-Aldrich  

- Seroalbúmina bovina (BSA) 0,2 mg/ml Sigma-Aldrich 

- Triton X-100  0.1 % (p/v) Merk 

 
Para poder expresar la actividad Rubisco por unidad de superficie foliar, de una alícuota 

de cada muestra y repetición se determinó el contenido en clorofila en extracto de acetona al 

80 % - véase apartado 3.3.3 -. El resto del extracto se centrifugó a 13000 G durante 30 

segundos y con una alícuota (20 µl) de dicho extracto centrifugado, se realizó una medida 

de actividad Rubisco inicial (ARI) a temperatura ambiente. El tiempo total desde la 

extracción hasta la medida de la ARI fue de menos de 2.5 minutos. Para realizar este 
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análisis, se añadió un cóctel que contenía todos los compuestos necesarios para llevar a 

acabo la reacción en cadena con la que medir la actividad: 

 
 Cóctel de Análisis: 

- Bicina-NaOH 100 mM (pH 8.2) 

- MgCl2 20 mM 

- KCl 10 mM  Sigma-Aldrich  

- ATP 5 mM  Roche 

- NaHCO3 30 mM  Sigma-Aldrich 

- Fosfocreatina 500 mM  Sigma-Aldrich 

- Creatina kinasa 52 unidades/ml (u/ml) Roche 

- Fosfoglicerato kinasa (PGK) 12 u/ml  Sigma-Aldrich 

- Gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GAPD) 11 u/ml  Sigma-Aldrich 

- NADH 0,2mM  Sigma-Aldrich 

- RuBP 1mM  Sigma-Aldrich 

 

Las enzimas comerciales suspendidas en sulfato amónico se precipitaron por 

centrifugación y se disolvieron en glicerol al 20 % (Sharkey et al., 1991). El resto del 

extracto vegetal se conservó en hielo para realizar las medidas de actividad total.  

Previo a la determinación de la actividad Rubisco total (ART) se realizó la incubación 

del extracto foliar con Magnesio (Mg+2) y bicarbonato (NaHCO3) durante 10 minutos a 

temperatura ambiente. 

 
Cóctel de activación: 

- Bicina-NaOH  100 mM (pH 8.2) 

- MgCl2 20 mM 

- NaHCO3 10 mM 

- BSA 0,2 mg/ml  
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- Triton X-100 0.1 %  

 
Tras este tiempo de incubación, en el que se consigue carbamilar todos los sitios activos 

de la enzima, se añadió el cóctel de análisis. Tanto la actividad inicial como la total, se 

expresaron en µmol m-2 s-1 - véase apartado 3.3.3 -.  

3.3.6.  Determinación de proteína soluble y de Rubisco 

Una alícuota de 0.1 g de las hojas tomadas en los tres últimos estratos foliares - hojas a, b 

y c -, congeladas in situ y mantenidas a –80 ºC - véase apartado 3.2.3.3 a -, se molió en 

mortero congelado con nitrógeno líquido añadiendo una solución tamponada de extracción 

con inhibidores de la actividad proteasa y agentes reductores: 

 
- Tricina 50 mM (pH 8) Sigma-Aldrich 

- EDTA 2 mM Sigma-Aldrich  

- NaCl 10 mM Merk 

- MgCl2 5 mM  

- Sacarosa 75 mM Sigma-Aldrich 

- Ácido ε-aminocaproico 5 mM Sigma-Aldrich 

- βme 8 mM  

- Benzamidina 2 mM Merk 

- Fluoruro de fenil-metano sulfonil (PMSF) 1mM Fluka  

 
Los extractos se mantuvieron en hielo hasta su centrifugación 30 minutos a 12500 G y 

4°C. En el sobrenadante se analizó la concentración de proteína soluble por 

espectrofotometría  (Bradford, 1976). Para esta cuantificación, se realizó una curva patrón 

con disoluciones de 5 a 60 µg de BSA en 200 µl de tampón de extracción a las que se 

añadieron 5 ml del reactivo de Bradford, compuesto por: 

 
Azul de Coomassie G-250 0.117 mM  Serva  

Etanol  4.7 % v/v  Panreac   

Ácido ortofosfórico (H3PO4) 8.5 %  v/v Panreac  
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Se midió la absorbancia de cada patrón en el espectrofotómetro (Fig.3.3.4) a 595 nm. 

Seguidamente se prepararon disoluciones de las muestras tomando un volumen de extracto - 

15 a 18 µl - y añadiendo tampón de extracción hasta un volumen de 200 µl, a continuación 

se añadieron 5 ml del reactivo Bradford y se midió la absorbancia en el espectrofotometro a 

595 nm. Las proteínas se cuantificaron mediante la curva obtenida con los patrones. Los 

resultados se expresaron en mg g-1 de peso fresco y en g m-2. 

Para realizar la cuantificación de Rubisco por electroforesis SDS-PAGE (Laemmli, 

1970), con los resultados obtenidos de la cuantificación por el método Bradford, se tomó de 

cada muestra el volumen de extracto que contenía 200 µg de proteína soluble y se mezcló 

con 5 volúmenes de acetona 100 % fría para precipitar la proteína. Después de pasar una 

noche en el congelador a –30 ºC se centrifugaron a 11500 G durante 15 minutos a 4 ºC y se 

retiró cuidadosamente la acetona, dejando que ésta se evaporase completamente a 

temperatura ambiente. El precipitado se resuspendió con 100 µl del buffer de carga o de 

muestra, que contenía: 

 
- Tris-HCl (pH 6.8) 65 mM Sigma-Aldrich 

- Sacarosa 3 M  

- Dodecil-sulfato de sódio (SDS) 5 % p/v  Merk 

- βme 0.3 M  

- azul de bromo-fenol 0.01 % (p/v) Sigma-Aldrich 

 
La movilidad de las proteínas en geles de poliacrilamida dependerá de su tamaño, de su 

masa molecular y de su carga. En la electroforesis SDS-PAGE las proteínas se 

desnaturalizan y se aporta a todos los péptidos una carga negativa similar, gracias a la unión 

del detergente SDS a lo largo de la cadena polipeptídica., por lo que la posterior separación 

en el gel al aplicar la corriente eléctrica, dependerá del peso y tamaño molecular (Laemmli, 

1970). El βme se emplea para reducir o mantener reducidos los puentes disulfuro de las 

proteínas. La alta concentración de sacarosa se usa para incrementar su densidad y permitir 

que el líquido se coloque en la parte inferior de la correspondiente celdilla del gel y por 

último el azul de bromo fenol es un colorante que sirve de indicador del avance del frente 

durante el proceso electroforético. Se emplearon geles de 0.75 mm de grosor y un sistema 

discontinuo (Laemmli & Lavre, 1973) con un gel concentrador al 4 % de acrilamida y Tris-
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HCl 0,5 M (pH 6.8) en la parte superior y un segundo gel separador de 12.5 % de 

acrilamida y Tris-HCl 3 M (pH 8.8), usando el equipo Mini-Protean 3 Cell - Bio Rad - 

según las instrucciones del fabricante. Las muestras resuspendidas en el buffer muestra se 

calentaron a 96 ºC 5 minutos y se cargaron 3 µl de muestra en cada celdilla. En las celdillas 

de los extremos (Fig. 3.3.6) fueron cargados 3 µl de patrones de tamaño molecular 

(Calibration Kit LMW for SDS electrophoresis, GE healthcare) y en una celda central (Fig. 

3.3.6) se cargaron 3 µl de un patrón de BSA (Protein micro-standard, Sigma-Aldrich) 

preparado de igual manera que las muestras, el cual se empleó para la cuantificación de la 

Rubisco. 

 
Figura 3.3.6 Imagen obtenida después de escanear un gel de poliacrilamida, donde se indican los carriles 
pertenecientes a los patrones de tamaño (PM), el patrón de concentración (BSA) y las muestras. Las flechas 
señalan la situación de los péptidos pertenecientes a las subunidades grande (L) y pequeña (S) de Rubisco, 
con unos pesos moleculares medios de 54 y 16 kDa, respectivamente.  
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 La cantidad de proteína por celda fue de 15 µg para que estuviera dentro del rango de 

respuesta lineal a la densidad óptica de la concentración del patrón de BSA, de acuerdo con 

calibraciones previas. Las condiciones de la electroforesis fueron 200 V a temperatura 

ambiente y el proceso se completó en unos 50-55 minutos.  

Los geles se fijaron en agitación durante 75 minutos en una solución de agua-metanol-

ácido acético 500:150:75 (v/v/v) y se tiñeron dos horas con azul de coomassie (EZ Blue Gel 

Staining, Sigma-Aldrich). Posteriormente, el exceso de colorante se lavó con agua destilada 

y estos geles se escanearon usando un Scanjet G4050 de alta resolución (Hewlett Packard, 

España) para realizar la cuantificación de las subunidades grande (LS) y pequeña (SS) (Fig. 

3.3.6) de la enzima Rubisco, empleándo el software de análisis de imagen Image Quant 

(Molecular Dynamics, GE Healthcare, España). 

Para comprobar la eficiencia del análisis, los nmoles obtenidos para la LS se dividieron 

entre los de SS, ya que la relación mol a mol debe ser próxima a 1. Se encontraron 

relaciones muy variables en algunas muestras pertenecientes a los estratos foliares inferiores 

o a estadios avanzados del desarrollo, debido a que durante la senescencia o bajo diferentes 

estreses ambientales la Rubisco sufre una rápida degradación (Feller, 1986; Ferreira & 

Teixeira, 1992; Ferreira et al., 2000; Hirel & Gallais, 2006) y normalmente en trigo (Zhang 

et al., 2006) y la mayoría de especies estudiadas (Gutteridge et al., 1986; Marín-Navarro & 

Moreno, 2003), su degradación por proteasas ocurre en regiones concretas de la LS 

susceptibles a la hidrólisis, apareciendo fragmentos de LS con diferentes pesos moleculares 

en función de los tratamientos (Roulin & Feller, 1998; Kokubun et al., 2002; Zhang et al., 

2006). Por estas razones los contenidos de Rubisco en base al peso fresco (Rbco/p) y en 

base al área (Rbco/A) - expresados como nmol g-1 y µmol m-2 respectivamente -, así como 

el % de Rubisco en proteína soluble (%Rubisco), se calcularon usando los resultados 

obtenidos para la SS, que es la que sufre una degradación más tardía. 

 82



   Materiales y Métodos 

 

3.4.  TRATAMIENTO ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 
 

3.4.1.   Análisis de la varianza 

La comparación de los datos experimentales obtenidos para cada anualidad y estadio de 

desarrollo se llevó a cabo mediante análisis de la varianza (ANOVA), analizando los efectos 

de los tratamientos y sus interacciones con la diferencia mínima significativa de las medias 

(lsd), considerando significativa una probabilidad <0.07 para evitar un error Tipo I.

El año 2003 el experimento empleó dos TGCs y tuvo un diseño anidado con 

combinaciones factoriales de dos niveles de CO2 de crecimiento - 370 y 700 µmol mol-1 de 

CO2 -, dos niveles de suministro de nitrógeno - deficiencia o abundancia en dicho nutriente - 

y los diferentes órganos y estratos del dosel vegetal - hojas a, b, c y d -, tomando cuatro 

repeticiones de las medidas y muestras de cada tratamiento. El análisis de la varianza de los 

resultados de este experimento se llevo a cabo para este diseño experimental con el 

programa Statistix 4.0.  

En los experimentos con aplicación de CK se emplearon seis TGCs, adoptándose un 

diseño en bloques divididos al azar en strip-plot con tres bloques, empleándose una TGC 

con CO2 ambiental y otra con CO2 elevado en cada bloque. Las dos [CO2] estaban adscritas 

a las parcelas completas dentro de los bloques, con los dos niveles de suministro de 

nitrógeno y la aplicación de CK frente al control dispuestos al azar en subparcelas dentro del 

tratamiento de CO2, y los tres últimos estratos foliares incluidos dentro de las subparcelas. 

Se llevaron a cabo ANOVAs de los datos para este diseño experimental con el programa 

estadístico Genstat 6.2. 

 

3.4.2.  Análisis de paralelismo de las regresiones 

Las relaciones lineales entre los parámetros A y Chl a+b o ART, entre NA y Chl a+b o 

ART y entre NA y E del experimento del año 2003 y la relación lineal entre gs y A calculada 

por medio del modelo de Ball et al. (1987), estudiada en los experimentos con aspersión de 

CK se analizaron a través de regresiones, ajustándose los datos a rectas de la forma y = a + 

bx, donde a y b serán los parámetros de la regresión. Las rectas de regresión - ajustadas a 

los datos de cada tratamiento - se compararon a través de un análisis de paralelismo para 
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valorar si los datos en conjunto deben ajustarse a una recta común o a varias - si hubo 

diferencias significativas entre las rectas de cada tratamiento -, seleccionándose el modelo 

de regresión significativo (P<0.05) con mayor separación de parámetros. Si sólo el 

parámetro a difiere entre las rectas pertenecientes a cada tratamiento, se obtienen rectas 

paralelas que difieren en el máximo. Con ambos parámetros diferentes, las rectas obtenidas 

mostrarán además diferencias en la pendiente. 
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   Resultados 

4.1.  ANÁLISIS DE LA ACLIMATACIÓN AL CO2 ELEVADO EN EL DOSEL 
VEGETAL CON DOS SUMINISTROS DE NITRÓGENO (AÑO 2003) 

4.1.1.  Intercambio gaseoso 

Los parámetros de intercambio gaseoso (A, gs y E) medidos en la antesis a 700 µmol 

mol-1 y 1500 m-2 s-1 de intensidad luminosa se redujeron significativamente al descender 

posiciones en el dosel vegetal, ya fuese con CO2 elevado o ambiente, si bien en la 

interacción CO2 x dosel (C.D) la disminución de E en el dosel fue más acusada en CO2 

ambiente que elevado (Tabla 4.1.1, Fig. 4.1.1 e, f). En general, el crecimiento con CO2 

elevado tendió a reducir A, gs y E, pero sólo el efecto sobre E alcanzó significación 

estadística (Tabla 4.1.1, Fig. 4.1.1). El aporte nitrogenado abundante elevó A y no mostró 

efecto significativo sobre gs y E (Tabla 4.1.1, Fig. 4.1.1).  
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Figura 4.1.1 Valores medios de velocidad fotosintética (A), conductancia de los estomas (gs) y transpiración 
(E) en las tres últimas hojas - hojas a, b y c - medidas durante la antesis de trigo de año 2003, en plantas 
crecidas con CO2 ambiente (□), o elevado (■), con aporte de nitrógeno bajo (a, c, e) o abundante (b, d, f) en 
el experimento con TGCs. Las medidas se realizaron con 700 µmol mol-1 de CO2, 1500 m-2 s-1 de intensidad 
luminosa y 25 ºC. 
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Tabla 4.1.1. Análisis de la varianza (valores de probabilidad P) para la velocidad fotosintética (A), 
conductancia de los estomas (gs) y transpiración (E) medidas a 700 µmol mol-1, clorofila total (chl a+b), 
actividad Rubisco inicial (ARI) y total (ART) por área verde, contenidos de nitrógeno en materia seca 
(%N), distribución de nitrógeno entre órganos (Nd) y contenidos de nitrógeno foliar en base al área (NA) 
durante la antesis de trigo en el experimento de 2003 en plantas crecidas con CO2 ambiente o elevado (C), 
diferentes dosis de nitrógeno (N) y distintos estratos del dosel vegetal (D); junto con las interacciones de 
estos factores.  

   A  gs    E   Chl a+b ARI ART  %N   Nd  NA  
CO2 (C) 0.2 0.26 0.04 0.03 0.04 0.09 0.25 0.08 0.33 

nitrógeno (N)   0.04 0.54 0.3 <.001 0.004 <.001 <.001 0.77 <.001
dosel/órgano (D) <.001 0.03 0.007 0.03 <.001 <.001 <.001 <.002 <.001

C.N 0.68 0.49 0.84 0.08 0.27 0.04 0.33 0.73 0.12 
C.D 0.12 0.11 0.04 0.46 0.19 0.02 0.001 <.001 <.001
N.D 0.34 0.6 0.5 0.71 0.43 0.073 <.001 <.001 <.001

C.N.D 0.58 0.97 0.52 0.96 0.53 0.77 0.84 0.89 0.29 
 
 

En la hoja a, las respuestas de aclimatación al CO2 alto de A y gs fueron similares con 

ambas dosis de nitrógeno, pero en hojas inferiores esta aclimatación fue menor con 

nitrógeno abundante (Tabla 4.1.2) y en la hoja c incluso alcanzaron valores superiores a 1, 

lo que indica una aclimatación positiva al CO2 elevado. En plantas que crecen con CO2 

ambiental, el aumento del CO2 de medida de 370 a 700 µmol mol-1 - efecto directo - 

estimuló A. Por tanto, el efecto neto del CO2 alto fue un descenso moderado de A con dosis 

menores de nitrógeno y un incremento de A de las hojas inferiores del dosel con la mayor 

dosis de nitrógeno (Tabla 4.1.2).  

Como consecuencia de la reducción de gs cuando el CO2 de medida pasa de 370 a 700 

µmol mol-1 - efecto directo sobre gs menor que 1 -, excepto en la hoja b de las plantas con 

dosis bajas de fertilizante nitrogenado, el efecto neto del CO2 alto fue una reducción de gs, 

siendo esta reducción más acusada si el aporte de nitrógeno era menor (Tabla 4.1.2); una 

excepción fue el aumento de gs en las hojas inferiores con suministro alto de nitrógeno, que 

fue similar al observado en A.  
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Tabla 4.1.2 Respuestas de aclimatación [P(e,E)/P(a,E)], directa [P(a,E)/P(a,A)] 
y neta [P(e,E)/P(a,A)] al CO2 elevado de la velocidad fotosintética (A) y la 
conductancia estomática (gs) durante la antesis en las tres últimas hojas de trigo, 
crecido en las TGCs en 2003, bajo diferentes [CO2] y dos dosis de nitrógeno. P 
es el parámetro analizado (A o gs), las letras minúsculas (a, e) indican la [CO2] 
de crecimiento - ambiente o elevada respectivamente - y las letras mayúsculas 
(A, E) indican la [CO2] de medida.  

 
Aporte de 
Nitrógeno 

Dosel Respuesta 
aclimatación

Respuesta 
directa 

Respuesta   
neta 

A      
 bajo hoja a 0.52 1.47 0.77 
  hoja b 0.47 1.84 0.87 
  hoja c 0.45 2.17 0.97 
      
 alto hoja a 0.52 1.70 0.88 
  hoja b 0.84 1.75 1.47 
  hoja c 1.49 2.11 3.14 

gs      
 bajo hoja a 0.36 0.76 0.27 
  hoja b 0.26 1.12 0.29 
  hoja c 0.40 0.69 0.27 
      
 alto hoja a 0.44 0.81 0.35 
  hoja b 0.93 0.85 0.79 
  hoja c 3.16 0.74 2.33 

 

 

4.1.2.  Contenido de clorofila 

El contenido de clorofila total (Chl a+b) expresado en base al área foliar fue 

significativamente menor en CO2 elevado que en ambiente en todos los estratos del dosel 

(Tabla 4.1.1, Fig. 4.1.2). Hubo menos contenido de Chl con déficit de nitrógeno y un 

gradiente negativo al bajar posiciones en el dosel vegetal, con ambas [CO2] de crecimiento, 

aunque con CO2 elevado y nitrógeno deficiente este gradiente fue débil (Tabla 4.1.1, Fig. 

4.1.2). 
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Figura 4.1.2 Contenidos de clorofila total (Chl a+b) en las hojas a, b y c expresados en base al área foliar (g 
m-2), durante la antesis del trigo en el experimento del año 2003, en plantas crecidas en CO2 ambiente (□) o 
elevado (■) y con aporte de nitrógeno bajo (a) o abundante (b).  
 
 
 

4.1.3.  Actividad Rubisco 

La actividad Rubisco inicial (ARI) fue menor en CO2 elevado que en ambiente en todos 

los estratos del dosel (Tabla 4.1.1, Fig. 4.1.3 a, b), acercándose a la significación (P=0.09) 

en el caso de la actividad Rubisco total (ART). Hubo menos actividad Rubisco con déficit 

de nitrógeno (Fig. 4.1.3) y un gradiente negativo al bajar posiciones en el dosel vegetal, pero 

el CO2 elevado disminuyó más la ART con dosis alta de nitrógeno que con dosis baja y la 

interacción significativa CO2 x dosel, indicó que el CO2 alto redujo ART más en las hojas 

superiores del dosel que en las inferiores (Tabla 4.1.1, Fig. 4.1.3 c, d).  
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Figura 4.1.3 a, b) Actividad Rubisco inicial (ARI) y c, d) actividad Rubisco total (ART) por unidad de 
superficie verde en las hojas a, b y c, en plantas del experimento con trigo del 2003 crecidas en CO2 
ambiente (□) o CO2 elevado (■) y con aporte bajo (a, c) o abundancia de nitrógeno (b, d). 
 
 

4.1.4.  Contenidos de nitrógeno 

Como se aprecia en la Tabla 4.1.1, los resultados obtenidos cuando el nitrógeno se 

expresa en base a la materia seca (%N) fueron muy similares a los que hubo si este 

parámetro se expresa en base al área verde (NA), ya que el peso seco por unidad de 

superficie (LMA) no fue afectado por el CO2 o la dosis de nitrógeno - no mostrado -. 

El CO2 elevado redujo el NA y %N, si la dosis de fertilizante nitrogenado era baja, en 

todos los niveles foliares analizados (Tabla 4.1.1, Fig. 4.1.4 a), excepto en la hoja d. Estos 

parámetros disminuyeron al descender posiciones en el dosel, y aunque la interacción CO2 x 

nitrógeno x dosel (C.N.D) no alcanzó significación, el mayor aporte de nitrógeno 

combinado con CO2 alto mantuvo niveles similares de nitrógeno en las hojas b, c y d (Fig. 
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4.1.4 a). La abundancia de nitrógeno aumentó NA (Fig. 4.1.4 a) y %N en las hojas a, b y c 

(Tabla 4.1.1). El nitrógeno total de la parte aérea (N) fue menor con CO2 elevado y con 

dosis bajas de nitrógeno (Fig. 4.1.4 b). 

 
Figura 4.1.4 a) Contenido de nitrógeno por unidad de superficie foliar (NA), b) nitrógeno total en la parte 
aérea de la planta (N) y c) distribución de nitrógeno entre órganos de la planta (Nd), en la antesis de trigo 
crecido con CO2 ambiente (A) o elevado (E), con deficiencia (L) o abundancia de nitrógeno (H) del 
experimento en las TGCs del 2003.  
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   Resultados 

Con respecto a la distribución porcentual del nitrógeno entre órganos (Nd), el CO2 alto 

incrementó su adscripción a la espiga, tallo y resto de hojas, mientras que redujo Nd en las 

hojas a y b sin afectar a las hojas c y d (Fig. 4.1.4 c). El aporte abundante de nitrógeno 

incrementó el porcentaje adscrito a la espiga y el tallo 1, redujo Nd del resto del tallo y 

careció de efecto en el resto de hojas (Fig. 4.1.4 c). Con CO2 elevado la adición de más 

nitrógeno no elevó la adscripción a la hoja a, pero sí lo hizo con CO2 ambiente - efecto no 

significativo, ns - y esta mayor dosis de nitrógeno tendió a disminuir la adscripción a la hoja 

b con CO2 alto sin tener efecto con CO2 ambiental (Fig. 4.1.4 c).  

 93



Resultados 

 

4.1.5.  Relaciones lineales entre parámetros 

Las relaciones entre A medida a 700 µmol mol-1 de CO2 y Chl a+b o ART fueron 

positivas y se ajustaron a una recta de regresión común para las hojas a, b y c, los dos 

niveles de CO2 y los dos suministros de nitrógeno (Fig. 4.1.5 a, b). A su vez, Chl a+b y ART 

se relacionaron positivamente también con NA (Fig. 4.1.5 c, d). 
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Figura 4.1.5 Relación de la velocidad fotosintética (A), medida a 700 µmol mol-1 de CO2, 1500 m-2 s-1 de 
intensidad luminosa y 25 ºC con a) la concentración de clorofila total (Chl a+b) y b) con la actividad 
Rubisco total (ART); relaciones de c) el contenido en clorofila total (Chl a+b) y d) la actividad Rubisco total 
con el contenido de nitrógeno por unidad de superficie (NA), para las hojas a, b y c en la antesis de 2003. Las 
plantas de trigo crecieron en TGCs con CO2 ambiente (□,○) o elevado (■,●) y con deficiencia (●,○) o 
abundancia de nitrógeno (■,□).  
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En cuanto a la relación entre NA y E medidas a la [CO2] de crecimiento e irradiancia alta, 

en la antesis se encontró una correlación positiva que explicaba un 51% de la variación de 

los datos para todas las hojas, [CO2] de crecimiento y aportes de nitrógeno (Fig. 4.1.6).  
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Figura 4.1.6 Relación entre el contenido de nitrógeno foliar (NA) y la velocidad de transpiración por unidad 
de superficie foliar (E) medida a la [CO2] de crecimiento para las hojas a, b y c en la antesis de 2003. Las 
plantas de trigo crecieron en CO2 ambiente (□,○) o elevado (■,●) y con deficiencia (●,○) o abundancia de 
nitrógeno (■,□). Las medidas de transpiración se realizaron con intensidad luminosa de 1500 µmol m-2 s-1 y 
temperatura de la hoja de 25 ºC. 
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4.2.  ANÁLISIS DEL PAPEL DEL NITRÓGENO Y LA CITOQUININA EN LA 
ACLIMATACIÓN AL CO2 ELEVADO (AÑOS 2006 Y 2007) 

 

4.2.1.  Velocidad fotosintética, conductancia estomática y transpiración 

4.2.1.1 Experimento de 2006 

Los análisis de la varianza de los parámetros de intercambio gaseoso (A, gs y E) medidos 

con 700 µmol mol-1 de CO2 y 1500 µmol m-2 s-1 de intensidad luminosa a los tres días 

después de la antesis - 3 dda - mostraron una interacción CO2 x nitrógeno x dosel (C .N.D) 

significativa, la cual indicó que la adición de más nitrógeno disminuyó el intercambio 

gaseoso en CO2 ambiente - la disminución en la hoja b no alcanzó significación -, pero este 

efecto no fue significativo en CO2 elevado (Tabla 4.2.1, Fig. 4.2.1); con altas [CO2] la A 

tendió a aumentar en la hoja a si el nitrógeno era abundante (Fig. 4.2.1). Adicionalmente, 

dichos parámetros mostraron un gradiente de mayor a menor al descender posiciones en el 

dosel vegetal. La aplicación de CK no tuvo efectos significativos en el intercambio gaseoso 

de las hojas (Tabla 4.2.1). 

Tabla 4.2.1. Análisis de la varianza - valores de probabilidad, P - para la velocidad fotosintética (A, µmol m-

2 s-1), conductancia estomática (gs, mmol m-2 s-1), y transpiración (E, mmol m-2 s-1), en los distintos estratos 
del dosel vegetal (D), del trigo crecido en TGCs, con CO2 ambiente  o elevado (C), dos dosis de nitrógeno 
(N), y la adición o no de citoquinina (K) durante los años 2006 y 2007. Los números en negrita representan 
efectos significativos. 

 
2006 

antesis 
2007 

emergencia espiga 
2007 

antesis 
 A gs E A gs E A gs E 

CO2   (C) 0.75 0.88 0.51 0.045 0.32 0.53 0.06 0.14 0.09 
Citoquinina (K) 0.71 0.98 0.65 0.12 0.05 0.045 0.17 0.28 0.19 
Nitrógeno (N) 0.007 0.002 0.005 0.005 0.44 0.42 0.09 0.23 0.13 

Dosel  (D) <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 <.001 0.04 0.05 
C.K 0.96 0.96 0.9 0.83 0.52 0.29 0.94 0.77 0.52 
C.N 0.028 0.012 0.044 0.02 0.13 0.16 0.18 0.16 0.14 
K.N 0.83 0.85 0.96 0.04 0.46 0.38 0.02 0.009 0.003 
C.D 0.28 0.39 0.08 0.1 0.54 0.93 0.02 0.08 0.16 
K.D 0.54 0.75 0.54 0.42 0.009 0.05 0.75 0.77 0.72 
N.D 0.64 0.36 0.77 0.29 0.31 0.51 0.005 0.071 0.03 

C.K.N 0.87 0.66 0.51 0.75 0.72 0.97 0.63 0.3 0.32 
C.K.D 0.601 0.70 0.61 0.18 0.025 0.027 0.46 0.54 0.52 
C.N.D 0.029 0.01 0.02 0.09 0.1 0.2 0.77 0.93 0.84 

C.K.N.D 0.77 0.98 0.9 0.1 0.3 0.44 0.55 0.84 0.92 
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Figura 4.2.1. Velocidad fotosintética (A), conductancia de los estomas (gs) y transpiración (E) medidas a los 
tres días del comienzo de antesis en 2006 en las tres últimas hojas del dosel vegetal - hojas a, b y c - del trigo 
crecido en TGCs con CO2 ambiente(□), o elevado (■), con aporte de nitrógeno bajo (a, c, e, g, i  k) o 
abundante (b, d, f, h, j y l) y sin (a, b, e, f, i y j) o con aspersión de citoquinina (c, d, g, h, k y l). Las medidas 
se realizaron con 700 µmol mol-1 de CO2, 1500 m-2 s-1 de intensidad luminosa y 25 ºC. 
 
 

Generalmente, las respuestas de aclimatación de A y gs al aumento de CO2 en la 

atmósfera (Tabla 4.2.2) fueron menores que 1, reflejando una pérdida de capacidad 

fotosintética y un cierre de los estomas inducidos por el crecimiento prolongado en CO2 

alto, excepto en las que recibieron nitrógeno abundante, donde el CO2 alto en general habría 

favorecido su intercambio gaseoso. Las respuestas directas de A al CO2 fueron, por el 

contrario, mayores que 1, dado el efecto estimulante a corto plazo del aumento del CO2. Los 

valores generalmente mayores que 1 de las respuestas directas de gs al CO2 indican que en 

2006 el aumento de la concentración de éste no indujo un cierre de los estomas (Tabla 
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4.2.2). El nitrógeno en dosis alta aumentó las respuestas de aclimatación - minoró la 

regulación negativa - de A y gs al CO2 alto en todas las hojas del dosel vegetal, y aumentó 

también la respuesta directa de A al CO2 en las hojas a y c, pero no en la b; en ésta, la 

respuesta directa de A al CO2 elevado disminuyó con el nitrógeno. A diferencia con A, la 

respuesta directa de gs al CO2 elevado fue menor en todas las hojas con nitrógeno en dosis 

alta que baja. En consecuencia, el nitrógeno alto aumentó la respuesta neta de A y gs al CO2 

elevado en las hojas a y c, pero no en la hoja b. La aplicación de CK disminuyó las 

respuestas de aclimatación y directa con aporte bajo de nitrógeno pero no afectó a estas 

respuestas, o bien las elevó, cuando recibían nitrógeno en abundancia, excepto por una 

disminución de la respuesta de aclimatación de A en la hoja b (Tabla 4.2.2). Así, en las 

hojas a y c la CK aumentó las respuestas netas de A y gs al CO2 atmosférico con la mayor 

dosis de nitrógeno y las redujo en las hojas a y b, pero las aumentó en la c, si el aporte era 

bajo.  

Tabla 4.2.2. Respuestas de aclimatación [P(e,E)/P(a,E)], directa [P(a,E)/P(a,A)] y neta [P(e,E)/P(a,A)] 
al CO2 elevado de la velocidad fotosintética (A) y la conductancia estomática (gs) durante la antesis de 
2006 en las tres últimas hojas de trigo crecido en las TGCs bajo diferentes [CO2], dos aportes de 
nitrógeno y la adición (CK) o no (0) de citoquinina. P es el parámetro analizado (A o gs), las letras 
minúsculas (a, e) indican la [CO2] - ambiente o elevado - de crecimiento y las letras mayúsculas (A, 
E) indican la [CO2] de medida. 

  Respuesta 
aclimatación  Respuesta 

directa  Respuesta      
neta 

 

Aporte de 
Nitrógeno dosel 

 0 CK  0 CK  0 CK 
A bajo hoja a  0.75 0.67  1.93 1.90  1.46 1.27 
  hoja b  0.95 0.87  2.93 2.88  2.79 2.50 
  hoja c  0.45 0.59  3.24 3.01  1.46 1.78 
            
 alto hoja a  1.69 1.96  2.08 2.50  3.52 4.92 
  hoja b  1.10 0.77  1.90 2.08  2.10 1.60 
  hoja c  0.63 1.32  4.90 4.20  3.09 5.55 

gs bajo hoja a  0.76 0.59  1.42 1.04  1.08 0.62 
  hoja b  0.94 0.81  1.24 1.16  1.17 0.94 
  hoja c  0.44 0.67  1.72 1.43  0.76 0.96 
            
 alto hoja a  2.21 2.63  0.99 1.00  2.19 2.62 
  hoja b  1.03 1.03  0.93 0.93  0.96 0.96 
  hoja c  0.88 1.45  1.56 0.86  1.17 1.25 
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4.2.1.2 Experimento de 2007 

El CO2 y el nitrógeno tuvieron una interacción sobre la fotosíntesis medida con 700 µmol 

mol-1 de CO2 y 1500 µmol m-2 s-1 de irradiancia  antes de la emergencia de la espiga (Tabla 

4.2.1), de modo que la [CO2] alta disminuyó A en menor medida con nitrógeno abundante 

que bajo; a su vez, la adición de más nitrógeno no tuvo efecto en A para las plantas crecidas 

en CO2 ambiente, pero la aumentó en las crecidas en CO2 elevado (Fig. 4.2.2). También 

hubo una interacción entre nitrógeno y CK (Tabla 4.2.1), que indica cómo la aspersión con 

CK combinada con nitrógeno abundante aumentó A, pero con nitrógeno bajo no tuvo efecto 

(Fig. 4.2.2); este parámetro aumentó con el nitrógeno combinado con CK, pero no sin ella. 

La aplicación de CK incrementó gs y E en la emergencia de la espiga (Fig. 4.2.2), aunque el 

efecto sólo alcanzó significación en la hoja a de plantas crecidas en CO2 elevado - 

interacción CO2 x CK x D - y por último el intercambio gaseoso disminuyó al descender 

posiciones sucesivas del dosel vegetal (Tabla 4.2.1). 

En las medidas realizadas después de la antesis - 10 dda - el CO2 elevado disminuyó A de 

la última hoja - hoja a -, pero esta disminución no alcanzó significación en la hoja b;  la 

diferencia en A entre estas dos hojas fue significativa en CO2 ambiente, pero no en CO2 

elevado (Fig. 4.2.3). Como en la emergencia de la espiga, la interacción entre nitrógeno y 

CK fue significativa también después de la antesis (Tabla 4.2.1), pero en esta fecha la 

aspersión de dicha hormona no afectó al intercambio gaseoso con nitrógeno abundante y lo 

disminuyó si el aporte nitrogenado era menor (Fig. 4.2.3), además la adición de más 

nitrógeno aumentó gs y E cuando se combinó con CK, pero no les afectó - tendió a 

disminuirlos - en plantas control sin CK (Fig. 4.2.3). La mayor dosis de nitrógeno aumentó 

la fotosíntesis en la hoja a, pero no en la b, y estas dos hojas mostraron valores similares de 

A con nitrógeno bajo, y valores más altos en la hoja a que la b con nitrógeno abundante 

(Fig. 4.2.3).  

 99



Resultados 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

i) N bajo, 0

0 1 2 3 4 5

hoja c

hoja b

hoja a

j) N alto, 0

0 1 2 3 4 5

hoja c

hoja b

hoja a

An (µmol m-2 s-1)

k) N bajo, CK 

0 1 2 3 4 5

hoja c

hoja b

hoja a

An (µmol m-2 s-1)

l) N alto, CK

0 1 2 3 4 5

hoja c

hoja b

hoja a

E (mmol m-2 s-1)

e) N bajo, 0

0 100 200 300 400

hoja c

hoja b

hoja a

gs (mmol m-2 s-1)

f) N alto, 0

0 100 200 300 400

hoja c

hoja b

hoja a

gs (mmol m-2 s-1)

g) N bajo, CK

0 100 200 300 400

hoja c

hoja b

hoja a

gs (mmol m-2 s-1)

h) N alto, CK

0 100 200 300 400

hoja c

hoja b

hoja a

gs (mmol m-2 s-1)

a) N bajo, 0

0 10 20 30

hoja c

hoja b

hoja a

An (µmol m-2 s-1)

b) N alto, 0

0 10 20 30

hoja c

hoja b

hoja a

An (µmol m-2 s-1)

c) N bajo, CK 

0 10 20 30

hoja c

hoja b

hoja a

An (µmol m-2 s-1)

d) N alto, CK

0 10 20 30

hoja c

hoja b

hoja a

A (µmol m-2 s-1)

Figura 4.2.2.  Velocidad fotosintética (A), conductancia de los estomas (gs) y transpiración (E) medidos diez 
días antes de la emergencia de la espiga en las tres últimas hojas de trigo del experimento en las TGCs de 
2007, con CO2 ambiente (□) o elevado (■), con aporte de nitrógeno bajo (a, c, e, g, i y k) o abundante (b, d, 
f, h, j y l) y sin (a, b, e, f, i y j) o con aspersión de citoquinina (c, d, g, h, k y l). Las medidas se realizaron con 
700 µmol mol-1 de CO2, 1500 m-2 s-1 de intensidad luminosa y 25 ºC. 
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Figura 4.2.3.  Velocidad fotosintética (A), conductancia de los estomas (gs) y transpiración (E) diez días 
después de la antesis del año 2007 en las dos últimas hojas - hojas a y b - del experimento con trigo crecido 
en las TGCs con CO2 ambiente (□) o elevado (■), con aporte de nitrógeno bajo (a, c, e, g, i y k) o abundante 
(b, d, f, h, j y l) y sin (a, b, e, f, i y j) o con aspersión de citoquinina (c, d, g, h, k y l). Las medidas se 
realizaron con 700 µmol mol-1 de CO2, 1500 m-2 s-1 de intensidad luminosa y 25 ºC. 
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Antes de la emergencia de la espiga en 2007, los valores generalmente menores que 1 de 

las respuestas directas de gs al CO2 (Tabla 4.2.3) indicaron que el aumento instantáneo de la 

concentración de CO2 indujo un cierre de los estomas. El nitrógeno en dosis alta aumentó 

las respuestas de aclimatación de A y gs al CO2 alto en todas las hojas del dosel vegetal, y 

aumentó también la respuesta directa de A al CO2 en la hoja a, pero no en las restantes; en 

éstas, las respuestas directas al CO2 elevado disminuyeron con el nitrógeno (Tabla 4.2.3). 

En consecuencia, el nitrógeno alto aumentó la respuesta neta de A al CO2 elevado en las 

distintas hojas del dosel, así como la respuesta neta de gs de la hoja a, pero no de las hojas 

inferiores en el dosel.  

La aplicación de CK sólo aumentó la respuesta de aclimatación - menor regulación 

negativa - al CO2 elevado de A y gs en la hoja a con ambas dosis de nitrógeno y la respuesta 

de aclimatación de gs en la hoja b de las plantas que recibieron la menor cantidad de 

nitrógeno (Tabla 4.2.3). La CK aumentó también la respuesta directa de A en las hojas a, b 

y, con nitrógeno bajo, en la hoja c. La CK incrementó la respuesta directa de gs en las hojas 

b y c con ambas dosis de fertilizante nitrogenado. Por consiguiente, la CK sólo aumentó la 

respuesta neta al CO2 elevado de A en la hoja a y de gs en las hojas a y b con las dos dosis 

de nitrógeno. 

Diez días después de la antesis, la mayor dosis de nitrógeno aumentó la respuesta de 

aclimatación de A y gs en las hojas a y b (Tabla 4.2.3). También aumentó la respuesta 

directa de estos parámetros en plantas que recibieron CK, pero la disminuyó en plantas sin 

CK. Como resultado, la respuesta neta de A y gs en las dos hojas fue mayor al recibir más 

nitrógeno (Tabla 4.2.3). La aplicación de CK aumentó las respuestas de aclimatación al CO2 

elevado de A y gs en la hoja a cuando el aporte de nitrógeno era abundante y las redujo con 

la menor dosis de nitrógeno (Tabla 4.2.3); la CK disminuyó, en cambio, las respuestas de 

aclimatación de A y gs en la hoja b con nitrógeno abundante (Tabla 4.2.3). Esta hormona 

aumentó la respuesta directa de A y gs en ambas hojas con aporte nitrogenado alto y la 

disminuyó con nitrógeno bajo. Así, con la mayor dosis de nitrógeno, la CK elevó la 

respuesta neta de A y gs en la hoja a, pero con dosis baja de nitrógeno la redujo. Por el 

contrario, en la hoja b la CK disminuyó la respuesta neta de A y gs con dosis alta de 

nitrógeno y la aumentó sólo ligeramente con dosis baja del nutriente (Tabla 4.2.3).  
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Tabla 4.2.3. Respuestas de aclimatación [P(e,E)/P(a,E)], directa [P(a,E)/P(a,A)] y neta [P(e,E)/P(a,A)] al CO2 
elevado de la velocidad fotosintética (A) y la conductancia estomática (gs) antes de la emergencia de la espiga 
y después de antesis del año 2007, en las tres últimas hojas de trigo crecido en las TGCs con CO2 ambiente o 
elevado, dos dosis de nitrógeno y la adición (CK) o no (0) de citoquinina. P es el parámetro analizado (A o gs), 
las letras minúsculas (a, e) indican la [CO2] - ambiente o elevado - de crecimiento y las letras mayúsculas (A, 
E) indican la [CO2] de medida. 
     
  dosel 

Respuesta 
aclimatación  

Respuesta 
directa  

Respuesta     
neta 

  

Aporte de 
Nitrógeno 

 0 CK  0 CK  0 CK 
Emergencia           
 A bajo hoja a 0.38 0.50   1.65 1.75   0.62 0.88 
   hoja b 0.55 0.45   1.70 1.85   0.93 0.82 
   hoja c 0.46 0.04   2.32 2.64   1.05 0.12 
                    
  alto hoja a 0.81 1.07   2.13 2.14   1.72 2.28 
   hoja b 0.82 0.63   1.50 1.66   1.24 1.04 
   hoja c 0.76 0.73   1.71 1.60   1.30 1.17 
                    
 gs bajo hoja a 0.29 0.84   0.82 0.89   0.24 0.74 

   hoja b 0.52 0.68   0.80 0.96   0.41 0.65 
   hoja c 0.98 0.20   0.93 1.05   0.91 0.21 
                    
  alto hoja a 0.90 1.75   1.00 0.97   0.90 1.69 
   hoja b 0.77 0.73   0.65 0.77   0.50 0.56 
  hoja c 0.80 0.76  0.70 0.74  0.56  0.56 

Antesis           
 A bajo hoja a 0.49 0.20  1.60 1.48  0.78 0.29 
   hoja b 0.60 0.67  1.63 1.54  0.97 1.04 
            
  alto hoja a 0.58 0.80  1.57 1.70  0.91 1.37 
   hoja b 1.59 0.72  1.45 1.62  2.30 1.17 
            
 gs bajo hoja a 0.37 0.15  0.80 0.79  0.29 0.12 
   hoja b 0.47 0.66  0.75 0.69  0.35 0.45 
            
  alto hoja a 0.50 0.75  0.75 0.88  0.38 0.65 
   hoja b 1.64 0.57  0.62 0.92  1.01 0.53 

 

4.2.2.  
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Relación entre la conductancia de los estomas (gs) y la fotosíntesis  

4.2.2.1 Experimento de 2006 

Poco después de la antesis - 3 dda -, la aspersión con CK no modificó la regresión gs-

A·Hr/Ca (Ball et al. 1987) cuando se analizaron los estratos foliares de estudio - hojas a, b y 

c -, niveles de CO2 y dosis de nitrógeno en conjunto (Tabla 4.2.4). Separando las distintas 

hojas del dosel y las concentraciones de CO2 de crecimiento, sólo hubo un efecto 

significativo de la CK en la regresión obtenida para las hojas penúltimas - hoja b - y con 

CO2 ambiente; en éstas, la ordenada en el origen fue mayor, pero la pendiente fue menor, en 

las plantas que recibieron CK - no mostrado -. La aplicación de más nitrógeno no tuvo 

efecto significativo en la regresión gs-A·Hr/Ca y el CO2 elevado en cambio, sí varió ambos 

   

parámetros de las rectas de regresión (Tabla 4.2.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2.4. Efecto de la [CO2] y la aplicación de citoquinina (CK) sobre el modelo de Ball et al. (1987) de 
la conductancia estomática (gs = g0 + g1A·Hr/Ca) en las hojas a, b y c del experimento de 2006 con plantas 
de t go crecidas en TGCs con CO2 ambiente (símbolos abiertos) o elevado (símbolos cerrados) y combinado 

. 

.2.4), en las primeras la regresión gs-A·Hr/Ca fue significativamente diferente en plantas de 
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con dos dosis de nitrógeno y la adición (□, ■) o no ( , ) de CK. Plantas control sin CK, en CO2 ambiente 
línea punteada y en CO2 elevado línea continua; plantas con CK en CO2 ambiente y elevado línea común 
(puntos y líneas). Las medidas se realizaron con 1500 µmol m-2 s-1 de intensidad luminosa, 25 ºC de 
temperatura y 370 o 700 µmol mol-1 de CO2, para plantas crecidas en CO2 ambiente o en CO2 elevado 
respectivamente. Las regresiones comunes o por separado fueron ajustadas a los tratamientos de acuerdo con 
el análisis de paralelismo de la Tabla 4.2.4. 
 
 

Analizando separadamente las plantas sin y con aspersión de CK (Tabla 4.2.4, Fig

4

2 ambiente y elevado, mostrando menor ordenada en el origen y mayor pendiente con 

CO2 elevado (Fig. 4.2.4). En las plantas con CK, en cambio, la [CO2] no tuvo efecto en la 
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regresión estudiada y la recta de regresión obtenida fue muy similar a la que hubo con CO2 

elevado (Fig. 4.2.4).  

4.2.2.2 Experimento de 2007 

Diez días antes de la emergencia de la espiga, la adición de CK modificó 

s-A·Hr/Ca (Tabla 4.2.4) cuando se analizaron los estratos 

fol

 CK se observó con las dos [CO2] analizadas 

co

 la hoja a (Tabla 4.2.4), resultando una línea de regresión con mayor 

ele

el modelo de Ball et al. (1987) para la gs de 
elevado (E), dos dosis de nitrógeno y con 

significativamente la regresión g

iares de estudio, niveles de CO2 y dosis de nitrógeno en conjunto, aumentando tanto la 

ordenada en el origen como la pendiente, de modo que los valores de gs fueron mayores 

para aquellas plantas que recibieron CK (Fig. 4.2.5 a). El efecto de CK se encontró tanto en 

plantas crecidas bajo CO2 ambiente como en CO2 elevado; en las primeras la CK aumentó la 

ordenada en el origen sin afectar a la pendiente, y en las últimas la CK disminuyó la 

ordenada en el origen, pero aumentó la pendiente, de modo que los valores de gs fueron 

mayores con CK que sin ella en casi todo el margen de valores de A·Hr/Ca (Fig. 4.2.5 b). La 

aplicación de más nitrógeno o diferentes [CO2] de crecimiento no modificaron el modelo de 

Ball et al. en este estadio - no mostrado -. 

En la última hoja del dosel - hoja a -, tampoco hubo diferencias con respecto al CO2  

(Tabla 4.2.4). En esta hoja, el efecto de

njuntamente y con cada [CO2] separadamente (Tabla 4.2.4). La aspersión con CK 

aumentó los valores de gs para valores dados de A·Hr/Ca al aumentar la ordenada en el 

origen de la regresión tanto en plantas con CO2 ambiente como elevado, y en la regresión 

con valores de las dos [CO2], también la pendiente (Tabla 4.2.4). En la regresión para 

plantas en CO2 elevado, CK disminuyó la ordenada en el origen y aumentó la pendiente de 

la regresión, resultado igualmente en valores de gs mayores con el empleo de esta hormona - 

no mostrado -. 

 En la hoja b se observó también que la adición de CK aumentó la ordenada en el origen, 

al igual que en

vación que la correspondiente al control sin CK, sin embargo, al analizar por separado las 

plantas crecidas bajo [CO2] ambiente y elevada, las regresiones no fueron 

significativamente diferentes (Tabla 4.2.4). Así que la CK fue capaz de elevar gs también de 

la hoja b, con independencia de la [CO2] de crecimiento. En la hoja c las regresiones no 

alcanzaron diferencias significativas - no mostrado -. 

 
Tabla 4.2.4. Probabilidades en el análisis de paralelismo d
las hojas a, b y c en plantas con CO2 ambiente (A) o 
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aplicación de CK (K) o plantas control sin CK (0) en varias fases del crecimiento en los 
experimentos con trigo de 2006 y 2007. Efecto de la citoquinina (0 vs. K) en el conjunto de las hojas 
(a, b y c) y niveles del CO2 (A, E), y separando las distintas hojas, o los tratamientos de CO2; y 
efecto del CO2 (A vs. E) en el conjunto de las hojas y niveles de CK, o en éstos últimos 
separadamente. Véase materiales y métodos para más detalles sobre este análisis. 
   Parámetros de la regresión 

Año Estadio Contraste comunes g0 separado g  y g  separados 0 1

2006 Antesis     
  0 vs K <.001 0.61 0.17 
   vs E <.001 0.98 0.036 

2007 mergencia a 

A
  0, A vs E <.001 0.44 0.019 
  K, A vs E <.001 0.53 0.39 
       

E  de la espig    
  0 vs K <.001 0.002 0.048 
 <.001 0.05 0.35 

 K 
 0 vs K 

s K 

s K 

2007 Antesis 

 A, 0 vs K 
  E, 0 vs K <.001 0.012 0.005 
  hoja a, 0 vs <.001 <.001 0.009 
  hoja a & A <.001 <.001 0.74 
  hoja a & E, 0 v <.001 0.007 0.029 
  hoja b, 0 vs K <.001 0.028 0.97 
  hoja b & A, 0 vs K <.001 0.10 0.91 
  hoja b & E, 0 v 0.007 0.20 0.95 
       

     
  A vs E <.001 <.001 0.25 
   A vs E <.001 0.002 0.23 0,
    K, A vs E 0.007 0.21 0.93 

 

e ués de antesis - a aplicación de CK no afec a regresió ·Hr/Ca 

en ninguna de las hojas del dosel, para ninguna de las dos concentraciones atmosféricas de 

CO

sp la 10 dda -, l tó a l n gs-AD

2 ni dosis de nitrógeno - no mostrado -. En plantas sin CK (0) el CO2 elevado disminuyó 

la ordenada en el origen y no modificó la pendiente del modelo de Ball et al. (Tabla 4.2.4), 

de forma que, para valores dados de A·Hr/Ca, el CO2 elevado disminuyó la gs de las plantas 

control sin CK (Fig. 4.2.5 c). En contraste, en plantas con CK, el CO2 de crecimiento no 

modificó la regresión y sólo fue significativa una recta común (Tabla 4.2.4, Fig. 4.2.5 c).  
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Figura 4.2.5. Efecto de la [CO2] y de la 
adición de CK sobre el modelo de Ball et al. 
(1987) de la conductancia estomática (gs = g0 
+ g1A·Hr/Ca) del trigo crecido en las TGCs 
del experimento de 2007 a, b) en las hojas a, b 
y c, durante la emergencia de la espiga y c) en 
las hojas a y b en la antesis. Las medidas se 
realizaron en iguales condiciones que en 2006 
y las regresiones comunes o por separado 
fueron ajustadas a los tratamientos de acuerdo 
con el análisis de paralelismo de la Tabla 
4.2.4. a) Efecto general de la CK en la 
emergencia de la espiga bajo las diferentes 
dosis de nitrógeno y [CO2]. Rombos abiertos 
y línea punteada, control sin CK; cuadrados 
abiertos y línea continua, con CK. En b y c) 
con CO2 ambiente (símbolos abiertos) o 
elevado (símbolos cerrados) y combinado con 
dos dosis de nitrógeno y la adición (□, ■) o no 
( , ) de CK. b) Efecto de la CK con las dos 
[CO2] por separado. Línea de puntos finos, 
control sin CK en CO2 ambiente; línea de 
puntos gruesos, con CK en CO2 ambiente; 
puntos con líneas, control sin CK con CO2 
alto, línea continua, con CK en CO2 alto. c) 
Efecto de la [CO2] 10 dda. Línea de puntos 
finos, control sin CK en CO2 ambiente; línea 
de puntos gruesos, control sin CK en CO2 
alto; línea continua, CO2 ambiente y CO2 alto, 
en plantas con CK. 
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Respuesta de la Fluorescencia de la clorofila en el año 2007 

Diez días antes de la emergencia de la espiga, con medidas de la fluorescencia de la 

clorofila en CO2 ambiente e irradiancia de 800 µmol m-2 s-1, el CO2 elevado disminuyó la 

eficiencia fotoquímica máxima en el estado adaptado a la luz (Fv’:Fm’) con suministro bajo 

de nitrógeno, pero no con suministro alto (Tabla 4.2.5, Fig. 4.2.6). La adición de más 

nitrógeno aumentó Fv’:Fm’ en plantas crecidas en CO2 elevado y no tuvo efecto en CO2 

ambiente. No hubo diferencias en este parámetro entre las tres hojas del dosel (Tabla 4.2.5). 

Tabla 4.2.5. Análisis de la varianza - valores de probabilidad, P - para el 
rendimiento cuántico del transporte de electrones (Φ), la eficiencia fotoquímica 
máxima en la luz (Fv':Fm') y la extinción fotoquímica de la fluorescencia de la 
clorofila (qP) en las tres últimas hojas del dosel vegetal - hojas a, b y c - del 
trigo en dos fases del crecimiento en 2007, crecido en las TGCs con CO2 
ambiente (370 µmol mol-1) o elevado (700 µmol mol-1), en los distintos estratos 
del dosel vegetal (D), dos dosis de nitrógeno (N) y la adición o no de 
citoquinina (K). 

 Emergencia de la espiga  Antesis 

 Φ Fv':Fm' qP  Φ Fv':Fm' qP 
CO2 (C) 0.066 0.05 0.51  0.38 0.048 0.17 

Citoquinina (K) 0.61 0.34 0.85  0.29 0.91 0.26 
Nitrógeno (N) 0.42 0.003 0.014  0.25 0.004 0.90 

Dosel (D) <.001 0.12 <.001  <.001 0.006 <.001 
C.K 0.50 0.63 0.66  0.86 0.24 0.63 
C.N 0.41 0.008 0.017  0.31 0.13 0.63 
K.N 0.78 0.12 0.59  0.18 0.51 0.25 
C.D 0.57 0.11 0.27  0.028 0.15 0.001 
K.D 0.062 0.60 0.61  0.70 0.85 0.84 
N.D 0.90 0.76 0.87  0.11 0.67 0.11 

C.K.N 0.96 0.67 0.74  0.68 0.89 0.79 
C.K.D 0.16 0.84 0.18  0.25 0.84 0.28 
C.N.D 0.07 0.92 0.04  0.35 0.301 0.42 
N.K.D 0.92 0.57 0.87  0.42 0.31 0.28 

C.K.N.D 0.99 0.75 0.86  0.52 0.23 0.66 
 

La interacción del CO2 y el nitrógeno sobre qP fue la inversa de la observada sobre 

Fv’:Fm’, pues el CO2 elevado disminuyó qP con nitrógeno alto, pero no con nitrógeno bajo 

(Fig. 4.2.6). El nitrógeno disminuyó qP en plantas de CO2 elevado y no tuvo efecto en las de 

CO2 ambiente. Generalmente, qP disminuyó al descender en el dosel, aunque tuvo un valor 

similar en las hojas a y b de plantas en CO2 elevado y nitrógeno bajo. Como resultado de los 

efectos descritos, el CO2 elevado disminuyó el rendimiento cuántico del transporte de e- (Φ) 

en las tres hojas de plantas con nitrógeno alto, pero sólo en la hoja a de las plantas con 

 108



   Resultados 

nitrógeno bajo (Fig. 4.2.6). La adición de este nutriente aumentó Φ en la hoja b de las 

plantas en CO2 ambiente y lo disminuyó en estas mismas hojas en CO2 elevado. Este 

parámetro disminuyó progresivamente al descender en el dosel (Fig. 4.2.6).  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4.2.6. Efectos del CO2 - A, 370 
µmol mol-1; E, 700 µmol mol-1 - y el 
nitrógeno - L, dosis baja; H, dosis alta 
-, sobre el rendimiento cuántico del 
transporte de e- (Φ), la eficiencia 
fotoquímica máxima en la luz 
(Fv':Fm') y la extinción fotoquímica de 
la fluorescencia de la clorofila (qP) en 
las tres últimas hojas del dosel vegetal 
- a, b y c -, medidas diez días antes de 
la emergencia de la espiga en el 
experimento con trigo en las TGCs del 
año 2007. 

 

 

 

 

 

 

 

El único efecto de la CK en los 

parámetros de la fluorescencia fue 

una disminución de Φ en la hoja a; ya que ni la disminución de Fv’:Fm’ y qP en la hoja a, ni 

el aumento de qP en la hoja b debidos a la CK alcanzaron significación estadística (Tabla 

4.2.5, Fig. 4.2.7). 
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Figura 4.2.7. Efecto de la adición de citoquinina (K) frente al control sin CK (0), sobre el rendimiento 
cuántico del transporte de e- (Φ), eficiencia fotoquímica máxima en la luz (Fv':Fm') y la extinción 
fotoquímica de la fluorescencia de la clorofila (qP), en las tres últimas hojas del dosel vegetal - a, b y c - 
diez días antes de la emergencia de la espiga del experimento del año 2007. 
 
 

Diez días después de la antesis, el CO2 elevado disminuyó y la adición de más nitrógeno 

aumentó Fv’:Fm’ (Tabla 4.2.5, Fig. 4.2.8 a). Los efectos principales de estos factores sobre 

Φ y qP no fueron significativos aunque sí disminuyeron al descender posiciones en el dosel 

vegetal, pero esta disminución fue menos acusada en CO2 elevado que ambiente (Fig. 4.2.8 

b). Fv’:Fm’, en cambio, disminuyó del mismo modo con ambas concentraciones de CO2 

(Fig. 4.2.8 b). 
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Figura 4.2.8. Efecto de la concentración de CO2 durante el crecimiento - A, 370 µmol mol-1; E, 700 µmol 
mol-1 -, en interacción con a) el nitrógeno - L, dosis baja; H, dosis alta - y b) la posición de la hoja en el 
dosel vegetal - hojas a y b -, en el rendimiento cuántico del transporte de e- (Φ), la eficiencia fotoquímica 
máxima en la luz (Fv':Fm') y la extinción fotoquímica de la fluorescencia de la clorofila (qP), diez días 
después de la antesis del experimento con trigo en las TGCs del año 2007. 
 

4.2.4.  
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Contenidos de clorofila  

4.2.4.1 Experimento de 2006 

Tres días después de la antesis, el CO2 elevado redujo los contenidos de clorofila total 

(Chl a+b) y de clorofila a (Chl a) en base al peso fresco foliar de la hoja c, la CK redujo 

ambos parámetros en la hoja a y aumentó la Chl a en la hoja c - con escasa significación en 

el caso de los niveles de Chl a+b en la hoja a y del aumento de Chl a en la hoja c - y la 

mayor dosis de nitrógeno incrementó estos parámetros en los tres niveles foliares (Tabla 

4.2.6). Si la Chl a+b se expresa en base al área foliar, el comportamiento fue muy similar al 

que hubo en la Chl a por peso, encontrando una reducción producida por CK en la hoja a 

(Tabla 4.2.6). En la hoja b hubo un descenso debido al crecimiento en CO2 elevado, que 

sólo ocurrió si las plantas recibían CK (Fig. 4.2.9 b); y alcanzó significación el aumento 

debido al mayor aporte de nitrógeno en los tres estratos foliares (Tabla 4.2.6). 

Los contenidos de clorofila b (Chl b) expresados en base al peso y en base al área no 

fueron afectados por el CO2 de crecimiento ni la aspersión con CK, sin embargo sí 

mostraron aumentos debidos al aporte abundante de nitrógeno en los tres niveles de hojas, 

siendo significativo en las hojas b y c (Tabla 4.2.6). El cociente entre Chl a y b (Chl a:b) no 

se vio afectado por ningún tratamiento en ningún estrato del dosel - no mostrado -. 
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Tabla 4.2.6. Contenidos de clorofila total (Chl a+b), de clorofila a (Chl a) y clorofila b (Chl b) expresados 
en base al peso fresco (mg g-1) y en base al área foliar (g m-2) durante la antesis del experimento del año 
2006, en los últimos estratos del dosel vegetal - hojas a, b y c -, con CO2 ambiente (A) o elevado (E), sin 
(0) o con aspersión de citoquinina (K) y adición baja (L) o alta (H) de nitrógeno. P es la probabilidad del 
análisis de la varianza para cada factor y las interacciones simples entre el CO2 y la citoquinina (C.K), el 
CO2 y el nitrógeno (C.N) y la citoquinina y el nitrógeno (K.N). 
  CO2  Citoquinina  Nitrógeno  Interacciones(P) 
  A E P 0 K P L H P C.K C.N K.N 
3 días después de antesis           
Chl a+b  hoja a 3.37 3.38 ns 3.59 3.16 0.08 3.12 3.63 0.05 ns ns ns 
(mg g-1) hoja b 2.72 2.59 ns 2.76 2.55 ns 2.36 2.95 0.01 ns ns ns 
 hoja c 2.11 1.75 0.01 1.819 2.04 ns 1.76 2.10 0.04 ns ns ns 
              
Chl a+b hoja a 0.613 0.638 ns 0.671 0.580 0.06 0.576 0.675 0.04 ns ns ns 
(g m-2) hoja b 0.587 0.533 0.09 0.575 0.544 ns 0.480 0.640 0.01 0.07 ns ns 
 hoja c 0.440 0.409 ns 0.396 0.452 ns 0.379 0.469 0.06 ns ns ns 
              
Chl a hoja a 2.37 2.34 ns 2.49 2.23 0.04 2.22 2.49 0.04 ns ns ns 
(mg g-1) hoja b 1.88 1.81 ns 1.93 1.76 ns 1.63 2.06 0.01 ns ns ns 
 hoja c 1.43 1.18 0.03 1.22 1.40 0.08 1.20 1.41 0.06 ns ns ns 
              
Chl a  hoja a 0.431 0.442 ns 0.465 0.408 0.05 0.408 0.465 0.05 ns ns ns 
(g m-2) hoja b 0.405 0.373 0.06 0.402 0.376 ns 0.331 0.446 0.01 0.07 ns ns 
 hoja c 0.300 0.276 ns 0.265 0.311 ns 0.262 0.315 ns ns ns ns 
              
Chl b  hoja a 1.01 1.04 ns 1.104 0.935 ns 0.904 1.135 0.08 ns ns ns 
(mg g-1) hoja b 0.843 0.781 ns 0.833 0.792 ns 0.729 0.895 0.04 ns ns ns 
 hoja c 0.677 0.567 0.09 0.605 0.639 ns 0.550 0.694 0.05 ns ns ns 
              
Chl b  hoja a 0.182 0.196 ns 0.206 0.172 ns 0.168 0.211 0.07 ns ns ns 
(g m-2) hoja b 0.182 0.160 ns 0.174 0.168 ns 0.149 0.194 0.03 ns ns ns 
  hoja c 0.139 0.132 ns 0.131 0.140 ns 0.117 0.154 0.03 ns ns ns 
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Figura 4.2.9. Interacciones CO2 x citoquinina sobre el contenido de clorofila total (Chl a+b), de clorofila a 
(Chl a) y clorofila b (Chl b) expresados en base al área foliar (g m-2) en plantas crecidas en CO2 ambiente 
(A) o elevado (E) y sin (0) o con aspersión de citoquinina (K), medidas en las hojas a (a, c) y b (b, d) durante 
la antesis del trigo en el experimento del año 2006 (a, b) y la emergencia de la espiga en el experimento del 
año 2007 (c, d). Los asteriscos representan diferencias significativas. 

 

4.2.4.2 Experimento de 2007 

Diez días antes de la emergencia de la espiga el CO2 elevado alteró los contenidos de Chl 

a+b, Chl a y b por unidad de peso fresco y por unidad de superficie foliar similarmente, 

aunque la significación estadística varió dependiendo de la hoja analizada (Tabla 4.2.7). En 

la hoja a (Fig. 4.2.10 a) el CO2 elevado aumentó estos contenidos con la mayor dosis de 

nitrógeno y los disminuyó con la dosis menor - efecto significativo para contenidos por 

unidad de superficie -. En la hoja b (Fig. 4.2.10 b) los contenidos de Chl a+b y Chl a 

disminuyeron con el CO2 elevado y la dosis alta de nitrógeno - efecto significativo para 
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contenidos por unidad de peso fresco y, para la Chl a, también por unidad de superficie -; el 

contenido de Chl b mostró la misma tendencia. 
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Figura 4.2.10. Interacciones CO2 x nitrógeno diez días antes de la emergencia de la espiga (a, b) y CK x 
nitrógeno diez días después de la antesis del trigo (c, d) sobre el contenido de clorofila total (Chl a+b), de 
clorofila a (Chl a) y clorofila b (Chl b) expresados en base al peso fresco (mg g-1) de las hojas a (a, c) y b (b, 
d) en plantas crecidas en CO2 ambiente (A) o elevado (E), sin (0) o con aspersión de citoquinina (K) y 
adición baja (L) o alta (H) de nitrógeno, en el experimento del año 2007. Los asteriscos representan 
diferencias significativas. 

 

En la hoja c la disminución de los contenidos de clorofilas por unidad de peso fresco con 

el CO2 elevado fue significativa con las dos dosis de nitrógeno. La [CO2] tuvo efectos 

diferentes sobre los contenidos de clorofila en las plantas con y sin CK. En la hoja a el CO2 

elevado disminuyó los niveles de Chl a+b y de Chl a por unidad de superficie foliar en las 

plantas sin CK, pero los aumentó en presencia de CK (Fig. 4.2.9 c). En la hoja b, en cambio, 
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el CO2 elevado no modificó significativamente el nivel de Chl a por unidad de superficie en 

plantas sin CK, pero disminuyó este nivel en plantas con aplicación de CK (Fig. 4.2.9 d); el 

CO2 elevado tendió a tener el mismo efecto interactivo con la CK sobre la Chl a+b, aunque 

no alcanzó significación estadística. 

La dosis abundante de nitrógeno tuvo, en general, un efecto positivo significativo en los 

contenidos de Chl a+b, Chl a y Chl b por unidad de peso y de superficie en los tres grupos 

de hojas (Tabla 4.2.7; Fig. 4.2.10 a, b). No obstante, en la hoja a este efecto del nitrógeno en 

la Chl a+b - por unidad de superficie foliar - y en la Chl b - por unidad de superficie y por 

peso fresco - sólo fue significativo en CO2 alto (Fig. 4.2.10 a). 

En la hoja a la aplicación de CK no tuvo efecto en los contenidos de Chl a+b y Chl a por 

unidad de superficie en plantas que crecieron en CO2 ambiente, pero aumentó estos 

contenidos en CO2 elevado (Fig. 4.2.9 c). La CK no tuvo efectos significativos en las 

clorofilas de otras hojas (Tabla 4.2.7). 

Al crecer con el doble de CO2 se modificó la razón Chl a:b, aumentando en la hoja c y 

disminuyendo en la hoja b. El empleo de CK y de distintas dosis de nitrógeno no mostró 

efectos sobre los cocientes Chl a:b en ningún estrato foliar, excepto un descenso en la hoja c 

cercano a la significación debido al mayor aporte de fertilizante nitrogenado (Tabla 4.2.7). 
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Tabla 4.2.7. Contenidos de clorofila total (Chl a+b), de clorofila a (Chl a) y clorofila b (Chl b) 
expresados en base al peso fresco (mg g-1) y al área foliar (g m-2), de los distintos estratos del dosel 
vegetal - hojas a, b y c -, en dos fases del crecimiento del trigo en el experimento del año 2007, con CO2 
ambiente (A) o elevado (E), sin (0) o con aspersión de citoquinina (K) y adición baja (L) o alta (H) de 
nitrógeno. P es la probabilidad del análisis de la varianza para cada factor y las interacciones simples 
entre el CO2 y la citoquinina (C.K), el CO2 y el nitrógeno (C.N) y la citoquinina y el nitrógeno (K.N).  
  CO2  Citoquinina  Nitrógeno  Interacciones(P)
  A E P 0 K P L H P C.K C.N K.N
Emergencia espiga            
Chl a+b  hoja a 2.16 2.02 ns 2.01 2.18 ns 1.85 2.33 0.03 ns ns ns 
(mg g-1) hoja b 1.94 1.52 ns 1.69 1.77 ns 1.42 2.03 <.001 ns 0.05 ns 
 hoja c 2.10 1.74 0.02 1.92 1.92 ns 1.66 2.18 0.03 ns ns ns 
              
Chl a+b hoja a 0.417 0.416 ns 0.399 0.434 ns 0.352 0.481 0.01 0.04 0.05 ns 
(g m-2) hoja b 0.439 0.352 ns 0.384 0.407 ns 0.326 0.465 <.001 0.09 ns ns 
 hoja c 0.459 0.358 ns 0.431 0.385 ns 0.342 0.474 0.01 ns ns ns 
              
Chl a hoja a 1.58 1.48 ns 1.05 1.59 ns 1.35 1.71 0.03 ns ns ns 
(mg g-1) hoja b 1.43 1.07 0.09 1.23 1.27 ns 1.03 1.47 <.001 ns 0.02 ns 
 hoja c 1.38 1.18 0.03 1.29 1.28 ns 1.12 1.45 0.04 ns ns ns 
              
Chl a  hoja a 0.305 0.303 ns 0.292 0.316 ns 0.257 0.352 0.01 0.04 0.07 ns 
(g m-2) hoja b 0.324 0.248 0.08 0.281 0.291 ns 0.235 0.337 <.001 0.07 0.06 ns 
 hoja c 0.303 0.243 ns 0.290 0.256 ns 0.230 0.315 0.02 ns ns ns 
              
Chl b  hoja a 0.584 0.547 ns 0.540 0.592 ns 0.504 0.628 0.01 ns 0.03 ns 
(mg g-1) hoja b 0.506 0.448 ns 0.455 0.500 ns 0.398 0.556 0.01 ns ns ns 
 hoja c 0.714 0.560 0.02 0.630 0.644 ns 0.544 0.730 0.02 ns ns ns 
              
Chl b  hoja a 0.112 0.113 ns 0.107 0.118 ns 0.0952 0.129 0.01 0.05 0.02 ns 
(g m-2) hoja b 0.115 0.104 ns 0.103 0.115 ns 0.0910 0.128 0.01 ns ns ns 
 hoja c 0.156 0.115 ns 0.142 0.129 ns 0.112 0.159 0.01 ns ns ns 
              
Chl a:b hoja a 2.72 2.72 ns 2.73 2.7 ns 2.71 2.72 ns ns ns ns 
 hoja b 2.88 2.43 0.06 2.74 2.57 ns 2.64 2.67 ns ns ns ns 
  hoja c 1.93 2.14 0.06 2.05 2.02 ns 2.09 1.98 0.08 ns 0.09 ns 
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Tabla 4.2.7 (Continuación)                       
  CO2  Citoquinina  Nitrógeno  Interacciones(P)
  A E P 0 K P L H P C.K C.N K.N
10 días después de antesis           
Chl a+b  hoja a 2.66 2.29 ns 2.29 2.66 0.01 2.48 2.47 ns ns ns ns 
(mg g-1) hoja b 1.99 1.43 0.03 1.64 1.77 ns 1.60 1.82 0.03 ns ns 0.06 
              
Chl a+b hoja a 0.561 0.502 ns 0.516 0.546 ns 0.523 0.539 ns ns ns ns 
(g m-2) hoja b 0.421 0.323 0.04 0.358 0.386 ns 0.351 0.394 ns ns ns ns 
              
Chl a hoja a 1.86 1.64 ns 1.63 1.86 0.01 1.75 1.75 ns ns ns ns 
(mg g-1) hoja b 1.35 0.99 0.04 1.13 1.21 ns 1.08 1.25 0.01 ns 0.04 0.07 
              
Chl a  hoja a 0.392 0.360 ns 0.369 0.383 ns 0.369 0.383 ns ns ns ns 
(g m-2) hoja b 0.286 0.223 0.05 0.246 0.263 ns 0.238 0.271 0.07 ns ns ns 
              
Chl b  hoja a 0.800 0.652 ns 0.655 0.796 <.001 0.733 0.719 ns ns ns 0.02 
(mg g-1) hoja b 0.638 0.445 0.01 0.516 0.567 ns 0.515 0.569 ns ns ns ns 
              
Chl b  hoja a 0.168 0.142 0.08 0.147 0.164 0.07 0.154 0.157 ns ns ns ns 
(g m-2) hoja b 0.136 0.101 0.04 0.113 0.124 ns 0.113 0.123 ns ns ns ns 
              
Chl a:b hoja a 2.33 2.56 0.07 2.53 2.35 0.05 2.43 2.46 ns ns ns ns 
  hoja b 2.12 2.26 ns 2.23 2.16 ns 2.17 2.21 ns ns 0.04 ns 
 

En la muestra tomada diez días después de la antesis, en la hoja b el CO2 elevado 

disminuyó de forma significativa todos los contenidos de clorofila ya fueran calculados en 

base al peso o en base al área e independientemente de la dosis de nitrógeno (Tabla 4.2.7). 

El CO2 elevado aumentó el cociente Chl a:b en la hoja a y, con aporte bajo de nitrógeno, en 

la hoja b - interacción no mostrada -. En la hoja b el aumento de Chl a en base al peso 

fresco conseguido con nitrógeno abundante, solo fue significativo con CO2 ambiente - no 

mostrado -. Un aporte abundante de nitrógeno aumentó los contenidos de Chl a+b y de Chl a 

por unidad de peso fresco de la hoja b sólo en plantas sin CK (Fig. 4.2.10 d) y se acercó a la 

significación un incremento en la Chl a por área de la hoja b; los contenidos de Chl b por 

unidad de peso fresco de la hoja a se redujeron por la adición de más nitrógeno en presencia 

de CK (Fig. 4.2.10 c).  

La adición de CK aumentó la Chl a+b, Chl a y Chl b por unidad de peso fresco en la hoja 

a y, con dosis baja de nitrógeno, la Chl a+b y Chl a por peso fresco en la hoja b (Tabla 

4.2.7, Fig. 4.2.10 c, d). En cuanto a la Chl b en base al área, la CK generó aumentos en la 

hoja a y también redujo el cociente Chl a:b de dicho estrato foliar (Tabla 4.2.7). 
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4.2.5.  Contenidos de proteína soluble y Rubisco 

4.2.5.1 Experimento de 2006  

Tres días después de la antesis, el CO2 elevado disminuyó el contenido de proteína 

soluble por unidad de peso fresco (Prot/p) de las tres hojas del dosel analizadas (Tabla 4.2.8) 

y de la hoja a cuando se expresó por área (Prot/A) y las plantas recibieron la mayor dosis de 

nitrógeno- no mostrado -. La adición de más nitrógeno aumentó la Prot/p de las tres hojas y 

de las hojas b y c si los resultados se expresaron en base al área (Tabla 4.2.8), aunque en la 

hoja a este efecto sólo fue significativo con CO2 ambiente y en la hoja c en plantas que 

recibieron CK (Fig. 4.2.11 a). La aspersión con CK no tuvo efecto en la hoja a, mientras que 

en las hojas b y c tuvo globalmente un efecto positivo en el contenido de proteína soluble 

por peso fresco y por área (Tabla 4.2.8). La interacción CO2 x CK fue significativa en la 

hoja c, implicando que la hormona aumentó la proteína en CO2 ambiente, pero no en CO2 

elevado (Fig. 4.2.11 b), y el aumento debido a la CK sólo fue significativo en plantas con 

nitrógeno abundante (Fig. 4.2.11 a).  

Se observó también una disminución con el CO2 elevado de la proteína Rubisco por peso 

fresco (Rbco/p) y por superficie foliar (Rbco/A) en la hoja c, que sólo alcanzó significación 

estadística en plantas con aplicación de CK (Fig. 4.2.11 b) y también cuando la dosis de 

fertilizante nitrogenado fue mayor (Fig. 4.2.12 a). La adición de más nitrógeno aumentó la 

proteína Rubisco en todos los estratos del dosel (Tabla 4.2.8, Fig. 4.2.12 a). La significación 

de este efecto fue débil en la hoja a (P=0.081) y sólo ocurrió con Rbco/p (Tabla 4.2.8). 

Además, la aplicación de nitrógeno abundante aumentó la proteína Rubisco de la hoja c en 

mayor medida con aspersión de CK que sin ella - de la misma manera que ocurrió con la 

prot/A en este estrato del dosel -.  

La CK disminuyó la proteína Rubisco por peso fresco y área foliar en la hoja a (Tabla 

4.2.8). En la hoja b la CK tendió a tener el efecto contrario, aunque no fue significativo. En 

la hoja c la CK aumentó la proteína Rubisco en CO2 ambiente, pero en CO2 elevado la 

disminuyó (Fig. 4.2.11 b). En esta hoja, la CK aumentó la Rbco/p con nitrógeno abundante, 

pero no con nitrógeno bajo. La fracción de Rubisco en la proteína soluble (% Rubisco) no 

cambió significativamente con el CO2 elevado en ninguna de las tres hojas superiores del 

dosel vegetal. El nitrógeno en dosis alta aumentó el % Rubisco de las hojas b y c y no alteró 

esta proporción en la hoja a. La aspersión con CK disminuyó el % Rubisco en todas las 

hojas (Tabla 4.2.8). 
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Tabla 4.2.8 Contenido de proteína soluble y Rubisco en el experimento de trigo del año 2006 crecido con 
CO2 ambiente (A) o elevado (E), sin (0) o con aspersión de citoquinina (K) y adición baja (L) o alta (H) de 
nitrógeno. P es la probabilidad del análisis de la varianza para cada factor y las interacciones simples entre el 
CO2 y la citoquinina (C.K), el CO2 y el nitrógeno (C.N) y la citoquinina y el nitrógeno (K.N). 

  CO2  Citoquinina  Nitrógeno  Interacciones(P) 
  A E P 0 K P L H P C.K C.N K.N
3 días después de antesis           
Prot/p  hoja a 33.9 28.9 0.04 32.2 30.6 ns 29.9 32.9 0.01 ns ns ns 
(mg g-1) hoja b 20.8 18.1 0.06 17.9 21.1 0.03 17.4 21.5 0.01 ns ns ns 
 hoja c 13.9 10.6 0.01 11.3 13.2 0.01 10.9 13.6 <.001 0.03 ns 0.03
              
Prot/A  hoja a 6.17 5.42 ns 6.04 5.55 ns 5.60 6.00 ns ns 0.06 ns 
(g m-2) hoja b 4.57 3.93 ns 3.74 4.75 0.07 3.74 4.76 0.07 ns ns ns 
 hoja c 2.91 2.49 ns 2.48 2.93 0.02 2.38 3.03 0.002 ns ns 0.01
             
Rbco/p  hoja a 56.1 44.3 ns 53.4 47.1 0.05 47.4 53.1 0.08 ns ns ns 
(nmol g-1) hoja b 32.8 25.6 ns 27.9 30.4 ns 25.3 33.0 0.01 ns ns ns 
 hoja c 18.6 13.6 0.06 15.7 16.6 ns 13.7 18.6 <.001 <.001 0.06 0.01
              
Rbco/A  hoja a 10.2 8.23 0.09 10.2 8.45 0.05 8.75 9.73 ns ns ns ns 
(µmol m-2) hoja b 7.15 5.56 ns 5.83 6.88 ns 5.46 7.25 0.04 ns ns ns 
 hoja c 4.01 2.94 0.01 3.27 3.68 ns 2.89 4.07 <.001 0.003 ns ns 
              
% Rubisco hoja a 80.5 76.6 ns 82.5 74.7 0.07 77.3 79.8 ns ns ns ns 
(% en prot.) hoja b 78.6 68.3 ns 76.9 70.0 0.03 69.6 77.2 0.02 ns ns ns 
  hoja c 67.2 64.9 ns 72.3 59.8 <.001 62.3 69.8 0.02 ns ns ns 
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Figura 4.2.11 Contenido de proteína soluble por unidad de superficie foliar (Prot/A) o por peso (Prot/p) y 
contenidos de Rubisco en base al peso (Rbco/p) en diferentes estratos del dosel vegetal de los experimentos 
con trigo crecido con CO2 ambiente (A) o elevado (E), sin (0) o con aspersión de citoquinina (K) y adición 
baja (L) o alta (H) de nitrógeno. Interacciones CK x nitrógeno en los estratos foliares (a, c) o CO2 x CK en la 
hoja c (b) encontradas a,b) tres días después de antesis - 3 dda - del 2006 y c) 10 dda en las hojas a y b del 
año 2007. Los asteriscos señalan diferencias significativas.  
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4.2.5.2 Experimento de 2007 

Diez días antes de la emergencia de la espiga el CO2 elevado disminuyó la proteína en las 

tres hojas superiores del dosel. Este efecto alcanzó significación cuando la proteína se 

expresó por unidad de peso fresco - hojas a y c - o sólo por unidad de superficie - hoja b - 

(Tabla 4.2.9). En la hoja inferior de las analizadas, la disminución de la Prot/p debido al 

CO2 elevado ocurrió con nitrógeno abundante, pero no con nitrógeno deficiente (P=0.082). 

La aplicación de más nitrógeno aumentó la Prot/p en las hojas b y c y de Prot/A en las tres 

hojas (Tabla 4.2.9), aunque en la hoja c el aumento de Prot/A sólo fue significativo con CO2 

ambiente - no mostrado -. La aspersión con CK sólo produjo un efecto significativo sobre la 

proteína soluble de la hoja b, en la que disminuyó el contenido de ésta por unidad de peso 

fresco y de superficie foliar (Tabla 4.2.9). 

 El CO2 elevado disminuyó el contenido de proteína Rubisco, por peso fresco y superficie 

foliar, de las dos hojas superiores y no de la hoja c (Tabla 4.2.9). En la hoja b la 

disminución del contenido de Rbco/p con el CO2 elevado se observó en plantas provistas 

con nitrógeno abundante (Fig. 4.2.12 b). La aplicación de la mayor dosis de nitrógeno no 

tuvo efecto en el contenido de Rubisco en la hoja a y aumentó este contenido por peso 

fresco y por superficie en las hojas b y c (Tabla 4.2.9, Fig. 4.2.12 b). El empleo de CK tuvo 

el mismo efecto en la proteína Rubisco que en la proteína soluble, disminuyéndola en la 

hoja b y no en las otras dos hojas analizadas (Tabla 4.2.9). Tanto el crecimiento con CO2 

elevado, como la adición de CK redujeron en general el % Rubisco, aunque no fue 

significativo. Sólo la adición de más nitrógeno aumentó el % Rubisco en las hojas b y c, 

pero no en la hoja a (Tabla 4.2.9).  

 121



Resultados 

 

  

a) 2006

0

20

40

60

L H L H L H

hoja a hoja b hoja c

R
bc

o 
/p

  (
nm

ol
 g-1

 )

b) 2007

0

20

40

L H L H L H

hoja a hoja b hoja c

    *

    *

c) 2007

0

10

20

30

0 K 0 K

hoja a hoja b

Pr
ot

 /p
  (

m
g 

g-1
)

A E

hoja a hoja b    hoja c

hoja a hoja b

*

 
 
Figura 4.2.12 Interacciones sobre el contenido de proteína soluble (Prot/p) y de la enzima Rubisco (Rbco/p) 
por unidad de peso fresco en las hojas a, b y c de plantas de trigo crecidas en TGCs con CO2 ambiente (A) o 
elevado (E), sin (0) o con aspersión de citoquinina (K) y adición baja (L) o alta (H) de nitrógeno a) 3 dda en 
2006, b) durante la emergencia de la espiga en 2007 y c) 10 dda del 2007. Los asteriscos representan 
diferencias significativas.  
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 Tabla 4.2.9 Contenido de proteína soluble y Rubisco en dos fases del crecimiento del trigo crecido con 
CO2 ambiente (A) o elevado (E), sin (0) o con aspersión de citoquinina (K) y adición baja (L) o alta (H) 
de nitrógeno en el experimento del año 2007. P es la probabilidad del análisis de la varianza para cada 
factor y las interacciones simples entre el CO2 y la citoquinina (C.K), el CO2 y el nitrógeno (C.N) y la 
citoquinina y el nitrógeno (K.N). 

  CO2  Citoquinina  Nitrógeno  Interacciones(P)
  A E P 0 K P L H P C.K C.N K.N
Emergencia espiga            
Prot/p  hoja a 26.9 21.6 0.01 24.7 23.8 ns 23.1 25.4 ns ns ns ns 
(mg g-1) hoja b 19.2 16.8 ns 19.4 16.6 0.03 15.2 20.8 <.001 ns ns ns 
 hoja c 11.6 9.79 0.07 10.3 11.1 ns 9.15 12.3 <.001 ns 0.08 ns 
              
Prot/A  hoja a 5.17 4.41 0.09 4.89 4.69 ns 4.39 5.19 0.03 ns ns ns 
(g m-2) hoja b 4.42 3.92 0.07 4.49 3.83 0.04 3.45 4.88 <.001 ns ns ns 
 hoja c 2.51 2.11 ns 2.33 2.29 ns 1.95 2.67 <.001 ns 0.03 ns 
             
Rbco/p  hoja a 35.4 24.8 0.01 31.1 29.1 ns 29.4 30.8 ns ns ns ns 
(nmol g-1) hoja b 22.9 15.6 0.09 20.7 17.8 0.06 15.2 23.3  <.001 ns 0.05 ns 
 hoja c 10.2 9.84 ns 10.3 9.66 ns 7.72 12.3  <.001 ns ns ns 
              
Rbco/A  hoja a 6.81 5.05 0.03 6.14 5.72 ns 5.56 6.30 ns ns ns ns 
(µmol m-2) hoja b 5.25 3.62 0.04 4.81 4.06 0.05 3.41 5.46  <.001 ns ns ns 
 hoja c 2.34 2.29 ns 2.41 2.21 ns 1.75 2.87 0.01 ns ns ns 
              
% Rubisco hoja a 67.7 61.0 0.09 64.8 63.9 ns 63.8 64.9 ns ns ns ns 
(% en prot.) hoja b 56.6 47.9 ns 53.5 51.1 ns 46.7 57.9 0.003 ns ns ns 
 hoja c 33.2 39.3 ns 38.2 34.4 ns 32.5 40.1 0.01 ns ns ns 
10 días después de antesis          
Prot/p  hoja a 22.8 17.7 0.05 19.9 20.6 ns 19.2 21.3 0.05 ns ns ns 
(mg g-1) hoja b 11.6 9.05 0.03 10.8 9.79 ns 10.0 10.6 ns 0.07 ns ns 
              
Prot/A  hoja a 4.84 3.88 0.01 4.44 4.27 ns 4.12 4.59 0.06 ns 0.05 0.09
(g m-2) hoja b 2.44 2.11 ns 2.39 2.16 ns 2.22 2.33 ns ns ns ns 
              
Rbco/p  hoja a 24.3 18.7 ns 21.4 21.7 ns 18.2 24.8 0.01 ns ns ns 
(nmol g-1) hoja b 9.30 6.62 0.07 8.79 7.12 ns 6.97 8.94 ns ns ns ns 
              
Rbco/A  hoja a 5.19 4.05 ns 4.76 4.48 ns 3.91 5.34 0.01 ns ns ns 
(µmol m-2) hoja b 1.98 1.53 ns 1.94 1.57 ns 1.54 1.97 ns ns ns ns 
              
% Rubisco hoja a 56.5 52.8 ns 55.7 53.6 ns 49.9 59.4 0.01 ns ns ns 
 (% en prot.) hoja b 37.4 31.4 0.05 35.8 33.0 ns 32.1 36.7 0.06 ns ns ns 
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Diez días después de la antesis, el crecimiento en CO2 elevado disminuyó el contenido de 

proteína soluble de las hojas a - por unidad de peso y de superficie foliar - y b - sólo por 

unidad de peso foliar - (Tabla 4.2.9). En la hoja a la disminución de la Prot/A con el CO2 

elevado alcanzó significación sólo en plantas con suministro abundante de nitrógeno. En la 

hoja b la disminución de Prot/p fue significativa sólo en plantas que no recibieron CK (Fig. 

4.2.12 c). La aplicación de nitrógeno abundante aumentó el contenido de Prot/A en la hoja a 

en CO2 ambiente, pero no en CO2 elevado. En esta hoja el nitrógeno en dosis abundante 

aumentó el contenido de Prot/A en plantas que recibieron aspersión de CK y no en las 

controles sin CK (P= 0.09, Fig. 4.2.11 c). En la hoja b no hubo efecto de la dosis de 

nitrógeno en el contenido de proteína soluble. La aspersión de CK disminuyó el contenido 

de Prot/p en la hoja b de plantas que crecían en CO2 ambiente y no en CO2 elevado (Fig. 

4.2.12 c). 

No hubo efectos significativos del CO2 elevado en el contenido de proteína Rubisco de la 

hoja a, mientras que hubo una disminución de la Rbco/p en la hoja b. El nitrógeno en dosis 

abundante aumentó la proteína Rubisco de la hoja a y no tuvo efecto significativo en la b 

(Tabla 4.2.9). Tampoco se encontraron efectos significativos de la aspersión con CK en el 

contenido de proteína Rubisco en esta fecha. El CO2 elevado no tuvo efecto en el % Rubisco 

en la hoja a y disminuyó esta proporción en la hoja b (Tabla 4.2.9). El nitrógeno en dosis 

alta aumentó el % Rubisco en la proteína soluble de las hojas a y b. La CK no modificó este 

porcentaje significativamente, aunque tendió a reducirlo (Tabla 4.2.9). 

 

4.2.6.  
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   Resultados 

Contenidos de nitrógeno  

4.2.6.1 Experimento de 2006 

Cuatro días después de la antesis, el crecimiento con CO2 elevado no tuvo efecto en el 

porcentaje de nitrógeno en materia seca (%N) en ninguna parte de la planta, excepto la 

interacción significativa CO2 x nitrógeno en la hoja b (Tabla 4.2.10), observándose cómo el 

CO2 alto disminuyó el %N con dosis bajas de fertilizante nitrogenado, pero no con dosis 

abundante - no mostrado -. La adición de más nitrógeno aumentó significativamente el %N 

en las dos hojas superiores y en el tallo, pero no en las hojas por debajo de la b y la espiga. 

La aspersión con CK aumentó el %N en el resto de las hojas y el tallo y no tuvo efecto 

significativo en otras partes de la planta.  

El contenido de nitrógeno por órgano (Nt) no se modificó significativamente con la 

[CO2] de crecimiento (Tabla 4.2.10), aunque las [CO2] altas tendieron a disminuir el Nt en 

las dos hojas superiores a la vez que tendieron a aumentarlo en tallo y espiga, de forma que 

el Nt total tendió a ser mayor con CO2 elevado que ambiente. La adición de más nitrógeno 

aumentó significativamente el Nt de todos los órganos y la aspersión con CK aumentó el Nt 

en el resto de las hojas (Tabla 4.2.10).  
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Figura 4.2.13. Distribución porcentual del nitrógeno entre órganos (Nd) del trigo en la postantesis del 
experimento de año 2006 crecido en las TGCs con CO2 ambiente (A) o elevado (E), sin (0) o con aspersión 
con citoquinina (K), y con suministro bajo (L) o alto (H) de nitrógeno. Los asteriscos representan diferencias 
significativas - véase la Tabla 4.2.10 -. 
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Resultados 

 
El CO2 elevado afectó a la distribución porcentual del nitrógeno entre órganos (Nd), 

disminuyendo significativamente su adscripción a las dos hojas superiores (Tabla 4.2.10, 

Fig. 4.2.13) y tendiendo a aumentar su adscripción al tallo. Un aporte abundante de 

nitrógeno tuvo el efecto contrario y aumentó la adscripción de este nutriente a las dos hojas 

superiores a la vez que la disminuyó en el tallo (Tabla 4.2.10, Fig. 4.2.13). La interacción 

CK x nitrógeno indicó que la dosis abundante de fertilizante nitrogenado redujo el 

porcentaje del nitrógeno total asignado al tallo sólo en las plantas que recibieron CK; la 

aplicación de esta hormona no tuvo un efecto significativo con aporte abundante de 

nitrógeno y en cambio elevó el Nd del tallo con dosis baja de nitrógeno - no mostrado -. La 

CK aumentó también la adscripción de nitrógeno al resto de hojas (Fig. 4.2.13). Por último, 

el CO2 elevado provocó descensos de la cantidad de nitrógeno por unidad de área foliar 

(NA) del resto de hojas cuando recibían una mayor dosis de nitrógeno. La abundancia de 

este nutriente y el empleo de CK aumentaron NA en las hojas a, b, resto de hojas y parte 

aérea de forma significativa, mientras que las [CO2] elevadas tendieron a reducirla (Tabla 

4.2.10). 

En la madurez - cosecha final - se observó que en el grano, las glumas y raquis el CO2 

elevado disminuyó el %N sólo en plantas con CK, y esta hormona aumentó el %N con CO2 

ambiente, pero no con CO2 elevado (Fig. 4.2.14); esta interacción alcanzó significación 

(Tabla 4.2.10) en las glumas y raquis - efecto significativo de la CK - y en el grano - efecto 

significativo del CO2 - (Fig. 4.2.14). Más aún, la disminución con el CO2 elevado del %N en 

el grano ocurrió en plantas con nitrógeno abundante, pero no con nitrógeno bajo - 

interacción no mostrada -. El nitrógeno en dosis alta aumentó el %N en todas las partes de la 

planta; a su vez, la aspersión con CK aumentó el %N en el tallo de 0.35 % a 0.43 % y no 

tuvo efectos significativos en el %N de las otras partes de la planta, aunque tendió a 

elevarlos.  
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Tabla 4.2.10. Porcentaje de nitrógeno en la materia seca (N), contenido de nitrógeno por órgano (Nt), 
fracción del nitrógeno total de la parte aérea en cada órgano (Nd) y contenido de nitrógeno por unidad de 
superficie (NA) en dos fases del crecimiento del trigo del año 2006, crecido en las TGCs con CO2 ambiente 
(A) o elevado (E), sin (0) o con aspersión de citoquinina (K) y adición baja (L) o alta (H) de nitrógeno. P es 
la probabilidad del análisis de la varianza para cada factor y las interacciones simples entre el CO2 y la 
citoquinina (C.K), el CO2 y el nitrógeno (C.N) y la citoquinina y el nitrógeno (K.N). 

  CO2  
Citoquinin

a   Nitrógeno  
Interacciones(P

) 
  A E P 0 K P L H P C.K C.N K.N
4 días después de antesis                       
N  

hoja a 3.69 3.29 ns 3.57 3.41 ns 3.30 3.68 
<.00

1 ns ns ns 
(% mat. 
seca)  hoja b 3.08 2.84 ns 2.97 2.95 ns 2.71 3.21 0.01 ns 0.05 ns 

 
resto_hoja
s 1.41 1.37 ns 1.15 1.63 

0.0
1 1.30 1.48 ns ns ns ns 

 tallo 
0.87

6 
0.82

9 ns 
0.79

9 
0.90

6 
0.0
5 

0.77
4 

0.93
0 0.01 ns ns ns 

 espiga 1.80 1.77 ns 1.83 1.75 ns 1.73 1.85 ns ns ns ns 
              

Nt  hoja a 5.20 4.52 ns 4.86 4.87 ns 3.69 6.03 
<.00

1 ns ns ns 
(mg órgano-

1) hoja b 4.05 3.51 ns 3.73 3.83 ns 2.70 4.86 
<.00

1 ns ns ns 

 resto hojas 3.16 2.78 ns 2.62 3.32 
0.0
2 2.43 3.52 0.01 ns ns ns 

 tallo 13.0 14.6 ns 13.5 14.0 ns 12.3 15.3 0.01 ns ns ns 

 espiga 12.9 14.2 ns 13.0 14.1 ns 11.1 16.0 
<.00

1 ns ns ns 

 parte aérea 37.9 39.9 ns 37.7 40.1 ns 31.9 45.8 
<.00

1 ns ns ns 
              

Nd  hoja a 13.6 11.2 
0.0
2 12.8 12.1 ns 11.6 13.2 0.02 ns ns ns 

(% total) hoja b 10.6 8.60 
0.0
1 9.79 9.40 ns 8.57 10.6 

<.00
1 ns ns ns 

 resto hojas 3.38 2.82 ns 2.47 3.71 
0.0
1 3.21 2.97 ns ns ns ns 

 tallo 33.9 37.3 ns 35.1 36.1 ns 37.5 33.7 
<.00

1 ns ns 0.05
 espiga 33.8 35.7 ns 34.6 34.9 ns 34.6 34.9 ns ns ns ns 
              

NA hoja a 2.40 2.13 ns 2.13 2.41 
0.0
7 2.00 2.53 0.01 ns ns ns 

(g m-2) hoja b 1.90 1.63 ns 1.61 1.93 
0.0
2 1.48 2.06 

<.00
1 ns ns ns 

 resto hojas 1.33 1.25 ns 1.18 1.41 
0.0
7 1.26 1.33 ns ns 0.04 ns 

 parte aérea 2.20 2.17 ns 2.03 2.33 
0.0
3 2.02 2.34 0.02 ns ns ns 

Madurez                         

N  glumas  
0.59

2 
0.50

3 ns 
0.51

8 
0.57

7 ns 
0.48

3 
0.61

2 0.03 0.07 ns ns 
(% mat. 
seca)  grano 2.60 2.33 

0.0
1 2.43 2.50 ns 2.34 2.59 0.02 0.06 0.01 ns 

 tallo,hojas 0.45 0.33 ns 0.35 0.42 0.0 0.30 0.47 <.00 ns ns ns 



Resultados 

1 0 3 8 3 6 5 1 
              
Nt  glumas  3.61 3.91 ns 3.38 4.14 ns 3.27 4.25 0.04 0.05 ns ns 
(mg órgano-

1) grano 35.8 43.1 ns 39.1 39.8 ns 37.6 41.3 ns ns ns ns 

 tallo,hojas 5.45 4.89 ns 4.57 5.77 
0.0
2 4.06 6.28 

<.00
1 ns ns ns 

 parte aérea 44.8 51.9 ns 47.1 49.7 ns 44.9 51.8 ns ns ns ns 
              
Nd  glumas  8.21 7.56 ns 7.22 8.55 ns 7.54 8.23 ns ns ns ns 

(% total) grano 79.9 83.0 ns 83.1 79.8 
0.0
5 83.2 79.7 0.03 ns ns ns 

  tallo,hojas 11.9 9.41 ns 9.72 11.6 
0.0
8 9.24 12.1 0.01 ns ns ns 
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El Nt aumentó con la adición de más nitrógeno en glumas y raquis y en tallo y hojas, 

pero no en el grano (Tabla 4.2.10), y la CK lo incrementó en el tallo y las hojas. La CK 

elevó el Nt de las glumas y el raquis en CO2 ambiental sin tener efecto significativo en CO2 

elevado, como ya se observó para el %N - no mostrado -. El nitrógeno total en la parte aérea 

de la planta no cambió significativamente con los tratamientos experimentales. 

Con respecto a la distribución del nitrógeno entre las partes de la planta, el CO2 elevado 

no tuvo efecto, mientras que con dosis alta de nitrógeno hubo mayor Nd en el tallo y las 

hojas, y menos en el grano. La aplicación de CK produjo el mismo cambio que la adición de 

más nitrógeno en la partición de este nutriente entre órganos (Tabla 4.2.10). 
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Figura 4.2.14. Efecto de la aplicación de citoquinina sobre el porcentaje de nitrógeno en materia seca de los 
diferentes órganos en la madurez del experimento con trigo de 2006, crecido en las TGCs con CO2 ambiente 
(A) o elevado (E) y sin (0) o con aspersión con citoquinina (K). Los asteriscos representan diferencias 
significativas - véase la tabla 4.2.10 -. 
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4.2.6.2 Experimento de 2007  

En la antesis el CO2 elevado tendió a disminuir el %N en todos los órganos de la planta, 

aunque este efecto sólo fue significativo en la hoja a y en el tallo (Tabla 4.2.11). Una mayor 

dosis de nitrógeno aumentó la concentración de este nutriente en todas las partes de la 

planta, pero en la espiga el aumento ocurrió a las [CO2] atmosféricas actuales y no tuvo 

efecto con el doble de [CO2]. La aspersión con CK aumentó el porcentaje de nitrógeno en el 

tallo y no tuvo efectos en otras partes de la planta (Tabla 4.2.11).  

Respecto al Nt, en todos los órganos se encontraron reducciones debidas al CO2 elevado, 

que alcanzaron significación tanto en la hoja b como en el total de la parte aérea (Tabla 

4.2.11). El CO2 elevado interactuó también con el nitrógeno sobre el Nt del tallo y de toda la 

parte aérea; así, el CO2 elevado disminuyó el Nt en plantas con nitrógeno bajo y no con 

suministro abundante del nutriente (Fig. 4.2.15 a). El aumento del CO2 en el aire redujo el 

Nt de la parte aérea en las plantas control sin CK pero no tuvo efecto cuando las plantas 

recibieron CK (Fig. 4.2.15 a). La CK redujo el Nt de la hoja b (Tabla 4.2.11). En el tallo, la 

espiga y la parte aérea, la aspersión con CK disminuyó el Nt en plantas de CO2 ambiente, 

pero no en las de CO2 elevado (Fig. 4.2.15 a). Además, combinada con dosis bajas de 

nitrógeno, esta hormona aumentó el Nt del tallo, mientras que con dosis altas del fertilizante 

nitrogenado lo disminuyó - no mostrado -. La dosis alta de nitrógeno aumentó 

significativamente el Nt en todos los órganos (Tabla 4.2.11). 

El CO2 elevado redujo el Nd adscrito a la hoja a en plantas que recibieron CK, pero no en 

las control sin esta hormona (Fig. 4.2.15 b). La CK, por su parte, redujo el Nd en la hoja a 

sólo en plantas de CO2 elevado. La aspersión con CK disminuyó la adscripción a la espiga 

del nitrógeno total de la parte aérea en plantas de CO2 ambiente y no en las de CO2 elevado 

(Fig. 4.2.15 b). El nitrógeno en dosis alta aumentó el Nd en la hoja a (Tabla 4.2.11). 

También redujo el % asignado a la espiga, así como Nd del tallo en plantas crecidas con 

CO2 ambiente, pero no tuvo efecto con CO2 alto - no mostrado -.   

Con respecto al NA, el CO2 elevado lo redujo  en la hoja a (P=0.07) y en el total de la 

parte aérea si las plantas no recibían CK. Esta hormona no lo afectó significativamente en 

ninguna hoja en este estadio de desarrollo, pero en CO2 alto la aspersión de CK generó 

aumentos del NA del total de la parte aérea. El aumento en la dosis de fertilizante 

nitrogenado fue el factor que incrementó en mayor medida el NA, tanto en la hoja a como en 

la hoja b y en la parte aérea (Tabla 4.2.11).  
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Figura 4.2.15. a) Interacciones CO2 x nitrógeno o CO2 x CK sobre a) el contenido de nitrógeno por órgano 
(Nt) en tallo, espiga y parte aérea - no se muestran las hojas a y b, ya que estas interacciones no fueron 
significativas -, b) el porcentaje del nitrógeno total adscrito a cada órgano (Nd) en la antesis del trigo crecido 
en las TGCs con CO2 ambiente (A) o elevado (E), sin (0) o con adición de citoquinina (K), y con suministro 
bajo (L) o alto (H) de nitrógeno en el experimento del año 2007. Los asteriscos representan diferencias 
significativas. 
 

Dieciocho días después de la antesis - 18 dda -, el CO2 elevado tendió a reducir el %N en 

todos los órganos de la planta, pero este efecto sólo alcanzó significación estadística en la 

hoja a de plantas con aporte alto de nitrógeno (Tabla 4.2.11, Fig. 4.2.16 a). Una dosis 

abundante de nitrógeno aumentó el %N en la espiga, el tallo y las hojas restantes bajo ambas 
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[CO2]; en las hojas a y b la adición de más nitrógeno sólo aumentó el %N en CO2 ambiente. 

La aspersión con CK disminuyó el %N en la espiga cuando se combinó con CO2 elevado y 

no con CO2 ambiente - no mostrado -. 

Los descensos en el nitrógeno debidos al CO2 elevado y los aumentos producidos por la 

adición de más nitrógeno fueron más patentes al analizar Nt. El CO2 elevado lo redujo de 

forma significativa en la hoja b, el resto de hojas, la espiga y toda la parte aérea (Tabla 

4.2.11). El CO2 elevado disminuyó también el Nt de la hoja a en interacción con aporte 

abundante de nitrógeno, pero no con aporte escaso - no mostrado -. Por su parte, la mayor 

dosis de nitrógeno elevó el Nt de de toda la parte aérea y los diferentes órganos, excepto la 

espiga y el resto de hojas. La CK afectó de forma significativa al tallo solamente, 

reduciendo su Nt (Tabla 4.2.11). 

Los Nd de la espiga y la hoja a disminuyeron con el CO2 elevado, en la primera con dosis 

baja de nitrógeno y en la segunda, en cambio, con dosis alta (Fig. 4.2.16 c). El Nd del tallo, 

en contraste, aumentó con el CO2 elevado cuando se añadió una dosis baja de nitrógeno. La 

adición de más nitrógeno elevó el Nd de la hoja a y del tallo en CO2 ambiente, pero no en 

CO2 elevado (Fig. 4.2.16 c). Por el contrario, una dosis alta de nitrógeno redujo la 

adscripción de este nutriente a la espiga en plantas crecidas en CO2 ambiental, pero no en 

CO2 elevado (Fig. 4.2.16 c). El nitrógeno también elevó el Nd de la hoja b (Tabla 4.2.11). 

La CK modificó el reparto del nitrógeno entre órganos, de manera que con aplicación de CK 

se adscribió menos nitrógeno al tallo y más a la espiga (Tabla 4.2.11).  

La mayor dosis de nitrógeno elevó el NA de las hojas a y b sólo bajo CO2 ambiental, y el 

descenso del NA provocado con la duplicación del CO2 atmosférico se dio con dosis 

abundante de nitrógeno y no con dosis baja (Fig. 4.2.16 d). El CO2 elevado disminuyó 

también el NA del total de la parte aérea. La CK elevó este parámetro en las dos hojas 

superiores del dosel y en la parte aérea, siendo significativo el efecto para la hoja b (Tabla 

4.2.11). 
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Tabla 4.2.11. Porcentaje de nitrógeno en la materia seca (N), contenido de nitrógeno por órgano (Nt), fracción del 
nitrógeno total de la parte aérea en cada órgano (Nd) y contenido de nitrógeno por unidad de superficie (NA) en 
tres fases del crecimiento del trigo en 2007, crecido en las TGCs con CO2 ambiente (A) o elevado (E), sin (0) o 
con aspersión de citoquinina (K) y adición baja (L) o alta (H) de nitrógeno. P es la probabilidad del análisis de la 
varianza para cada factor y las interacciones simples entre el CO2 y la citoquinina (C.K), el CO2 y el nitrógeno 
(C.N) y la citoquinina y el nitrógeno (K.N). 
  CO2   Citoquinina  Nitrógeno   Interacciones (P) 
  A E P 0 K P L H P C.K C.N K.N 
Antesis                       
N  hoja a 3.19 2.69 0.03 2.98 2.91 ns 2.58 3.31 <.001 ns ns ns 
(% mat. seca)  hoja b 2.21 2.08 ns 2.18 2.10 ns 1.83 2.45 <.001 ns ns ns 
 resto_hojas 1.49 1.29 ns 1.35 1.43 ns 1.15 1.63 <.001 ns ns ns 
 tallo 0.700 0.627 0.07 0.625 0.702 0.07 0.526 0.800 <.001 ns ns ns 
 espiga 2.05 1.79 ns 2.00 1.85 ns 1.68 2.16 <.001 ns 0.01 ns 
              
Nt  hoja a 4.28 3.57 ns 4.15 3.7 ns 2.84 5.00 <.001 ns ns ns 
(mg órgano-1) hoja b 2.35 1.93 0.04 2.31 1.97 0.04 1.74 2.55 <.001 ns ns ns 
 resto hojas 1.49 1.22 ns 1.35 1.36 ns 1.11 1.59 0.01 ns ns ns 
 tallo 8.80 7.71 ns 8.298 8.22 ns 7.03 9.49 <.001 0.02 <.001 0.01 
 espiga 8.82 8.34 ns 9.04 8.12 ns 7.31 9.85 0.01 0.04 ns ns 
 parte aérea 25.7 22.8 0.04 25.2 23.4 ns 20.0 28.5 <.001 0.06 0.06 ns 
              
Nd  hoja a 16.5 15.4 ns 16.3 15.6 ns 14.2 17.7 

8.67 8.86 ns ns ns ns 
 resto hojas 5.83 5.32 ns 5.29 5.85 ns 5.48 5.66 ns ns ns ns 
 tallo 34.6 33.9 ns 33.1 35.4 ns 35.0 33.5 ns ns 0.04 ns 
 espiga 34.2 36.8 ns 36.2 34.8 ns 36.7 34.3 0.07 0.05 ns ns 
              
NA  hoja a 1.80 1.64 0.07 1.73 1.71 ns 1.48 1.96 <.001 ns ns ns 
(g m-2) hoja b 1.28 1.32 ns 1.25 1.36 ns 1.08 1.52 <.001 ns ns ns 
 resto hojas 2.17 1.99 ns 1.94 2.21 ns 1.88 2.28 ns ns ns ns 
 parte aérea 1.84 1.74 ns 1.76 1.83 ns 1.57 2.01 <.001 0.04 ns ns 

<.001 0.01 ns ns 
(% total) hoja b 8.98 8.55 ns 9.15 8.38 ns 
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 Tabla 4.2.11.  (Continuación) 

  CO2   Citoquinina  Nitrógeno  Interacciones(P)
    A E P 0 K P L H P C.K C.N K.N
18 días después de antesis                     
N  hoja a 2.94 2.53 ns 2.80 2.67 ns 2.37 3.10 <.001 ns <.001 ns 
(% mat. seca)  hoja b 2.02 1.81 ns 1.98 1.86 ns 1.59 2.25 <.001 ns 0.06 ns 
 resto hojas 1.18 1.13 ns 1.18 1.13 ns 0.940 1.37 <.001 ns ns ns 
 tallo 0.622 0.576 ns 0.621 0.576 ns 0.465 0.732 <.001 ns 0.01 ns 
 Espiga 1.93 1.73 ns 1.85 1.81 ns 1.67 1.98 <.001 0.01 0.05 ns 
              
Nt  hoja a 3.47 2.78 ns 3.27 2.98 ns 2.25 4.00 <.001 ns 0.02 ns 
(mg órgano-1) hoja b 1.65 1.19 0.07 1.53 1.31 ns 1.12 1.72 0.01 ns ns ns 
 resto hojas 0.773 0.563 0.05 0.700 0.636 ns 0.609 0.726 ns ns ns ns 
 tallo 8.58 7.90 ns 9.06 7.42 0.01 6.76 9.72 <.001 ns ns ns 
 espiga 14.6 11.5 0.07 13.2 12.9 ns 13.1 13.0 ns ns ns ns 
 parte aérea 29.1 23.9 0.03 27.7 25.3 ns 23.9 29.1 0.01 ns ns ns 
              
Nd  hoja a 12.0 11.5 ns 11.9 11.6 ns 9.78 13.7 <.001 ns 0.01 ns 
(% total) hoja b 5.69 4.89 ns 5.47 5.10 ns 4.74 5.83 0.03 ns ns ns 
 resto hojas 2.70 2.36 ns 2.57 2.50 ns 2.57 2.49 ns ns ns ns 
 tallo 29.4 33.0 ns 33.1 29.2 0.01 29.1 33.3 0.01 ns 0.04 ns 
 espiga 50.2 48.3 ns 46.9 51.6 0.05 53.8 44.7 <.001 ns 0.02 ns 
              

NA  hoja a 1.58 1.55 ns 1.54 1.59 ns 1.39 1.73 <.001 ns 0.01 0.07
(g m-2) hoja b 1.22 1.11 0.09 1.06 1.27 0.02 1.02 1.31 0.01 ns 0.03 ns 
  parte aérea 2.37 2.23 0.06 2.26 2.34 ns 2.19 2.41 ns ns ns ns 

Madurez             
N  glumas  0.734 0.7 ns 0.646 0.788 ns 0.608 0.827 0.02 ns ns ns 
(% mat. seca)  grano 2.08 1.91 ns 1.97 2.02 ns 1.95 2.04 ns ns ns 0.07
 tallo,hojas 0.578 0.517 ns 0.511 0.584 0.09 0.429 0.665 <.001 ns ns ns 
              
Nt  glumas  4.81 4.53 ns 4.01 5.33 0.01 4.04 5.30 0.01 ns ns ns 

(mg órgano-1) grano 21.9 20.2 ns 22.3 19.8 ns 22.7 19.4 ns ns ns ns 
 tallo,hojas 5.71 5.48 ns 4.96 6.22 ns 4.73 6.46 0.04 ns ns 0.08
 parte aérea 32.4 30.2 ns 31.3 31.4 ns 31.5 31.2 ns ns ns ns 
              
Nd  glumas  15.3 15.0 ns 13.4 16.9 0.07 12.9 17.4 0.02 ns ns ns 
(% total) grano 66.7 67.0 ns 70.4 63.3 ns 72.1 61.6 0.03 ns ns ns 
  tallo,hojas 18.0 18.1 ns 16.3 19.8 ns 15.0 21.0 0.05 ns ns ns 
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nitrógeno adscrito en los diferentes órganos (Nd) y d) contenidos de nitrógeno por área foliar (NA) en la 
postantesis - 18 dda - del trigo crecido en las TGCs del experimento del año 2007con CO2 ambiente (A) o 
elevado (E), sin (0) o con aspersión con citoquinina (K) y con suministro bajo (L) o alto (H) de nitrógeno. 
Los asteriscos representan diferencias significativas - véase la Tabla 4.2.11 -. 

 

En la madurez, el CO2 elevado no tuvo efecto sobre el %N en ninguna fracción de la 

planta, y la dosis alta de fertilizante lo aumentó en las glumas y el raquis y en el tallo (Tabla 

4.2.11). Se encontró una interacción entre CK y nitrógeno sobre el %N del grano, 

consistente en un efecto positivo de la adición de más nitrógeno sólo en las plantas que 

 
Figura 4.2.16. Porcentaje de nitrógeno en materia seca a) en la postantesis - 18 dda -, y b) en la madurez; c) 
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Resultados 

recibieron CK (Fig. 4.2.16 b). La dosis alta de nitrógeno incrementó el Nt de glumas y 

raquis y el tallo con las hojas (Tabla 4.2.11). En el tallo, la dosis alta de este nutriente 

aumentó el Nt sólo en combinación con CK. A su vez, esta hormona aumentó el Nt del tallo 

con nitrógeno abundante, pero no con nitrógeno escaso (P=0.07). El CO2 elevado no 

modificó la distribución del nitrógeno entre partes de la planta, mientras que un suministro 

alto de nitrógeno disminuyó la adscripción al grano de este nutriente y la aumentó 

significativamente en las glumas y raquis y en el tallo (Tabla 4.2.11). El efecto de la CK 

sobre el Nd de las tres fracciones de la planta fue similar al descrito para la adición de más 

nitrógeno, pero sólo fue significativo en glumas y raquis (Tabla 4.2.11). 

4.2.7.  
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Parámetros de crecimiento 

4.2.7.1 Experimento de 2006 

Cuatro días después de antesis el CO2 elevado aumentó el área de la espiga y no modificó 

la de otros órganos de la planta (Tabla 4.2.12). El nitrógeno en dosis alta aumentó el área de 

todas las partes de la planta - en el resto de hojas lo hizo sólo en plantas de CO2 elevado -. 

La CK aumentó el área de la espiga en plantas con dosis baja de nitrógeno, pero no con 

dosis alta - interacciones no mostradas -; en contraste, la CK disminuyó el área de la hoja b 

(Fig. 4.2.17 b).  

La mayor [CO2] no tuvo efectos en el peso fresco de las distintas partes de la planta 

(Tabla 4.2.12), aumentó el peso seco de las dos primeras hojas con suministro bajo de 

nitrógeno y lo disminuyó con suministro alto (Fig. 4.2.18 a); y no afectó al peso seco de 

otras partes de la planta (Tabla 4.2.12). La adición de más nitrógeno aumentó los pesos 

fresco - no mostrado - y seco de todas las partes de la planta, aunque en la hoja a este efecto 

solo fue significativo en plantas de CO2 ambiente (Tabla 4.2.12, Fig. 4.2.18 a). La aspersión 

con CK aumentó los pesos fresco y seco de la espiga (Fig. 4.2.17 a). El enriquecimiento en 

CO2 de la atmósfera aumentó el porcentaje de humedad (%H) de la hoja b en plantas con 

dosis altas de nitrógeno y no tuvo efecto en las que recibieron una aplicación baja del 

nutriente (Tabla 4.2.12, Fig. 4.2.18 b); esta interacción CO2 x nitrógeno se observó también 

en las hojas a y restantes pero no alcanzó significación. Por su parte, el nitrógeno en dosis 

alta redujo el %H de las hojas a y b con CO2 ambiental sin alcanzar significación con el 

doble de [CO2] (Tabla 4.2.12, Fig. 4.2.18 b). La aspersión con CK disminuyó el %H de la 

hoja b y tendió a producir el mismo efecto en la hoja a. La duplicación del CO2 atmosférico 

no tuvo efecto en el peso seco por unidad de superficie (LMA) de la hoja a (Tabla 4.2.12) y 

disminuyó el de la hoja b en plantas con nitrógeno abundante y no con nitrógeno escaso 

(Fig. 4.2.17 e). El nitrógeno en dosis altas aumentó el LMA en la hoja a y, en CO2 ambiente 

pero no en CO2 elevado, en la hoja b (Fig. 4.2.17 e). La CK aumentó el LMA de las hojas a 

y b y no tuvo efecto en el resto de hojas (Tabla 4.2.12). 
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Tabla 4.2.12. Área verde (cm2), pesos fresco y seco (g), porcentajes de humedad relativa (%H), peso seco por 
área foliar (LMA, g m-2) y peso fresco por área foliar (Pf:A, mg cm-2) medidas en dos fases del crecimiento del 
trigo crecido con CO2 ambiente (A) o elevado (E), sin (0) o con aspersión de citoquinina (K) y adición baja (L) 
o alta (H) de nitrógeno en el año 2006. P es la razón de probabilidad del análisis de la varianza para cada factor 
por separado y en cada una de las interacciones simples entre los niveles de CO2 y la aplicación o no de CK 
(C.K), entre los niveles de CO2 y las diferentes dosis de nitrógeno (C.N) y entre las dosis de nitrógeno y la 
adición de CK frente a las plantas control sin CK (K.N). 
  CO2  Citoquinina  Nitrógeno  Interacciones(P)
    A E P 0 K P L H P C.K C.N K.N
4 días después de antesis           
Área_verde  hoja a 21.2 21.0 ns 22.3 19.9 ns 18.5 23.7 0.01 ns ns ns 
(cm2) hoja b 21.1 21.5 ns 22.6 19.3 0.05 18.2 24.4 <.001 ns ns ns 
 resto_hojas 22.1 23.4 ns 23.0 22.5 ns 20.2 25.3 ns ns 0.07 ns 
 tallo 60.6 66.2 ns 63.9 62.9 ns 60.1 66.7 0.01 ns ns ns 
 espiga 41.7 50.3 0.01 44.7 47.4 ns 40.2 51.9 <.001 ns ns 0.04
 parte aérea 167 181 ns 177 172 ns 157 192 <.001 ns ns ns 
              
Peso fresco  hoja a 0.426 0.441 ns 0.431 0.436 ns 0.364 0.502 <.001 ns 0.08 ns 
(g) hoja b 0.486 0.479 ns 0.491 0.475 ns 0.388 0.578 <.001 ns 0.07 ns 
 resto hojas 0.636 0.666 ns 0.633 0.669 ns 0.553 0.749 0.01 ns ns ns 
 tallo 4.97 6.51 ns 5.82 5.62 ns 5.48 6.02 0.03 ns ns ns 
 espiga 1.96 2.31 ns 1.99 2.28 0.01 1.84 2.43 <.001 ns ns ns 
 parte aérea 8.48 10.4 ns 9.36 9.52 ns 8.62 10.3 <.001 ns ns ns 
              
Peso seco  hoja a 0.140 0.136 ns 0.134 0.142 ns 0.112 0.165 <.001 ns 0.03 ns 
(g) hoja b 0.131 0.121 ns 0.124 0.128 ns 0.100 0.152 <.001 ns 0.01 ns 
 resto hojas 0.155 0.156 ns 0.150 0.161 ns 0.138 0.173 0.01 ns ns ns 
 tallo 1.43 1.75 ns 1.59 1.56 ns 1.51 1.64 ns ns ns ns 
 espiga 0.707 0.798 ns 0.709 0.796 0.06 0.639 0.866 <.001 ns ns ns 
 parte aérea 2.54 2.96 ns 2.71 2.79 ns 2.50 3.00 0.01 ns ns ns 
              
Humedad hoja a 67.3 69.1 ns 68.8 67.6 0.08 69.1 67.3 0.01 ns 0.05 ns 
(%) hoja b 73.3 74.7 ns 74.8 73.2 0.01 74.3 73.7 ns ns 0.05 ns 
 resto hojas 74.1 75.1 ns 74.6 74.6 ns 73.7 75.6 0.09 ns ns ns 
 parte aérea 70.5 71.2 ns 70.6 71.1 ns 70.9 70.8 ns ns ns ns 
              
LMA  hoja a 65.3 65.2 ns 59.6 70.8 0.01 60.8 69.7 0.02 ns ns ns 
(g m-2) hoja b 61.6 56.8 ns 54.7 63.7 0.02 55.0 63.4 0.03 ns 0.02 ns 
 resto hojas 69.9 75.0 ns 72.6 72.3 ns 67.6 77.4 ns ns ns ns 
              
Pf:área  hoja a 19.9 21.0 ns 19.1 21.9 0.01 19.7 21.3 0.09 ns ns ns 
(mg cm-2) hoja b 22.9 22.5 ns 21.7 23.7 ns 21.4 23.9 0.04 ns 0.05 ns 
  resto hojas 28.7 29.8 ns 28.1 30.4 ns 29.0 29.5 ns ns ns ns 
Madurez              
Peso seco  glumas  0.607 0.771 ns 0.651 0.727 0.05 0.679 0.699 ns ns ns ns 
(g) grano 1.38 1.86 ns 1.63 1.61 ns 1.61 1.63 ns ns ns ns 
 tallo,hojas 1.18 1.49 ns 1.31 1.36 ns 1.34 1.33 ns ns ns ns 
  parte aérea 3.16 4.12 ns 3.59 3.69 ns 3.63 3.66 ns ns ns ns 
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Figura 4.2.17. a, c) Peso seco y b, d) área verde, junto con e,f) las interacciones CO2 x nitrógeno sobre el 
peso foliar por área (LMA), de los diferentes órganos del trigo crecido con CO2 ambiente (A) o elevado (E), 
con suministro bajo (L) o abundante (H) de fertilizante nitrogenado y sin (0) o con aspersión regular de 
citoquinina (K), 4 dda en 2006 (a, b, e), en la antesis del 2007 (f) y en la postantesis avanzada - 18 dda - del 
experimento de 2007 (c, d). Los asteriscos representan diferencias significativas. 

 

No hubo efectos significativos del CO2 elevado en el peso fresco por unidad de superficie 

(Pf:A) de ninguna hoja. Aunque la significación estadística fue escasa, el nitrógeno en dosis 

alta aumentó el Pf:A de la hoja a y también el Pf:A de la hoja b en CO2 ambiental, pero no 
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en CO2 elevado. La aspersión con CK también aumentó el Pf:A de las dos hojas superiores, 

pero el efecto sólo alcanzó significación en la hoja a (Tabla 4.2.12). 

 

 

 

 

 

Figura 4.2.18 Interacciones CO2 x 
nitrógeno sobre a) el peso seco y b) el 
porcentaje de humedad relativa (%H) 
observadas en los distintos estratos 
foliares del trigo crecido en las TGCs 
con CO2 ambiente (A) o elevado (E) y 
con suministro bajo (L) o abundante 
(H) de nitrógeno,  tomadas 4 dda en el 
experimento con CK del año 2006. 
Los asteriscos representan diferencias 
significativas - véase la Tabla 4.2.12 -. 
 

 

 

 

 

 

 

 

En la madurez, el CO2 elevado fue el factor que más aumentó el peso del grano por tallo, 

aunque su efecto no fue significativo. La dosis de fertilizante nitrogenado tampoco tuvo 

efecto significativo en el rendimiento final del cultivo. El único efecto significativo en la 

madurez fue el aumento del peso de las glumas y raquis inducido por la aplicación de CK 

(Tabla 4.2.12). El índice de cosecha no se vio afectado de forma significativa por ningún 

tratamiento - no mostrado -. 
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4.2.7.2 Experimento de 2007 

En la antesis el crecimiento en CO2 elevado generó un descenso significativo (Tabla 

4.2.13) del área de la espiga, del tallo, de la hoja a - con menor significación - y de toda la 

parte aérea con nitrógeno bajo, pero no con nitrógeno abundante. A su vez, la aplicación de 

más nitrógeno no tuvo efectos en el área de estas partes de la planta en CO2 ambiental, pero 

la aumentó con CO2 elevado - interacciones no mostradas -. La CK disminuyó el área de las 

dos hojas superiores, del tallo y de toda la parte aérea (Tabla 4.2.13). Como en el área, el 

CO2 elevado disminuyó el peso fresco con nitrógeno bajo y no con alto en el tallo y toda la 

parte aérea; en la espiga y la hoja a se observó la misma tendencia, que no alcanzó 

significación. Además, el CO2 elevado aumentó el peso fresco - no mostrado - y seco de la 

espiga sólo con nitrógeno abundante (Fig. 4.2.19 a, b), tendiendo a producir el mismo efecto 

- aunque no alcanzó significación - en el peso seco de la hoja a y el tallo. La aplicación de 

una dosis alta de nitrógeno aumentó los pesos fresco y seco de las diferentes partes de la 

planta en CO2 elevado, con la excepción de las hojas restantes y el peso seco del tallo; el 

peso fresco de la hoja b y el seco de la hoja a aumentaron también con el nitrógeno en CO2 

ambiente. En este último, la adición de más nitrógeno disminuyó, en lugar de aumentar, el 

peso seco de la espiga, del tallo y de la parte aérea (Fig. 4.2.19 a, b). La aplicación regular 

de CK aumentó significativamente los pesos fresco y seco de la espiga solamente en CO2 

alto (Fig. 4.2.19 a, b), mientras que esta hormona redujo los pesos fresco y seco de las hojas 

a y b junto con el peso fresco del resto de hojas y los pesos fresco y seco del tallo (Tabla 

4.2.13).  

El CO2 elevado disminuyó ligera, pero significativamente, el %H de la hoja a (Tabla 

4.2.13). La dosis abundante de nitrógeno tuvo un efecto significativo tanto para el %H total 

como el %H de las hojas a y b. La CK disminuyó significativamente el %H del resto de 

hojas (Tabla 4.2.13). El crecimiento en CO2 elevado aumentó significativamente el LMA de 

la hoja a (Tabla 4.2.13). La adición de más nitrógeno aumentó el LMA de la hoja a con las 

dos concentraciones de CO2, y el de la hoja b y el resto de hojas con CO2 elevado (Fig. 

4.2.17 f). El nitrógeno también aumentó el LMA del resto de hojas en plantas con aspersión 

con CK y no en las plantas control sin la hormona. El efecto positivo de la CK en el LMA 

de la hoja a observado en 2006 no alcanzó significación en 2007 durante este estadio de 

crecimiento, aunque sí se produjo en la hoja b (Tabla 4.2.13) y, sólo con las dosis mayores 

de nitrógeno, en el resto de hojas - interacciones no mostradas -. 
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Tabla 4.2.13. Área verde (cm2), pesos fresco y seco (g), porcentajes de humedad relativa (%H), peso seco por área 
foliar (LMA, g m-2) y peso fresco por área foliar (Pf:A, mg cm-2) medidas en tres fases del crecimiento del trigo 
crecido con CO2 ambiente (A) o elevado (E), sin (0) o con aspersión de citoquinina (K) y adición baja (L) o alta 
(H) de nitrógeno en el experimento del año 2007. P es la razón de probabilidad del análisis de la varianza para cada 
factor por separado y en cada una de las interacciones simples entre los niveles de CO2 y la aplicación o no de CK 
(C.K), entre los niveles de CO2 y las diferentes dosis de nitrógeno (C.N) y entre las dosis de nitrógeno y la adición 
de CK frente a las plantas control sin CK (K.N). 
    CO2   Citoquinina   Nitrógeno   Interacciones(P)
  A E P 0 K P L H P C.K C.N K.N
Antesis                       
Área verde  hoja a 23.3 21.3 ns 23.4 21.2 0.02 19.1 25.5 <.001 ns 0.08 ns 
(cm2) hoja b 18.2 14.8 ns 18.3 14.7 <.001 16.5 17.1 ns ns ns ns 
 resto_hojas 6.82 5.6 ns 6.77 5.65 ns 6.28 6.14 ns ns ns ns 
 tallo 56.7 53.2 ns 57.1 52.7 0.01 54.1 55.9 ns ns 0.01 ns 
 espiga 35.1 34.6 ns 36.1 33.7 ns 32.0 37.7 0.01 ns 0.02 ns 
 parte aérea 140 129 0.02 142 127 0.01 127 142 0.01 ns 0.02 ns 
              
Peso_fresco  hoja a 0.488 0.470 ns 0.502 0.456 0.04 0.388 0.570 <.001 ns 0.05 ns 
(g) hoja b 0.434 0.373 ns 0.437 0.371 0.01 0.371 0.436 0.01 ns ns ns 
 resto hojas 0.264 0.258 ns 0.284 0.239 0.06 0.255 0.268 ns ns ns ns 
 tallo 4.67 4.44 ns 4.74 4.37 0.03 4.48 4.62 ns ns 0.01 ns 
 espiga 1.70 1.83 ns 1.74 1.79 ns 1.62 1.91 0.01 0.03 <.001 ns 
 parte aérea 7.55 7.29 ns 7.70 7.14 0.05 7.11 7.73 0.03 ns 0.01 ns 
              
Peso seco  hoja a 0.132 0.130 ns 0.140 0.125 0.05 0.109 0.152 <.001 ns 0.02 ns 
(g) hoja b 0.107 0.0923 ns 0.106 0.0932 0.01 0.0951 0.104 0.05 ns 0.05 ns 
 resto hojas 0.102 0.0938 ns 0.099 0.0962 ns 0.0968 0.0988 ns ns 0.06 ns 
 tallo 1.35 1.24 ns 1.34 1.21 0.04 1.33 1.21 0.07 ns 0.01 ns 
 espiga 0.448 0.492 ns 0.457 0.483 ns 0.447 0.492 ns 0.06 <.001 ns 
 parte aérea 2.08 2.02 ns 2.14 1.96 ns 2.07 2.03 ns ns 0.01 ns 
              
Humedad hoja a 72.8 72.2 0.01 72.7 72.4 ns 71.7 72.9 0.01 ns ns ns 
(%) hoja b 75.4 75.1 ns 75.8 74.8 ns 74.4 76.1 0.01 0.08 ns ns 
 resto hojas 60.2 63.3 ns 64.6 58.7 0.05 61.9 61.3 ns ns ns ns 
 parte aérea 72.6 71.8 ns 72.7 71.8 ns 70.9 73.5 0.01 ns 0.08 ns 
              
LMA  hoja a 57.3 60.7 0.01 57.0 60.1 ns 57.7 61.3 0.06 ns ns ns 
(g m-2) hoja b 58.7 64.3 ns 57.9 65.0 0.07 60.1 62.9 ns ns 0.05 ns 
 resto hojas 168 156 ns 150 174 0.08 152 172 ns ns 0.05 0.05
              
Pf:área  hoja a 20.8 21.8 0.05 21.3 21.2 ns 20.2 22.3 0.01 ns ns 0.07
(mg cm-2) hoja b 23.9 25.8 ns 23.9 25.7 0.06 23.5 26.2 0.01 ns 0.03 ns 
  resto hojas 46.1 47.6 ns 41.9 51.8 ns 46.1 47.6 ns ns ns ns 
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 Tabla 4.2.13 (continuación) 
  CO2  Citoquinina   Nitrógeno   Interacciones(P)
   A E P 0 K P L H P C.K C.N K.N
18 días después de antesis            
Área verde  hoja a 20.7 17.9 ns 20.3 18.3 0.08 16.3 22.3 <.001 ns ns ns 
(cm2) hoja b 14.1 9.24 ns 13.3 10.1 0.05 11.1 12.3 ns ns ns ns 
 resto_hojas 3.16 1.75 ns 3.41 1.50 0.06 2.80 2.11 ns ns ns ns 
 tallo 55.2 50.7 0.02 56.1 49.7 0.01 51.4 54.5 ns ns ns ns 
 espiga 29.8 27.8 ns 28.3 29.3 ns 27.2 30.4 0.04 0.06 0.04 ns 
 parte aérea 123 106 0.06 121 108 0.02 109 121 0.03 ns ns ns 
              
Peso_fresco  hoja a 0.445 0.427 ns 0.466 0.406 0.04 0.357 0.515 <.001 ns ns ns 
(g) hoja b 0.353 0.269 ns 0.345 0.277 0.04 0.285 0.337 ns ns ns ns 
 resto hojas 0.159 0.109 0.05 0.154 0.113 0.01 0.124 0.144 ns ns ns ns 
 tallo 4.51 4.22 0.06 4.52 4.17 0.06 4.23 4.46 ns 0.01 ns ns 
 espiga 2.32 1.98 ns 2.12 2.19 ns 2.25 2.05 ns ns 0.03 ns 
 parte aérea 7.73 6.98 0.05 7.60 7.11 ns 7.23 7.48 ns 0.04 ns 
              
Peso seco  hoja a 0.115 0.109 ns 0.115 0.109 ns 0.0962 0.128 <.001 ns ns ns 
(g) hoja b 0.0826 0.065 0.01 0.0772 0.0709 ns 0.0723 0.0758 ns 0.01 ns ns 
 resto hojas 0.0693 0.051 ns 0.0629 0.0578 ns 0.0674 0.0533 0.06 0.08 0.05 ns 
 tallo 1.44 1.39 ns 1.48 1.34 0.07 1.49 1.34 0.05 0.01 0.06 ns 
 espiga 0.783 0.680 ns 0.726 0.738 ns 0.799 0.664 ns ns 0.04 ns 
 parte aérea 2.48 2.30 ns 2.47 2.32 ns 2.52 2.26 0.07 0.02 0.02 ns 
              
Humedad hoja a 73.9 74.2 ns 75.2 72.9 0.01 73.1 74.9 0.01 0.05 ns ns 
(%) hoja b 76.1 74.1 ns 77.1 73.2 0.03 74.0 76.3 ns ns ns ns 
 resto hojas 54.6 49.8 ns 58.7 45.7 0.01 51.6 52.8 ns ns ns ns 
 parte aérea 68.2 67.1 ns 67.7 67.5 ns 65.4 69.8 <.001 0.07 ns ns 
              
LMA  hoja a 55.9 61.2 ns 57.1 60.1 0.06 58.3 58.9 ns ns ns ns 
(g m-2) hoja b 62.1 77.3 ns 60.8 78.7 0.02 66.6 72.9 ns ns ns ns 
              
Pf:área  hoja a 21.4 23.8 ns 22.2 23.1 ns 22.0 23.2 0.04 ns ns ns 
(mg cm-2) hoja b 26.4 33.9 ns 28.4 31.9 ns 29.4 31.3 ns ns ns ns 
 Madurez              
Peso seco  glumas  0.658 0.653 ns 0.634 0.677 ns 0.662 0.649 ns ns ns ns 

0.05 

(g) grano 1.06 1.07 ns 1.14 0.997 ns 1.16 0.971 ns ns ns ns 
 tallo,hojas 1.01 1.12 ns 0.987 1.14 0.07 1.17 0.958 0.02 ns ns ns 
  parte aérea 2.73 2.85 ns 2.76 2.82 ns 3.00 2.58 0.02 ns ns ns 
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Por último, el enriquecimiento en CO2 de la atmósfera aumentó el Pf:A en la hoja a. 

También aumentó con la aplicación de más nitrógeno en la hoja a y, solamente con CO2 

elevado, en la hoja b - no mostrado -. La aspersión con CK aumentó igualmente el Pf:A en 

Figura 4.2.19 Influencia del CO2 de crecimiento - a, c) CO2 ambiente; b, d) CO2 elevado -, el nitrógeno - L, 
dosis baja; H, dosis alta - y la CK - 0, control; K, aspersión con la hormona - sobre el peso seco de las 
distintas partes de la planta de trigo, en la antesis (a, b) y la postantesis avanzada - 18 dda - (c, d) en el 
experimento de 2007. Los asteriscos representan diferencias significativas - véase la Tabla 4.2.13 -.  

 

Después de la antesis - 18 dda - el CO2 elevado redujo el área en todos los órganos, 

alcanzando significación en el tallo, en el total de la parte aérea (Tabla 4.2.13) y en la espiga 

de las plantas que no recibieron CK o que tuvieron un suministro bajo de nitrógeno. El área 

de la espiga aumentó con la mayor dosis de nitrógeno si las plantas crecían en CO2 elevado, 

pero no con CO2 ambiente - interacciones no mostradas -. La CK provocó también una 

disminución del área en la hoja b, el resto de hojas, el tallo y el total de la parte aérea (Tabla 

4.2.13, Fig. 4.2.17 d).  

la hoja b (Tabla 4.2.13).  
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Continuó observándose el descenso de los pesos frescos producido por el CO2 alto, que 

alcanzó significación en el resto de hojas (Tabla 4.2.13) y, sin aplicación de CK, en el tallo 

y el total de la parte aérea. Con aplicación de nitrógeno en dosis baja, el CO2 elevado 

disminuyó también el peso fresco de la espiga y de toda la parte aérea. La CK disminuyó el 

peso fresco de los tres grupos de hojas con ambas concentraciones de CO2 de crecimiento; y 

el peso fresco del tallo y total de la parte aérea en plantas que crecieron en CO2 ambiente, 

pero no en CO2 elevado. Una dosis abundante de nitrógeno aumentó el peso fresco de la 

hoja a y tendió a producir el mismo efecto en la hoja b (Tabla 4.2.13). El mayor aporte de 

nitrógeno disminuyó el peso fresco de la espiga con CO2 ambiente y lo aumentó con CO2 

elevado; con menos significación, este efecto se produjo también en el total de la parte 

aérea. 

Los únicos efectos significativos del CO2 elevado en el peso seco (Tabla 4.2.13) fueron 

disminuciones en la hoja b en plantas control sin CK y, en la espiga y parte aérea con 

nitrógeno escaso (Fig. 4.2.19 c, d), aunque en otras partes de la planta se observó la misma 

tendencia a disminuir el peso en CO2 elevado (Tabla 4.2.13). La CK redujo el peso seco de 

la hoja b, el tallo y el total de la parte aérea en CO2 ambiente y no en elevado (Fig. 4.2.19 c, 

d). El nitrógeno abundante aumentó el peso seco de la hoja a (Tabla 4.2.13) y tendió a 

aumentar el de la b, pero en CO2 ambiente y no en CO2 elevado, disminuyó el del tallo, el 

del resto de las hojas, el de la espiga y de la parte aérea (Fig. 4.2.19 c). La aspersión con CK 

disminuyó el %H de las hojas a, b y restantes (Tabla 4.2.13), pero en la hoja a el efecto fue 

significativo sólo en CO2 elevado. El nitrógeno, en cambio, elevó el %H d e la hoja a y de la 

parte aérea (Tabla 4.2.13). 

El LMA no fue modificado por el CO2 de crecimiento ni las diferentes dosis de 

nitrógeno. La CK elevó el LMA de forma significativa en las hojas a y b (Tabla 4.2.13). En 

el caso del resto de hojas, al haber una gran reducción del área verde en esta fase avanzada 

del crecimiento, el cálculo del LMA no resultó fiable y no se incluye en la tabla. El Pf:A 

sólo fue modificado por el aporte de nitrógeno abundante, que lo elevó en la hoja a (Tabla 

4.2.13).  

En la madurez, el CO2 no tuvo un efecto significativo en el peso seco y el aumento del 

peso de tallo generado por CK se produjo en tallos y hojas (P=0.065) y en las glumas (ns), 

por lo que la acción de esta hormona en el crecimiento fue similar a la del año anterior y 

solo aumentó el peso de las partes vegetativas de la espiga sin traducirse en más cosecha de 

grano. La mayor dosis de nitrógeno redujo el peso seco del tallo y hojas, lo que hizo que 

 145



Resultados 

también fuera menor el peso seco de la parte aérea (Tabla 4.2.13). El índice de cosecha, al 

igual que en 2006, no se vio afectado por ningún tratamiento de forma significativa - no 

mostrado -. 
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   Discusión 

5.1.  ACLIMATACIÓN AL CO2 ELEVADO EN EL DOSEL VEGETAL, CON DOS 
SUMINISTROS DE NITRÓGENO (AÑO 2003) 

 

5.1.1.  Intercambio gaseoso 

La respuesta directa o a corto plazo de A al CO2, esto es, la producida por una 

duplicación instantánea de la [CO2], fue un aumento del 47 al 117 % - dependiendo del 

nivel foliar y la dosis de nitrógeno recibida - (Tabla 4.1.2), que confirma muchos estudios 

anteriores (García et al., 1998; Del Pozo et al., 2005 y revisión de Ainsworth, & Rogers, 

2007). El aumento de la fotosíntesis debido a una elevación del CO2 se explica por dos 

propiedades de la Rubisco. Primera, que la constante de Michaelis-Menten o Km de la 

enzima para el CO2 es alta y está próxima a las [CO2] actuales en la atmósfera, de modo que 

el aumento de estas concentraciones estimula la velocidad de carboxilación. Segunda, que el 

CO2 inhibe competitivamente la reacción de oxigenación, que conduce a una pérdida de 

CO2 en la fotorrespiración (Caemmerer, 2000). En base a las propiedades cinéticas de la 

Rubisco y a la relación existente entre la [CO2] dentro de las hojas (Ci) y en el aire exterior 

(Wong et al., 1979), se ha estimado que un aumento del CO2 de 370 a 700 µmol mol-1 

puede aumentar la fotosíntesis limitada por la actividad Rubisco un 63 %, y la limitada por 

regeneración de RuBP un 12 % (Long et al., 2004). Los aumentos encontrados en nuestro 

estudio son similares o mayores que los estimados teóricamente, pudiendo deberse las 

disparidades a las variaciones en la relación entre Ci y la concentración externa de CO2. 

Por su parte, la respuesta directa de gs al CO2 elevado fue una disminución de hasta el 31 

% (Tabla 4.1.2), una respuesta que se conoce desde hace tiempo (Heath, 1948). Muchos 

estudios indican que las células oclusivas responden al CO2, principalmente al Ci cerrando 

el poro del estoma. Esta respuesta entraña una compleja y no bien conocida red de 

señalización modulada por estímulos ambientales y con múltiples componentes (Ainsworth, 

& Rogers, 2007), red en la que puede estar implicada la fotosíntesis en el mesofilo (Wong et 

al., 1979; Mott, 2009). Experimentos empleando plantas transformadas con ARN 

mensajeros anti-sentido que reducen la expresión de Rubisco han demostrado, sin embargo, 

que la gs es independiente de la velocidad de fotosíntesis (Caemmerer et al., 2004; 

Ainsworth, & Rogers, 2007), como han mostrado otros estudios (Del Pozo et al., 2005). En 

base a estas observaciones se ha propuesto que gs no está controlada por la capacidad 

fotosintética, sino más bien por el transporte fotosintético de electrones o sus productos 

finales (Mott, 2009). La disminución de gs en respuesta al aumento de CO2 resulta más que 
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compensada por el aumento del sustrato para la carboxilación, de forma que, a corto plazo, 

el CO2 elevado estimuló la fotosíntesis (Tabla 4.1.2). 

En contraste con el efecto directo expuesto en el párrafo anterior, el efecto de 

aclimatación (Tabla 4.1.2) indica que el CO2 elevado provocó una regulación negativa o 

disminución de la capacidad fotosintética, de acuerdo con estudios precedentes (Stitt, 1991; 

Sage, 1994; Drake et al., 1997; Stitt & Krapp, 1999; Martínez-Carrasco et al., 2005). 

También redujo la Chl a+b (Fig. 4.1.2) y la A.R.I (Fig. 4.1.3 a, b), como se ha documentado 

ampliamente (Drake et al., 1997). La incapacidad para mantener a largo plazo el aumento 

inicial de la fotosíntesis en CO2 elevado se ha mostrado que se debe casi enteramente a la 

disminución de la actividad Rubisco (Rogers & Humphries 2000). Esta disminución de la 

capacidad fotosintética se observó tanto en la hoja a como en el resto de niveles foliares, 

encontrándose un gradiente de mayor a menor A entre los estratos, bajo ambas [CO2] (Fig. 

4.1.1). Además, el grado de aclimatación en las hojas b y c fue más pronunciado con aporte 

escaso de nitrógeno (Tabla 4.1.2) ya que tuvieron menores respuestas de aclimatación que 

las que recibieron un aporte abundante. Adicionalmente, con la mayor dosis de nitrógeno, 

las respuestas de aclimatación tanto de A como de gs, fueron menos pronunciadas en las 

hojas inferiores que en la hoja a (Tabla 4.1.2), lo que contrasta con trabajos previos 

(Osborne et al., 1998, Adam et al., 2000). En cambio, con deficiencia de nitrógeno la 

aclimatación fue mayor en niveles inferiores del dosel vegetal que en la última hoja.  

 

5.1.2.  Actividad Rubisco, contenidos de nitrógeno y clorofila 

Las relaciones de A con el contenido de clorofila y actividad Rubisco, para todas las 

combinaciones de CO2 y fertilización nitrogenada en todas las hojas del dosel vegetal (Fig. 

4.1.5 a, b), sugieren que la pérdida de capacidad fotosintética en plantas crecidas en CO2 

elevado, así como el gradiente en la fotosíntesis dentro del dosel vegetal, se debieron a un 

descenso de la disponibilidad de los recursos en la planta. La fotosíntesis, Chl a+b, A.R.T, 

%N y NA, tanto en la última hoja como en hojas inferiores, aumentaron con el suministro de 

nitrógeno (Tabla 4.1.1, Fig. 4.1.1, 4.1.2, 4.1.3 y 4.1.4), y el segundo y tercero de estos 

parámetros se relacionaron significativamente con NA (Fig. 4.1.5 c, d), como se ha mostrado 

previamente (Evans et al., 1993; Osborne et al., 1998). Esto sugiere que la pérdida de 

nitrógeno fue la causa de la aclimatación de la fotosíntesis. Además, la menor aclimatación 

al CO2 elevado en las hojas inferiores en sombra que en la superiores iluminadas con 
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abundancia de nitrógeno (Tabla 4.1.2), se asoció con un menor descenso en el contenido de 

NA de las hojas en posiciones inferiores, cuando se compararon con plantas crecidas en CO2 

ambiente (Fig. 4.1.4 a). Aunque la adición de más nitrógeno aumentó el contenido de 

nitrógeno en la parte aérea, en CO2 elevado la abundancia de este elemento no aumentó la 

asignación de este nutriente a las hojas como lo hizo con CO2 ambiental (Fig. 4.1.4 c), lo 

que está de acuerdo con estudios previos (Makino et al., 1997; Pérez et al., 2005). Por tanto, 

la abundancia de nitrógeno no previno la aclimatación de la fotosíntesis, en particular la de 

las hojas iluminadas. Con CO2 alto no solo hubo menos nitrógeno en la parte aérea, también 

se modificó la distribución entre órganos, ya que se asignó menos nitrógeno a las hojas 

superiores y hubo más cantidad destinada al tallo y la espiga (Fig. 4.1.4 c). Este último 

hecho podría deberse a que el CO2 elevado acelera indirectamente el desarrollo (Long et al., 

2004), y así disminuiría el nitrógeno en las hojas y lo aumentaría en los sumideros. Sin 

embargo, las hojas senescentes también deberían tener menos nitrógeno y esto no ocurrió, lo 

que lleva a la conclusión de que el CO2 modificó la partición del nitrógeno entre órganos. 

Aunque la aclimatación de la fotosíntesis en CO2 elevado se ha atribuido a la represión 

de la expresión génica de la Rubisco por acumulación de azúcares (Krapp et al., 1993; 

Drake et al., 1997), otros estudios han sugerido que los azúcares solubles no son los 

responsables de dicha aclimatación (Stitt & Krapp, 1999; Pérez et al., 2005), proponiéndose 

que cambios en la ontogenia foliar (Ludewig & Sonnewald, 2000) o la limitación en 

nitrógeno (Nakano et al., 1997; Stitt & Krapp, 1999; Pérez et al., 2005) puedan ser los 

causantes. La acumulación de azúcares no explica tampoco el descenso del NA ni la menor 

absorción de nitrógeno en plantas crecidas con CO2 elevado en nuestro estudio y en otros 

precedentes (Nakano et al., 1997; Polley et al., 1999; Lee et al., 2001; McDonald et al., 

2002; Gloser et al., 2002). Se requieren alternativas que expliquen los bajos contenidos de 

nitrógeno que provocan la aclimatación de la fotosíntesis en condiciones de CO2 alto. 

El CO2 elevado disminuyó la gs - como se deduce de los descensos de la respuesta neta 

(Tabla 4.1.2) -, igual que en otros estudios (Drake et al., 1997; Lodge et al., 2001; Medlyn 

et al., 2001; Tezara et al., 2002), y como consecuencia, E también se redujo (Tabla 4.1.1, 

Fig. 4.1.1 e, f), al igual que el nitrógeno total en la planta (Fig. 4.1.4 b). El contenido de 

nitrógeno de las hojas en diferentes posiciones del dosel vegetal, niveles de CO2 de 

crecimiento y aportes de nitrógeno mostró una relación positiva con la E (Fig. 4.1.6), como 

se ha observado previamente en distintos estudios (Conroy & Hocking, 1993; Polley et al., 

1999; McDonald et al., 2002). Además, con déficit de presión de vapor bajo, se ha 
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observado que el efecto positivo del CO2 elevado en el crecimiento y la fotosíntesis de las 

plantas desapareció y el contenido de proteínas solubles disminuyó, al tiempo que se redujo 

la E (De Luis et al., 2002). Se ha planteado si el descenso de la transpiración conduce a una 

disminución del nitrógeno en la planta, o si más bien la reducción de la capacidad 

fotosintética - manifestada por el menor contenido de nitrógeno foliar - disminuye gs y E 

(Taub & Wang, 2008). Un estudio de la velocidad de absorción de nitrógeno mostró que la 

transpiración por unidad de masa de raíz disminuyó en CO2 elevado y se relacionó 

positivamente con la absorción de nitrógeno por gramo de raíz (McDonald et al., 2002). La 

transpiración podría facilitar la absorción de nitrógeno, al aumentar el flujo de masas en la 

vecindad de las raíces, de modo que el descenso en los niveles de nitrógeno en las plantas 

expuestas al CO2 alto podría atribuirse, al menos en parte, a un descenso de su transpiración 

(Conroy & Hocking, 1993, McDonald et al., 2002; Kanemoto et al., 2009). La evidencia 

obtenida en nuestros experimentos apoya esta conclusión. 

 152



   Discusión 

 

5.2.  ANÁLISIS DEL PAPEL DEL NITRÓGENO Y LA CITOQUININA EN LA 
ACLIMATACIÓN AL CO2 ELEVADO (AÑOS 2006 Y 2007) 

5.2.1.  Experimento de 2006  

5.2.1.1 Intercambio gaseoso 

La respuesta directa o a corto plazo de A al CO2 en los distintos estratos foliares y dosis 

de nitrógeno y CK, fue un aumento del 90 % al 390 % (Tabla 4.2.2), reflejando al igual que 

en 2003 un efecto positivo sobre la A de la duplicación instantánea de la [CO2], que se debe 

a las propiedades de la Rubisco - ya señaladas en el apartado 5.1 -. Los valores próximos o 

mayores que 1 de las respuestas directas de gs al CO2 elevado (Tabla 4.2.2) indican que a 

corto plazo no hubo cierre de estomas debido al CO2 alto. El cierre de estomas producido al 

elevar el CO2 atmosférico, aunque se observa en multitud de estudios, no es una respuesta 

universal (Morrison, 1998), existiendo algunos experimentos que muestran incrementos de 

la gs con 1000 µmol mol-1 de CO2 o concentraciones superiores (Mackowiack & Wheeler, 

1996; Wheeler et al., 1999) y también variaciones a lo largo del desarrollo. Dicha 

variabilidad en la respuesta de las gs al CO2 depende de las especies vegetales (Saxe et al., 

1998), habiendo linajes evolutivos - como los helechos - más insensibles que otros 

(Brodribb et al., 2009); y también depende de las condiciones ambientales de crecimiento 

(Talbott et al., 1996; Bunce, 2004). En experimentos con diferentes especies y regímenes 

hídricos, cuando se aplicó un riego escaso la respuesta típica de la gs al CO2 alto desapareció 

en algunas de ellas (Volk, 2000), ya que la sensibilidad del estoma al CO2 es muy 

dependiente del estatus hídrico del vegetal (Vavasseur & Raghavendra, 2005). Además al 

comparar plantas con diferentes [CO2] puede que aparezcan incrementos de la gs atribuidos 

al CO2 alto, pero que en realidad se deban a diferencias en el estado hídrico de la planta 

causados por el CO2 (Rogers et al., 1984; Morrison, 1998).  

El nitrógeno mejoró la respuesta directa al CO2 de la A en las hojas a y c, pero disminuyó 

la respuesta directa de gs en todos los estratos foliares (Tabla 4.2.2). Que la respuesta de A, 

pero no la de gs, al aumento instantáneo del CO2 sea más positiva con mayor disponibilidad 

de nitrógeno, indica que este nutriente aumentó no tanto la difusión del CO2 hasta el 

cloroplasto como la capacidad de carboxilación. Esto se debe a que una fracción mayoritaria 

del nitrógeno de las hojas se invierte en proteínas fotosintéticas (Evans, 1989; Hikosaka, 

2004), incluyendo las que integran el aparato de captación de la luz y las que catalizan la 
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fijación del CO2 y la regeneración de RuBP. Con más aporte nitrogenado, la respuesta 

directa de la gs próxima a 1 (Tabla 4.2.2) muestra que la gs fue similar con CO2 ambiente y 

elevado; con nitrógeno escaso la respuesta directa de la gs fue un aumento que varió del 4 % 

al 72 % (Tabla 4.2.2). El efecto más positivo del aumento instantáneo del CO2 en la gs de 

plantas con aporte bajo de nitrógeno que con aporte alto (Tabla 4.2.2) sugiere que la 

deficiencia de este nutriente invirtió la sensibilidad de los estomas al CO2, que se hizo 

positiva. Otros estudios han mostrado que los cambios en el estado hídrico y nutricional 

pueden modificar la respuesta de los estomas al CO2 (Norby et al., 1999; Lodge et al., 

2001). 

La adición de CK modificó el efecto directo del CO2 elevado sobre A y gs de una manera 

dependiente del aporte de nitrógeno, disminuyendo este efecto en plantas con aporte bajo de 

nitrógeno y estimulándolo o no modificándolo con aporte alto (Tabla 4.2.2). Este resultado 

implica que la limitación inducida por la baja nutrición nitrogenada restringió el uso de la 

CK para responder al CO2 elevado, lo que sugiere que con poco nitrógeno un nivel elevado 

de CK puede ser desfavorable para la actividad fotosintética, de acuerdo con los resultados 

de Yong et al. (2000), que encontraron con CO2 alto una mayor concentración de CK 

endógenas en el xilema cuando el suministro de nitrógeno era bajo. De este modo la 

deficiencia de nitrógeno produjo mayores niveles internos de CK que junto con la adición 

exógena de la hormona, originaron en esas plantas niveles supraóptimos capaces de afectar 

negativamente a la fotosíntesis. En apoyo de esta noción, Gaudino y Pikaard (1997) 

observaron que la actividad del promotor para la subunidad pequeña de la Rubisco se redujo 

por acción de niveles supraóptimos de CK. 

La respuesta de aclimatación al CO2 elevado fue diferente en plantas provistas con bajo 

que con alto suministro de nitrógeno (Tabla 4.2.2, Fig. 4.2.1). En las primeras el crecimiento 

prolongado en CO2 elevado provocó la disminución de capacidad fotosintética ya 

encontrada en el experimento de 2003 y en muchos estudios anteriores, asociada con 

reducciones de la concentración de Rubisco (Rogers & Humphries, 2000; Long et al., 2004; 

Ainsworth & Long, 2005). Con más nitrógeno se redujo la aclimatación de A y gs al CO2 

alto en todas las hojas del dosel vegetal, hasta el punto de que en la hoja a no hubo 

aclimatación negativa, sino positiva (Tabla 4.2.2, Fig. 4.2.1), como se observa en otros 

estudios con trigo, donde la aclimatación fue más fuerte en hojas inferiores que en la hoja a 

y también fue mayor con deficiencia de nitrógeno (Osborne, 1998; Adam et al., 2000; Long, 

2004). La diferente respuesta de aclimatación con deficiencia y amplitud de nitrógeno 
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implica que la disminución de capacidad fotosintética se debe a una limitación de la 

disponibilidad de nitrógeno inducida en las hojas por el crecimiento en CO2 elevado 

(Kanemoto et al., 2009). De hecho, en otros experimentos con plantas crecidas en cámara de 

crecimiento en macetas de gran tamaño (16 l) y suministro amplio y frecuente de nutrientes, 

no se observó regulación negativa de la fotosíntesis por el CO2 elevado (Geiger et al., 1999; 

Alonso et al., 2009), como sucede en la hoja a de las plantas con abundancia del nutriente. 

La aplicación de CK tuvo - como en la respuesta directa - un efecto en la respuesta de 

aclimatación de A y gs al CO2 elevado que fue negativo con suministro bajo del nutriente y 

positivo - salvo en la hoja b - con suministro alto (Tabla 4.2.2), mostrando de nuevo la 

interrelación entre nitrógeno y CK en su efecto sobre el intercambio gaseoso de las hojas 

(Yong et al., 2000). Esta interrelación se ha observado también entre la absorción de 

nitrógeno del suelo y la concentración endógena de CK (Collier et al., 2000). A su vez, el 

transporte de CK desde la raíz al tallo, así como la aplicación de CK exógena, inducen la 

expresión de Nitrato-reductasa en las hojas (Samuelson et al., 1995) y aumentan la 

absorción de nitrógeno por las raíces (Simpson et al., 1982), aunque el aumento inducido en 

la concentración de aminoácidos puede regular negativamente dicha absorción (Collier et 

al., 2003). 

La notable disminución del intercambio gaseoso inducido por la aplicación de más 

nitrógeno en plantas de CO2 ambiente, pero no de CO2 elevado (Fig. 4.2.1), podría revelar 

una toxicidad del nutriente en dosis alta. Sin embargo, con aplicación alta de nitrógeno el 

%N en las hojas no fue inferior en CO2 elevado que ambiente. La disminución de la 

humedad foliar (%H) al aumentar el aporte de nitrógeno en plantas crecidas con CO2 

ambiente y no con CO2 elevado (Fig. 4.2.18 b) sugiere un aumento del déficit hídrico que 

limita la gs y el intercambio gaseoso (Fig. 4.2.1). Este déficit pudo deberse al aumento del 

área de las hojas y otras partes de la planta con mayor aporte de nitrógeno (Tabla 4.2.12), 

que, sumado al riego limitado de este experimento, redujo la humedad del suelo en mayor 

grado que con nitrógeno escaso. La ausencia de este efecto negativo del nitrógeno 

abundante en plantas crecidas en CO2 elevado puede explicarse, bien porque la acumulación 

de azúcares no estructurales en hojas con CO2 elevado, que está ampliamente documentada 

(Krapp et al., 1993; den Hertog et al., 1996; Drake et al., 1997; Wolfe et al., 1998; Moore et 

al., 1999) incrementó su potencial hídrico, bien porque a largo plazo el CO2 elevado 

disminuyó, más que aumentar, gs, conduciendo a reducciones de la transpiración y mayor 
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conservación del agua edáfica, de acuerdo con investigaciones anteriores (Tezara et al., 

2002; Long et al., 2004; Robredo et al., 2007). 

Aunque la CK no tuvo un efecto significativo sobre el intercambio gaseoso medido a una 

misma [CO2] (Tabla 4.2.1), sí modificó las respuestas directas y de aclimatación al aumento 

de CO2 en la atmósfera, como ya se ha indicado. Dadas la relaciones entre la transpiración y 

las concentraciones de CK y nitrógeno en las hojas (Dodd et al., 2004) y el debate sobre la 

aclimatación independiente o paralela de los estomas y el mesófilo al CO2 elevado (Ball et 

al., 1987; Morison, 1998; Ainsworth & Rogers, 2007), en este experimento se analizó el 

efecto de la aplicación de CK en la relación entre gs y A empleando el modelo de Ball et al. 

(1987). El CO2 de crecimiento modificó los parámetros de la regresión (Tabla 4.2.4) y por 

tanto, desacopló la respuesta del mesófilo de la de los estomas (Leakey et al., 2006). Por sí 

misma, la adición de CK no modificó la gs para valores dados de A, como indica la 

regresión de gs sobre A·HR/Ca (Tabla 4.2.4). Pero la CK permitió que las plantas de CO2 

ambiente tuvieran la misma gs para una A dada que las de CO2 elevado, mientras que sin 

CK, la gs de las primeras fue menor (Fig. 4.2.4) y la respuesta del mesófilo y del estoma al 

CO2 no fue en paralelo. Puesto que este cambio se asoció con un aumento de la pendiente de 

la regresión de gs sobre A·HR/Ca, que representa la sensibilidad de los estomas (Ball et al., 

1987), debe concluirse que en el presente estudio la CK incrementó dicha sensibilidad en 

plantas crecidas en CO2 ambiente, propiciando esta conexión entre la asimilación de CO2 en 

el mesófilo y los estomas. En algunas especies de árboles (Lodge et al., 2001; Medlyn et al., 

2001) y en trigo a temperaturas ambientales de nuestra zona (Del Pozo et al., 2005), se ha 

encontrado que los estomas y la asimilación de CO2 responden en paralelo al CO2 elevado, 

pero con temperaturas superiores a las ambientales las respuestas de A y gs al CO2 elevado 

se desacoplan (Del Pozo et al., 2005). Medlyn et al. (2001) al analizar la aclimatación al 

CO2 en 6 especies arbóreas encontró que A y gs responden en paralelo, ya que no hubo 

cambios en los parámetros de la función, excepto en Phillyrea angustifolia cuando las 

plantas sufrieron estrés hídrico, que pudo ser nuestro caso. No obstante los estudios con 

cultivos herbáceos son menos consistentes, existiendo resultados variables (Leakey et al., 

2006).  

5.2.1.2 Contenidos de Proteína soluble y Rubisco 

El análisis del intercambio gaseoso de las hojas ha mostrado el diferente efecto del 

crecimiento en CO2 elevado con aporte bajo y alto de nitrógeno. Esta diferencia se asoció 

con disminuciones con el CO2 elevado, y aumentos con la adición de nitrógeno, en el 
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contenido de proteína Rubisco en las hojas (Tabla 4.2.8), ya sea por unidad de peso o por 

área, aunque, debido al diseño experimental, el alto umbral exigido para la significación 

estadística respecto al tratamiento con CO2; sólo se alcanzó en la hoja inferior de las 

analizadas en el dosel. Esta asociación entre aclimatación de la fotosíntesis al CO2 elevado y 

disminución de la concentración de Rubisco confirma lo observado en un gran número de 

estudios anteriores (Jacob et al., 1995; Nie et al., 1995a; Van Oosten & Besford, 1995; 

Makino et al., 1997; Sicher & Bunce, 1997; Cheng et al., 1998; Rogers & Humphries, 2000; 

Pérez et al., 2005). La similitud de efectos del CO2 elevado en las concentraciones de 

proteína Rubisco y proteína soluble total - aunque la significación para esta última pudo 

variar según la expresión en base al peso o al área foliar - indica que la aclimatación no fue 

consecuencia de una disminución selectiva de la Rubisco, sino de una reducción general de 

la proteína soluble, de acuerdo con otras investigaciones (Makino et al., 1997; Sicher & 

Bunce, 1997; Pérez et al., 2005). Similarmente, la aplicación de más nitrógeno aumentó la 

concentración de proteína Rubisco principalmente como consecuencia de un incremento de 

la proteína soluble, pero en las hojas más senescentes, b y c, aumentó también la Rubisco 

como fracción de la proteína soluble total (Tabla 4.2.8). La disminución progresiva de 

Rubisco con la posición de la hoja en el dosel del trigo se corresponde con un aumento en la 

edad de las hojas formadas secuencialmente, así como del sombreado (Osborne et al., 

1998). Nuestros resultados indican que la abundancia de nitrógeno previene la disminución 

específica de la Rubisco en el curso de la senescencia. En investigaciones anteriores se 

observó que con deficiencia de nitrógeno la Rubisco disminuye más que otras proteínas en 

el transcurso de la senescencia, mientras que con nitrógeno abundante, los descensos de 

Rubisco y otras proteínas solubles fueron similares (Martín del Molino et al., 1995).  

Las modificaciones del efecto del CO2 en el intercambio gaseoso llevadas a cabo por la 

CK, en interacción con el nitrógeno, no guardaron una relación obvia con cambios en los 

contenidos foliares de Rubisco y proteína soluble inducidos por esta hormona. Un efecto 

notable de la aspersión con CK fue disminuir la fracción de la Rubisco en la proteína 

soluble en todas las hojas del dosel vegetal (Tabla 4.2.8). La generalización de este efecto 

en el gradiente vertical de las hojas excluye una atribución a cambios en la velocidad de 

senescencia. La disminución selectiva de la Rubisco puede deberse a una inhibición parcial 

de su síntesis, o a un aumento de su degradación. Criado et al. (2009) observaron que la 

aplicación de CK invirtió la inhibición de la expresión génica para la subunidad pequeña de 

la Rubisco inducida por la deficiencia de nitrógeno, mientras que no tuvo efecto en plantas 
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con nitrógeno suficiente. En cambio, el promotor para esta subunidad se inhibió por acción 

de niveles supraóptimos de CK (Gaudino & Pikaard, 1997). Así, la disminución de la 

síntesis de Rubisco parece depender de los niveles de nitrógeno y de CK, pudiendo ser estos 

últimos demasiado altos en el presente experimento como consecuencia de su aplicación 

repetida. La reducción relativa de la Rubisco implica un incremento de otras proteínas, pero 

pocos estudios han abordado el posible aumento selectivo de alguna de ellas, como 

señalaron Stitt y Krapp (1999). 

La CK influyó similarmente sobre la proporción de Rubisco en la proteína soluble de las 

hojas de todas las posiciones del dosel, pero su efecto en las concentraciones de Rubisco y 

de proteína soluble fue diferente en la hoja a y las inferiores. Los resultados muestran una 

tendencia general de esta hormona a disminuir la proteína - Rubisco y soluble total - en 

hojas jóvenes y a aumentarla en hojas más viejas. Durante la senescencia, el nitrógeno y 

otros nutrientes de las hojas más viejas se movilizan hacia las hojas jóvenes y los órganos 

reproductivos (Martín del Molino et al., 1995; Jordi et al., 2000). La CK pareció alterar esta 

pauta y aumentar la retención de compuestos nitrogenados en las hojas de más edad, como 

se discutirá al tratar de la distribución del nitrógeno entre los diferentes órganos de la planta. 

En plantas transgénicas de tabaco con síntesis de CK estimulada en las hojas más viejas, se 

observó el mismo contraste que en nuestro experimento entre hojas jóvenes y viejas en la 

concentración de proteína y Rubisco (Jordi et al., 2000). 

5.2.1.3 Contenidos de nitrógeno  

Los efectos del CO2 elevado en la proteína se correspondieron con los producidos en el 

nitrógeno total de los diversos órganos de la planta, aunque nuevamente la significación de 

estos efectos fue débil debido al alto umbral exigido por el diseño estadístico. El CO2 

elevado redujo los contenidos de nitrógeno expresados tanto en base al peso como al área de 

las diversas partes de la planta (Tabla 4.2.10). La disminución de la fotosíntesis por el 

crecimiento en CO2 elevado se asocia siempre con una disminución del contenido de 

nitrógeno de las hojas (Conroy & Hocking, 1993; Tissue et al., 1993; Delgado et al., 1994; 

Rogers et al., 1996). Se ha propuesto que la disminución del nitrógeno en plantas crecidas 

en CO2 elevado se debe a una dilución del nutriente en la mayor biomasa producida en estas 

condiciones (Drake et al., 1997; Farage et al., 1998; Stitt & Krapp, 1999; Rogers et al., 

2006), porque la absorción de nitrógeno del suelo no aumenta en proporción al incremento 

de la asimilación de CO2 (Nie et al., 1995b; Geiger et al. 1999). Los contenidos de 

nitrógeno expresados en base al área no sen ven afectados por una eventual dilución en la 
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biomasa, y permiten concluir que en nuestro experimento el CO2 elevado provocó una 

reducción, y no sólo una dilución de los niveles de este nutriente en las hojas. El estudio de 

la cantidad de nitrógeno en toda la parte aérea y de la fracción del mismo en los diferentes 

órganos permite decidir si esa disminución del nutriente en los tejidos obedece a una menor 

exportación del nitrógeno del suelo o a cambios en la distribución del nutriente entre 

órganos. El crecimiento con CO2 atmosférico elevado aumentó ligeramente, más que 

disminuir, la cantidad total de nitrógeno en la parte aérea (Tabla 4.2.10), lo que excluye, en 

contraste con el experimento de 2003, una disminución de la absorción del nutriente como 

la discutida por Taub y Wang (2008). En cambio, el CO2 elevado redujo la asignación de 

nitrógeno a las hojas y aumentó su adscripción al tallo y la espiga como en 2003, una 

redistribución que concuerda con estudios precedentes (Makino et al., 1997; Nakano et al., 

1997) y sugiere una aceleración del crecimiento inducida por el CO2 elevado (Ludewig & 

Sonnewald, 2000; Long et al., 2004), con la consiguiente movilización del nitrógeno foliar 

hacia el tallo y la espiga en elongación. Por tanto, un cambio con el CO2 de crecimiento en 

la distribución del nitrógeno en la planta, debido a la aceleración del desarrollo, es el 

causante de la disminución en la concentración de nitrógeno en las hojas jóvenes más 

activas en la fotosíntesis. En 2006, en contraste con 2003, no hubo una relación significativa 

entre NA y E - no mostrado -. Más aún, en 2006 las plantas de CO2 elevado tuvieron mayor 

gs y presumiblemente mayor E, que podría aumentar el flujo de masas y de nitrógeno en el 

suelo, pero no absorbieron significativamente más nutriente. Similarmente, el nitrógeno 

abundante en combinación con CO2 ambiente redujo el intercambio gaseoso y, sin embargo, 

sí aumentó el contenido de nitrógeno en la planta independientemente de la [CO2] de 

crecimiento. Puede que la E tenga un menor papel en la absorción de nitrógeno cuando éste 

es más abundante en el suelo, como ocurrió en 2006 en comparación con los otros años.  

 Como cabría esperar, los aumentos de proteína Rubisco y proteína soluble inducidos por 

la aplicación de más nitrógeno al suelo se correspondieron con aumentos - con variable 

significación estadística - del contenido de nitrógeno por unidad de peso (%N) y de área 

(NA) en todas las partes de la planta. El aumento con la aplicación de más nitrógeno de la 

concentración del mismo en los tejidos vegetales fue consecuencia de mayor absorción 

desde el suelo, como indica el incremento en la cantidad total de nitrógeno en la parte aérea 

de la planta (Tabla 4.2.10). Esta es una respuesta generalizada a la disponibilidad de 

nutrientes en el medio de la raíz (Pérez et al., 1983). Además, la adición de más nitrógeno 

alteró la distribución de este nutriente entre órganos, aumentando su asignación a las hojas 
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superiores en detrimento, principalmente, del tallo (Fig. 4.2.13). Esta disminución de la 

adscripción de nitrógeno al tallo confirma la encontrada en 2003 en la porción del mismo 

por debajo del último entrenudo (Fig. 4.1.4 c). También se confirma la mayor cuota del 

nitrógeno total recuperada en la última hoja en CO2 ambiente, pero, a diferencia con los 

resultados de 2003 y los de Makino et al. (1997), en 2006 la adición de más nitrógeno 

también aumentó la asignación de nitrógeno a las hojas más jóvenes en CO2 elevado. Así, el 

aumento de nitrógeno total en la planta no implica siempre mayor asignación a las hojas 

más jóvenes, pero la mayor cantidad de nitrógeno total por planta en 2006 que en 2003 

(Tabla 4.2.10 y Fig. 4.1.4 b, respectivamente) podría sugerir que, por encima de cierto 

umbral de nitrógeno en la parte aérea, se adscribe mayor fracción de este nitrógeno a dichas 

hojas. Esto podría explicar la falta de aclimatación al CO2 elevado con nitrógeno abundante 

en 2006, mientras que en otros estudios la aclimatación se observó igualmente (Martínez-

Carrasco et al., 2005), o en menor medida (Del Pozo et al., 2005; 2007) con suministro 

abundante que escaso de nitrógeno. Cabe señalar que la adición de más nitrógeno y el CO2 

elevado tuvieron efectos opuestos, tanto en el reparto del nitrógeno en la planta, como en el 

nitrógeno foliar.  

Los efectos de la CK en los contenidos de nitrógeno fueron generalmente similares a los 

descritos para los contenidos de proteína soluble y Rubisco. Los contenidos de nitrógeno, 

tanto el Nt como el expresado en materia seca o %N, así como la distribución del nitrógeno 

de la parte aérea entre órganos o Nd (Tabla 4.2.10, Fig. 4.2.13) indican que la aplicación de 

CK - que tendió a aumentar la incorporación de nitrógeno a la parte aérea - aumentó la 

asignación de este nutriente a las hojas senescentes y, en menor medida, al tallo; esto indica 

que la hormona aumenta la retención de compuestos nitrogenados en las partes de la planta 

de más edad, de conformidad con observaciones precedentes (Jordi et al., 2000).  

La disminución con el CO2 elevado del %N encontrada en la antesis persistió hasta la 

madurez en los granos, las estructuras de la espiga y el tallo y las hojas. Que este efecto en 

el grano sólo fuera significativo con la aplicación de CK (Fig. 4.2.14) se debió a que con el 

CO2 elevado hubo un incremento ligeramente menor en la cantidad de nitrógeno por órgano 

(Nt), y ligeramente mayor en el peso seco, en plantas con CK que sin ella (Tabla 4.2.10, 

Tabla 4.2.12). No sólo el %N, sino también el Nt mostró una respuesta al CO2 en la 

madurez similar a la observada en la antesis: el crecimiento en CO2 elevado tendió a 

aumentar, más que a disminuir, el nitrógeno en los órganos aéreos, confirmando que la 

absorción del nutriente no disminuyó como en 2003 y en otros estudios - revisados por Taub 
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y Wang (2008) -. Esto revela que el %N disminuyó en CO2 elevado como consecuencia de 

una dilución del nutriente en la materia seca ligeramente mayor en CO2 elevado que 

ambiente (Stitt, 1991; Taub & Wang, 2008). La mayor asignación del nitrógeno total a la 

espiga con CO2 elevado que se observó en la antesis todavía se observó en la madurez, 

aunque no alcanzó significación. Los datos de las dos fechas de muestreo en 2006, y su 

comparación con 2003, sugieren que el crecimiento en CO2 elevado puede reducir o no el 

nitrógeno total de la parte aérea en función de su disponibilidad en el medio de la raíz, que 

probablemente fue mayor en 2006, al haberse aplicado al suelo una mayor cantidad del 

nutriente. De acuerdo con esto, Makino et al. (1997) concluyeron que la estimulación inicial 

de la absorción de nitrógeno causada por el CO2 elevado desapareció más tarde por 

agotamiento del nutriente en el medio.  

Los efectos positivos de la adición de más nitrógeno en la concentración de nitrógeno y 

su cantidad por órgano y en toda la parte aérea, en la madurez (Tabla 4.2.10), fueron 

similares, en términos generales, a los encontrados en la antesis. Cabe señalar que el 

nitrógeno total en la parte aérea no llegó a ser significativamente mayor con nitrógeno 

abundante que escaso, en contraste con lo observado en la antesis. Este cambio se debió a 

que, en el intervalo entre las dos fases de crecimiento, las plantas adquirieron relativamente 

menos nitrógeno del suelo con la dosis alta de aplicación del nutriente. Posiblemente, el 

mayor estrés hídrico padecido por estas plantas, como ya se ha expuesto, limitase su 

crecimiento - véase más abajo - y absorción del nutriente durante la etapa de crecimiento del 

grano. La dosis alta de fertilizante nitrogenado cambió también la distribución del nutriente 

entre órganos, reduciendo su adscripción al grano y aumentando su retención en los órganos 

vegetativos, de acuerdo con los resultados de Pérez et al. (1983), que concluyeron que la 

espiga tiene una capacidad limitada para acumular nitrógeno. 

La CK aumentó la concentración de nitrógeno del grano y las estructuras de la espiga en 

la madurez con CO2 ambiente, pero no con CO2 elevado (Fig. 4.2.14), porque con el 

primero incrementó Nt sin cambiar apreciablemente el peso, mientras que con CO2 elevado 

redujo ligeramente Nt sin efectos en el peso. Aunque el nitrógeno total de la parte aérea fue 

ligeramente superior en presencia de CK (ns), indicando una mayor absorción del nutriente. 

Los resultados sobre la cantidad de nitrógeno por órgano y la distribución del nutriente entre 

órganos (Tabla 4.2.10) indican que con CK existió una menor movilización de recursos 

desde las partes senescentes hacia los sumideros, tanto en antesis como en la madurez, que 

podría reflejar un retraso de la senescencia de los niveles foliares más sombreados, los 
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cuales en condiciones normales reciben progresivamente menos CK con el torrente 

transpiratorio (Aloni et al., 2005; Boonman et al., 2007). 

5.2.1.4 Contenido de clorofila  

La concentraciones foliares de clorofila y nitrógeno están frecuentemente asociadas, 

como se ha encontrado en el experimento de 2003 (Fig. 4.1.5 c) y en otros estudios (Evans 

et al., 1993; Osborne et al., 1998; Del Pozo et al., 2007). Las concentraciones de Chl a+b, 

Chl a y Chl b en las hojas b y c disminuyeron - con mayor o menor significación estadística 

- con el aumento de CO2, como lo hizo el contenido de nitrógeno (Tabla 4.2.6), pero en la 

hoja a la clorofila, a diferencia con el nitrógeno total, no disminuyó con el enriquecimiento 

del aire en CO2. Que en esta hoja el nitrógeno, la proteína soluble y la proteína Rubisco 

disminuyeran con el CO2 elevado, mientras que la Chl no lo hiciera, parece indicar que hubo 

un cambio en la distribución del nitrógeno entre procesos fotosintéticos, con mayor 

asignación a la Chl y a las proteínas de los tilacoides con las que toda ella está enlazada 

(Markwell et al., 1979). Más aún, la comparación de las Tablas 4.2.6 y 4.2.8 revela que 

tanto en la hoja a como en las inferiores, el CO2 elevado aumentó la relación entre clorofila 

y proteína Rubisco, que apunta a una disminución de la capacidad de carboxilación 

acompañada de un aumento de la capacidad fotoquímica. Este cambio inducido por el CO2 

elevado coincide con el observado en estudios anteriores en condiciones ambientales 

similares (Pérez et al., 2007; Gutiérrez et al., 2009a). Un cambio en el balance entre 

Rubisco y transporte de electrones con el enriquecimiento en CO2 de la atmósfera no está de 

acuerdo con algunos resultados (Sage et al., 1995; Nakano et al., 1997), pero concuerda con 

las observaciones de Makino et al. (1997b), Mitchell et al. (2000) y Osborne et al. (1998). 

En contraste con el enriquecimiento en CO2, el aumento del suministro de nitrógeno 

incrementó las concentraciones de Chl en todas las hojas analizadas, de acuerdo con la 

relación entre ambos parámetros indicada anteriormente. La adición de más nitrógeno no 

alteró el balance entre Chl y Rubisco o nitrógeno total (Tablas 4.2.6, 4.2.8, 4.2.10) en las 

dos hojas superiores, pero lo disminuyó en la hoja c, probablemente como consecuencia del 

aumento específico de la Rubisco en las hojas de más edad inducido por el nitrógeno, que 

antes se ha expuesto. 

La respuesta de la concentración de clorofilas a la aplicación de CK, con tendencias a 

disminuir en las hojas superiores y a aumentar en la hoja c, se asemejó a las respuestas de la 

Rubisco y el nitrógeno foliar, mostrando nuevamente la relación general entre clorofila y 
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nitrógeno foliares y el efecto de la hormona aumentando la retención en las hojas más viejas 

de compuestos nitrogenados que propiciaron una concentración más alta de clorofilas. La 

razón Chl/Rubisco tendió a disminuir con la aplicación de CK sólo en la hoja b, sugiriendo 

menor partición de nitrógeno hacia estos pigmentos; no está clara la causa de esta 

diferencia. La razón entre Chl y nitrógeno en base al peso seco foliar mostró una 

disminución con la CK en la hoja c, que muestra que la retención del nitrógeno en hojas 

senescentes inducida por la hormona no aumentó la Chl en esta hoja en proporción con el 

nutriente.  

5.2.1.5 Parámetros de crecimiento 

En la antesis del cultivo de 2006, las respuestas de la superficie verde al CO2 elevado 

fueron un aumento significativo en la espiga, la misma tendencia en el tallo, y ningún 

cambio en las hojas (Tabla 4.2.12). El aumento del CO2 en la atmósfera, por estimular la 

fijación neta del mismo, puede dar lugar a un aumento del crecimiento y por tanto a mayor 

velocidad inicial de producción de superficie verde, que a su vez incrementa la fotosíntesis 

por unidad de superficie de suelo; en cultivos con cobertura completa del suelo por el dosel 

vegetal, el crecimiento en superficie verde cobra una significación menor (Long et al., 

2004). Así, algunos han encontrado que la superficie verde de las plantas aumenta en CO2 

alto, pero principalmente como consecuencia de su duración o persistencia (Mulholand et 

al., 1997). Por el contrario, se ha observado que a largo plazo el CO2 elevado no cambia el 

área foliar por unidad de superficie de suelo (Long et al., 2004; Ainsworth & Long, 2005). 

La falta de efectos en el área de las hojas en nuestro experimento es coherente con esta 

observación. El aumento del área de la espiga en la fase de la antesis refleja, probablemente, 

la mayor precocidad en el crecimiento inducida por el CO2 elevado; es decir, las espigas 

tuvieron más área que en CO2 ambiente porque iniciaron antes la emergencia y la expansión 

posterior. Esto fue acompañado de una más pronta elongación del último entrenudo del 

tallo, reflejada en su tendencia a un área mayor (Tabla 4.2.12).  

La estimulación del área de todas las partes de la planta con la aplicación de más 

nitrógeno, en contrate con el CO2 elevado, confirma el efecto observado en estudios 

realizados desde tiempo atrás (Pearman et al., 1977). En las hojas más viejas, este efecto del 

nitrógeno sólo fue positivo en las plantas de CO2 elevado, posiblemente porque estas hojas 

están más desprovistas del nutriente que en CO2 ambiente, como consecuencia de la mayor 

asignación del mismo al tallo en elongación y la espiga inducida por el CO2 elevado. 
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La aplicación de CK se ha mostrado que aumenta la superficie foliar, tanto aumentando 

el número de tallos por planta (Tomkins & Hall, 1991), como la expansión foliar 

directamente (Ulvskov et al., 1992), de modo no ligado a cambios en la importación o el 

metabolismo de carbohidratos (Nielsen & Ulvskov, 1992) o en la retención de compuestos 

nitrogenados, que se había asociado previamente con la CK (Ulvskov et al., 1992). En el 

experimento de 2006 no se observaron estos efectos positivos de la CK en el área del tallo o 

las hojas - cuyo área se redujo -, pero sí en la de la espiga de plantas que recibieron la dosis 

baja de nitrógeno, lo que parece indicar que la hormona aceleró la emergencia y expansión 

de este órgano, como lo hizo el CO2 elevado. 

La estimulación de la fotosíntesis con el aumento del CO2 de la atmósfera debería 

reflejarse en un incremento de la biomasa, pero tuvo sólo un efecto marginal en el peso seco 

de las dos hojas superiores, con cambios opuestos dependiendo de la aplicación de 

nitrógeno (Fig. 4.2.18 a). La causa de este efecto negativo, observado con nitrógeno alto, 

tanto en el peso seco como en el LMA (Fig. 4.2.17 e), no es clara. Aunque la fotosíntesis 

foliar saturada por la luz aumenta alrededor de un 24 % en CO2 elevado (Long et al., 2006), 

como promedio de muchos estudios, la producción de biomasa de un cultivo de trigo 

aumenta sólo entre 13 y 16 % (Long et al., 2006; Tubiello et al., 2007), que es similar al 

incremento estadísticamente no significativo encontrado en este estudio. Parte del peso de 

un órgano es agua; como se ha indicado anteriormente, el CO2 elevado aumentó el %H en 

hojas de plantas que recibieron nitrógeno alto, cuyo mayor desarrollo pareció inducir un 

déficit hídrico en CO2 ambiente. Un posible aumento del potencial hídrico, por el aumento 

de la concentración de carbohidratos, o un cierre de los estomas a largo plazo en CO2 

elevado, explicarían este aumento del %H. Se ha observado frecuentemente un aumento de 

LMA en respuesta al aumento del CO2 atmosférico (Curtis, 1996; Roderick et al., 1999), en 

asociación con una acumulación de azúcares no estructurales (Radoglou & Jarvis, 1992; Nie 

et al., 1995a; Moore et al., 1999; Pérez et al., 2005). A diferencia con dichos antecedentes, 

en este experimento el CO2 elevado no alteró el LMA en las hojas jóvenes o más bien lo 

disminuyó, como en la hoja b con nitrógeno abundante (Fig. 4.2.17 e). El aumento del LMA 

en el resto de las hojas es mayoritariamente consecuencia de que incluye el peso de todas las 

hojas, incluyendo las que estaban muertas, y sólo el área de las porciones todavía verdes. En 

cultivos de trigo en condiciones similares a las de este experimento de 2006, se ha 

encontrado también una disminución del LMA con el incremento de [CO2] en la atmósfera, 
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que se ha atribuido a disminuciones en componentes estructurales de las hojas (Gutiérrez et 

al., 2009b).  

El aumento de los pesos fresco y seco de todas las partes de la planta y especialmente en 

las dos hojas superiores, inducido por la aplicación de una dosis alta de nitrógeno, fue 

mayor en CO2 ambiente que elevado (Fig. 4.2.18 a). Este efecto interactivo puede estar 

relacionado con la menor asignación de nitrógeno a las hojas a y b inducida por el CO2 

elevado, que pudo limitar el crecimiento de estas hojas. El nitrógeno aumenta el peso como 

consecuencia, principalmente, del incremento provocado en la superficie verde (Thorne, 

1974), que aumenta la fijación de CO2 y la acumulación de materia seca en toda la planta, y 

también como consecuencia de la estimulación de la fotosíntesis por unidad de superficie 

verde. La dosis alta de nitrógeno redujo el %H de las hojas jóvenes, más expuestas a la 

radiación y con más intercambio gaseoso que las basales, en plantas crecidas en CO2 

ambiente (Fig. 4.2.18 b). La causa de este cambio inducido por el nitrógeno fue, como se ha 

expuesto anteriormente, el aumento de superficie verde, que estimuló la transpiración del 

cultivo conduciendo en fases avanzadas del crecimiento, con el riego limitado de este 

experimento, a mayor agotamiento del agua del suelo que en el cultivo con poco nitrógeno. 

El CO2 elevado pudo aliviar este déficit hídrico y la disminución consiguiente del %H por 

los mecanismos sugeridos anteriormente. El incremento del LMA inducido por la aplicación 

de más nitrógeno confirma observaciones anteriores de aumentos con el nitrógeno en el 

grosor, la masa seca por unidad de superficie y la densidad de las hojas (Rademacher & 

Nelson, 2001; Gutiérrez et al. 2009b) debido a un incremento de los compuestos 

estructurales (Luo et al., 2006; Pitre et al., 2007; Gutiérrez et al. 2009b).

La CK redujo el tamaño de la parte aérea, excepto de la espiga, siendo las plantas 

visualmente más pequeñas. El aumento de la precocidad en la emergencia y expansión de la 

espiga fue probablemente la causa del incremento del peso de este órgano inducido por la 

aspersión con CK, que fue paralelo al de su área (Tabla 4.2.12, Fig. 4.2.17 a). Aunque la CK 

no produjo cambios significativos en el peso de otros órganos, redujo el %H de las hojas a y 

b, sugiriendo que este tratamiento aumentó su déficit hídrico. Se ha encontrado que el 

aumento de concentración de CK en el tallo estimula la gs y la E en condiciones de baja 

demanda evaporativa, requiriéndose un aumento en la capacidad de absorción de agua para 

mantener una transpiración incrementada (Visotskaya et al., 2003). La aplicación exógena 

de CK aumenta también la E (Dodd, 2003) y de este modo es posible que la aspersión de 

CK elevase la E, provocando mayor déficit hídrico en fases avanzadas del cultivo, dada la 
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escasez del riego. La Figura 4.2.1 sugiere un aumento de transpiración con la CK, aunque el 

efecto no alcanzó significación estadística. Al disminuir el área y el %H de las hojas a y b 

sin modificar al mismo tiempo el peso seco de las mismas (Fig. 4.2.17 a, b), la CK aumentó 

el LMA y el Pf:A de estos estratos foliares (Tabla 4.2.12). Así el efecto más acusado de la 

hormona en hojas jóvenes fue un cambio en la morfología foliar, en cambio, en las partes de 

la planta con más edad como el tallo o el resto de hojas, la CK no modificó su área ni peso 

seco (Fig. 4.2.17 a, b). 

El aumento de peso seco provocado por el CO2 elevado observado en la antesis se 

acrecentó en la madurez, aunque el efecto no alcanzó significación estadística. El transcurso 

del tiempo con el efecto fertilizante del CO2 condujo a mayor fijación de carbono y 

acumulación incrementada de biomasa entre las dos fases del crecimiento. En 

investigaciones anteriores con condiciones ambientales similares a las de este experimento, 

la respuesta del peso seco total de la planta al aumento del CO2 fue también mayor en la 

madurez que en la emergencia de la espiga (Gutiérrez et al., 2009a). En contraste, en otros 

estudios el CO2 elevado aumentó la velocidad de crecimiento en fases juveniles del 

desarrollo, pero no (Geiger et al., 1998), o en menor medida (Kim et al., 2003) en plantas de 

más edad, de modo que la mayor biomasa final de las plantas con el enriquecimiento en CO2 

refleja en mayor o menor medida un crecimiento más rápido en una etapa anterior (Geiger et 

al., 1998). El incremento de alrededor de 30 % en la biomasa total y la producción de grano 

en la madurez inducido por el CO2 elevado fue muy similar al encontrado en una revisión de 

numerosos experimentos con trigo (Amthor, 2001) y otras especies (Kimball, 1983), pero 

notablemente mayor que en otros estudios con diversas especies (Kim et al., 2003; Long et 

al., 2006; Tubiello et al., 2007; Gutiérrez et al., 2009a). Estas discrepancias se han 

explicado en buena parte en base a las [CO2] que se consideran como ambiente y elevada y 

al tipo de respuesta al CO2 - lineal o hiperbólica - usada en las estimaciones (Tubiello et al., 

2007). 

 Los efectos en el peso seco de la adición de más nitrógeno observados en la antesis 

desaparecieron en la madurez (Tabla 4.2.12), lo que sugiere que la duración de la superficie 

verde después de la antesis se acortó con la dosis alta del fertilizante, limitando la 

fotosíntesis neta del cultivo. Esta duración, que equivale a la integral de la superficie 

fotosintética en el intervalo de crecimiento, se ha señalado como un factor determinante de 

la producción de biomasa de un cultivo (Thorne, 1974). Es posible que el déficit hídrico en 

las plantas con más nitrógeno, y mayor superficie foliar en la antesis, determinase la menor 
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persistencia de su área verde después de la antesis. La atenuación de este déficit hídrico con 

el CO2 elevado encontrada en la antesis pudo desaparecer, como las diferencias en el 

intercambio gaseoso (Martínez-Carrasco et al., 2005; Gutiérrez et al., 2009a), al avanzar el 

crecimiento.  

El efecto positivo de la aspersión con CK en el peso de la espiga durante la antesis sólo 

se mantuvo en las estructuras vegetativas de la misma - glumas y raquis - en la madurez 

(Tabla 4.2.12), sugiriendo que esta hormona no aumentó los asimilados para llenar el grano.  

5.2.2.  Experimento de 2007 

5.2.2.1 Intercambio gaseoso 

En el año 2007, a corto plazo el CO2 elevado ocasionó incrementos sobre la A del 50 % 

al 164 % en la emergencia de la espiga y del 45 % al 70 % después de la antesis (Tabla 

4.2.3), dependiendo de los distintos estratos foliares, dosis de nitrógeno y adición o no de 

CK. Este efecto directo del CO2 fue, por tanto, similar al de 2003 y menor que el de 2006, 

reflejando probablemente cambios en la capacidad fotosintética asociados con el menor 

contenido de nitrógeno de las plantas que en 2006, como se discutirá después. Pero, al 

contrario que en este último año, hubo moderados descensos con el CO2 elevado de la gs - 

que fueron más patentes en la etapa posterior a la antesis - (Tabla 4.2.3). Por tanto en 2007 

la elevación puntual de la [CO2] favoreció la carboxilación por la Rubisco, de acuerdo con 

lo encontrado en los dos años precedentes, y por los motivos ya expuestos. Pero, como en el 

experimento de 2003 y a diferencia con el de 2006, a corto plazo el CO2 elevado, indujo un 

cierre estomático que generalmente fue de mayor magnitud al avanzar el desarrollo. Esta es 

una respuesta frecuente en la bibliografía, ya citada anteriormente, y muy extendida dentro 

de la mayoría de las angiospermas (Brodribb et al., 2009). En la emergencia de la espiga el 

mayor aporte de nitrógeno favoreció, como en 2006, el efecto del aumento instantáneo del 

CO2 en la carboxilación, pero sólo en la hoja a, y sin modificar el efecto del CO2 en la gs 

(Tabla 4.2.3). La influencia del nitrógeno no fue, por tanto, en la difusión del CO2 hasta el 

cloroplasto, sino en las reacciones del mesófilo, cuyas enzimas aumentan con la 

disponibilidad del nutriente (Evans, 1989; Hikosaka, 2004). En contraste, la aplicación de 

más nitrógeno disminuyó en esta fase las respuestas de A y gs al aumento instantáneo de 

CO2 en las hojas b y c, por efectos en la difusión del CO2 a través de los estomas, como 

indica la menor respuesta directa de la gs al CO2 con nitrógeno abundante que escaso (Tabla 

4.2.3). En la antesis también se produjo este descenso con el nitrógeno, debido a la difusión 
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gaseosa, de la respuesta directa al CO2, tanto en la hoja b como en la a, pero sólo en plantas 

sin CK. Los resultados indican que, a través de un efecto en la apertura de los estomas, esta 

hormona potenció en fases avanzadas del desarrollo el efecto positivo del nitrógeno en la 

respuesta directa al CO2. Además, y excepto con deficiencia de nitrógeno en la antesis, la 

CK favoreció de por sí la respuesta directa de A al aumento del CO2, mejorando la respuesta 

de gs; aunque no se excluye un posible efecto en la capacidad de carboxilación. Este papel 

de la CK en la conductancia es coherente con el efecto positivo de los niveles endógenos de 

la hormona (Visotskaya et al., 2003) y de la aplicación exógena de la misma (Dodd, 2003) 

en la transpiración. 

Las respuestas de aclimatación de A y gs, menores que 1 con pocas excepciones, (Tabla 

4.2.3) en los dos estadios de crecimiento indican que, el CO2 alto a largo plazo disminuye el 

intercambio gaseoso, confirmando los resultados de años anteriores y los de otros autores ya 

citados. Esta aclimatación negativa se minoró en todos los estratos foliares, tanto en la 

emergencia de la espiga como en la antesis, con el mayor suministro de nitrógeno, 

indicando como en 2003 y 2006, que la limitación por disponibilidad del nutriente pudo ser 

la causa del descenso de la capacidad fotosintética con CO2 elevado, aunque a diferencia del 

2006, esta mayor dosis del nutriente no evitó el cierre de estomas, excepto en la hoja a de 

plantas que a la vez recibieron CK. El aumento con CK de la respuesta de aclimatación de A 

al CO2 - menor regulación negativa - de la hoja a se observó con ambas dosis de nitrógeno 

en la emergencia de la espiga y con nitrógeno alto después de la antesis, y fue paralelo al 

efecto de la hormona en la respuesta de aclimatación de gs, sugiriendo que el primero se 

debió a una estimulación de la conductancia por parte de la CK, como se ha discutido para 

la respuesta directa al CO2.  La ausencia de efecto positivo de la CK con nitrógeno escaso 

en la hoja a durante antesis, puede indicar que al avanzar el desarrollo la deficiencia del 

nutriente fue más acusada, aunque en la hoja b se invirtieron las tendencias con el uso de 

CK, disminuyendo la aclimatación con dosis bajas del nutriente y aumentando si la dosis era 

superior (Tabla 4.2.3). No está claro por qué la interacción CK x N se invirtió en dichos 

estratos del dosel, ni por qué la hormona no tuvo, en general, efectos positivos en las hojas 

inferiores. 

La dependencia respecto al nitrógeno del efecto del CO2 elevado se deduce claramente de 

la comparación de las respuestas netas al CO2, que con dosis alta del nutriente fueron 

mayores que 1 y con dosis baja generalmente menores. La pauta de cambio con la CK en las 
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respuestas netas de A y gs al CO2 no fue, en cambio, constante, impidiendo una 

generalización sobre su efecto. 

El modelo empírico de Ball et al. (1987) permite predecir la gs en base a una función 

lineal de A, que incluye la [CO2] y la humedad atmosférica, así como analizar si la 

sensibilidad del estoma al CO2 se ha modificado (Leakey et al., 2006; Aisworth & Rogers, 

2007). En la emergencia de la espiga del 2007 el crecimiento prolongado con el doble de 

[CO2] no modificó la sensibilidad de los estomas y sólo fue significativa una recta común, 

como se ha puesto de manifiesto en otros estudios (Kellomaki & Wang, 1997, Strassemeyer 

& Forstreuter, 1997; Liozon et al, 2000). Tampoco fue afectada la regresión por el aporte 

nitrogenado, indicando que la fotosíntesis y la gs respondieron en paralelo al CO2 (Medllyn, 

2001). Las diversas regresiones estudiadas, ya sea con todos los datos en su conjunto, o 

separadamente en cada [CO2] y hoja del dosel, indican que la aplicación de CK aumentó la 

gs para valores dados de A·Hr/Ca (Tabla 4.2.4, Fig. 4.2.5 a), y estimuló la sensibilidad de los 

estomas al CO2, puesto que aumentó la pendiente de la regresión (Tabla 4.2.4, Fig. 4.2.5 b) 

alcanzando valores incluso superiores a los obtenidos con CO2 ambiente. En la antesis, en 

cambio, la CK por sí sola no afectó a la regresión, pero el CO2 elevado la modificó o no en 

función de la aplicación de esta hormona (Tabla 4.2.4). Así, la aplicación de CK previno la 

disminución de gs para valores dados de A provocada en plantas control por el CO2 elevado 

(Fig. 4.2.5 c). Considerados conjuntamente, los resultado de 2006 y 2007 muestran un papel 

directo de la CK estimulando la conductancia para valores dados de A en fases tempranas 

del crecimiento - emergencia de la espiga en 2007 -, y un papel indirecto, anulando el 

cambio en la relación gs - A·Hr/Ca inducido por el CO2 elevado, en la antesis de 2006 y 

2007.  

 

5.2.2.2 Respuesta de la Fluorescencia de la clorofila 

El descenso de Fv’:Fm’ provocado por el CO2 elevado con dosis bajas de nitrógeno en la 

emergencia de la espiga y con ambas dosis de nitrógeno en la antesis (Tabla 4.2.5, Fig. 

4.2.6), implica una reducción de la eficiencia en la transferencia de energía de excitación 

desde la antena hasta el centro de reacción del PSII, que puede superarse en hojas jóvenes, 

pero no en hojas avanzadas en su crecimiento, con un suministro alto de nitrógeno. Los 

cambios en Fv’:Fm’ con el CO2 elevado en función del nitrógeno se asociaron con las 

modificaciones de la concentración de clorofila que se discuten más adelante, lo que sugiere 
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aumentos iniciales - hoja a en la emergencia de la espiga - del aparato fotoquímico con CO2 

elevado y nitrógeno alto. Las respuestas al CO2 de la eficiencia fotoquímica que se han 

encontrado previamente incluyen: (a) sólo cambios pequeños a pesar de una disminución 

del contenido de Rubisco (Tezara et al. 2002); (b) ningún cambio en Fv’:Fm’ (Habash et al., 

1995; Hymus et al.,1999); (c) aumentos tanto en la eficiencia fotoquímica como en la 

capacidad de carboxilación (Zhang & Dang 2006); y (d) aumentos de la eficiencia 

fotoquímica junto con disminuciones de la capacidad de carboxilación (Gutiérrez et al., 

2009a). A diferencia con Fv’:Fm’, qP no disminuyó con el CO2 elevado en plantas con 

nitrógeno bajo y sí lo hizo con nitrógeno alto, en la emergencia de la espiga (Fig. 4.2.6). En 

experimentos en condiciones similares a los de este estudio, en la emergencia de la espiga 

del trigo el CO2 elevado aumentó Fv’:Fm’ y disminuyó qP (Martínez-Carrasco et al., 2005). 

Generalmente, qP se ve mucho más afectado por la capacidad de uso de los productos del 

transporte de e- que por cambios en la disipación no fotoquímica de la energía de excitación 

(Baker et al., 2007). Esto sugiere que la capacidad de asimilación de carbono en CO2 

elevado limitó el consumo de NADPH y ATP relativamente más con la aplicación alta de 

nitrógeno que con la baja, lo que condujo al cierre con la primera de una mayor proporción 

de centros del PSII, que se relaciona con qP. El aumento con CO2 elevado de la razón 

clorofila/Rubisco en esta fase del crecimiento, que se discute después, puede explicar esta 

limitación relativa de la capacidad de carboxilación frente a la de transporte de e-. Después 

de la antesis, con menor eficiencia fotoquímica máxima con alto [CO2] en ambas dosis de 

nitrógeno (Fig. 4.2.8), lo cual redujo la capacidad de formación de productos finales del 

transporte de e-, el uso de éstos no estuvo tan restringido, de modo que la proporción de 

centros del PSII abiertos fue más alta que con CO2 ambiente. Las respuestas al CO2 elevado 

de Fv’:Fm’ y qP que se han discutido condujeron a una disminución del rendimiento 

cuántico del transporte de e- (Φ) en la emergencia de la espiga y a poco cambio o una 

tendencia a aumentar después de la antesis. La aclimatación fotosintética al CO2 elevado se 

ha encontrado en algunos casos que conduce a una disminución de la velocidad de 

transporte de e- (Spunda et al., 1998; Aranda et al., 2006). Con mayor adición de nitrógeno 

se puede sintetizar mayor cantidad de componentes del aparato fotosintético (Foyer et al., 

1994), aumentando así la eficiencia fotoquímica, como se observó con CO2 alto en la 

emergencia de la espiga en asociación con aumentos de la cantidad de clorofila - véase más 

adelante -. Sin embargo, en plantas con CO2 elevado, limitadas en la capacidad de 

asimilación de CO2, esto fue acompañado de mayor cierre de centros del PSII - disminución 

de qP - en la emergencia de la espiga.  
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Los efectos de la CK en la fluorescencia de la clorofila fueron escasos, limitándose a una 

disminución del rendimiento cuántico de transporte de e- en la hoja a en la emergencia de la 

espiga (Tabla 4.2.5, Fig. 4.2.7). Esto fue resultado de tendencias a la disminución tanto de 

Fv’:Fm’ como de qP (Fig. 4.2.7). No se encontró una relación entre los contenidos de 

clorofila y estos efectos de la CK, que podrían relacionarse con la tendencia de la hormona a 

disminuir la concentración de Rubisco, como se discutirá después. 

 

5.2.2.3 Contenidos de Proteína soluble y Rubisco 

La disminución de la capacidad fotosintética o aclimatación al CO2 elevado (Fig. 4.2.2, 

Fig. 4.2.3) fue probablemente una consecuencia del descenso - con significación variable 

con la posición en el dosel vegetal, la fase de crecimiento y la expresión por peso o por área 

- de la concentración de Rubisco (Tabla 4.2.9). Esta asociación confirma la encontrada en 

2003 y 2006 y en estudios anteriores (Jacob et al., 1995; Nie et al., 1995a; Van Oosten & 

Besford, 1995; Makino et al., 1997; Sicher & Bunce, 1997; Cheng et al., 1998; Rogers & 

Humphries, 2000; Pérez et al., 2005). En conformidad con los resultados de 2006, el efecto 

del CO2 elevado en la concentración de proteína Rubisco fue generalmente paralelo al 

ejercido en la proteína soluble total, lo que implica que la aclimatación fue 

mayoritariamente consecuencia de una reducción general de la proteína soluble (Makino et 

al., 1997; Sicher & Bunce, 1997; Pérez et al., 2005). La tendencia a disminuir el %Rubisco 

en la proteína soluble con CO2 elevado (Tabla 4.2.9) podría sugerir, sin embargo, una 

disminución específica de esta enzima, como la reportada como resultado de una inhibición 

de su expresión génica inducida por acumulación de carbohidratos (Jang & Sheen, 1994; 

Van Oosten et al., 1994; Nie et al., 1995 b); la débil significación estadística de este efecto 

recomienda considerarlo con cautela. La acción del nitrógeno disminuyendo la aclimatación 

al CO2 elevado se explica igualmente por los aumentos inducidos en la concentración de 

Rubisco, aunque la mejora de la gs (Fig. 4.2.2) probablemente contribuyó también (Wang & 

Kellömaki, 1997), especialmente en la hoja a en la emergencia de la espiga, para la cual la 

dosis alta de nitrógeno no aumentó la cantidad de esta enzima (Figura 4.2.12 b). La 

abundancia de nitrógeno, de acuerdo con el experimento realizado en 2006, aumentó no sólo 

la proteína soluble total, sino la proporción de Rubisco en ésta al avanzar el desarrollo foliar 

- las hojas situadas bajo la a en la emergencia de la espiga y las a y b después de la antesis -, 

indicando nuevamente que previno la disminución específica de la Rubisco en el curso de la 

senescencia (Osborne et al., 1998; Martín del Molino et al. 1995). 
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El efecto positivo en la fotosíntesis de la aplicación de CK combinada con nitrógeno alto 

(Fig. 4.2.2, Fig. 4.2.3) no se relacionó, en cambio, con aumentos de Rubisco, en 

consonancia con los resultados de 2006. De hecho, en la emergencia de la espiga la 

aplicación de CK tendió a disminuir la concentración de Rubisco y de proteína soluble en 

las hojas, especialmente en la b. Probablemente la hormona, con nitrógeno alto, mejoró la 

asimilación de CO2 a través de efectos en la gs (Visotskaya et al., 2003; Dodd 2003), como 

indican las Figuras 4.2.2 y 4.2.3. Los resultados de 2007 sugieren, como los de 2006, un 

papel de la CK disminuyendo la concentración de Rubisco en hojas jóvenes, pero en 2007 

no se observó tendencia general de esta hormona a aumentar al mismo tiempo la proteína - 

Rubisco y soluble total - en hojas más viejas. Además, el efecto de la CK sobre la proteína 

fue transitorio, desapareciendo después de la antesis. Se deduce por tanto que los efectos de 

la CK en los contenidos de Rubisco y proteína soluble fueron menores en 2007 que 2006. 

 

5.2.2.4 Contenidos de Nitrógeno 

Las fechas de muestreo fueron diferentes para los análisis de nitrógeno total y de proteína 

y clorofila. A pesar de ello, los descensos de proteína soluble y Rubisco causados por el 

CO2 elevado se correspondieron, como en 2006 y con mayor o menor significación 

estadística, con los producidos en la concentración de nitrógeno y la cantidad del nutriente 

en las distintos órganos de la planta, en las tres fechas de muestreo (Tabla 4.2.11). Este 

efecto del CO2 elevado no mostró en general diferencias cuando la concentración de 

nitrógeno se expresó en base al peso seco y al área de los distintos órganos, lo que indica 

que no fue una dilución del nutriente en mayor masa vegetal, en concordancia con los 

resultados de 2006 y a diferencia con lo propuesto por otros autores (Drake et al., 1997; 

Farage et al., 1998; Stitt & Krapp, 1999; Rogers et al., 2006). Como en años anteriores, pero 

en cuantía menor, el CO2 elevado tendió a disminuir la fracción del nitrógeno total en la 

planta asignada a las hojas jóvenes y a aumentarla en la espiga o el tallo. Confirmando el 

resultado de 2003 y la proposición de Taub y Wang (2008), la disminución de los 

contenidos de nitrógeno se debió principalmente a una reducción de la absorción del 

nutriente, que, sin embargo, se atenuó en la antesis con la aplicación de más nitrógeno (Fig. 

4.2.15 a) y en la madurez. Este resultado sugiere que el crecimiento en CO2 elevado 

disminuye o no la absorción de nitrógeno dependiendo de su disponibilidad en el suelo. La 

comparación de los tres años conduce a la misma conclusión, ya que sólo en 2006, el año en 

que dicha disponibilidad fue más alta - como sugiere la mayor abundancia de nitrógeno en 
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los tejidos vegetales - no hubo una reducción global de la importación del nutriente a la 

parte aérea de la planta con el CO2 elevado. También la CK atenuó el efecto negativo del 

CO2 elevado, pues el Nt de la parte aérea no disminuyó en la antesis con el CO2 elevado 

cuando se aplicó la hormona (Fig. 4.2.15 a). Según Ookawa et al. (2003), la CK puede 

estimular la asignación de nitrógeno a las hojas y estimular la absorción del nutriente. 

Los aumentos de proteína Rubisco y soluble total en las hojas con la aplicación de más 

nitrógeno se correspondieron con incrementos de la concentración foliar del nutriente, tanto 

por unidad de peso como de superficie foliar, con la excepción de las hojas a y b de plantas 

en CO2 elevado 18 dda (Tabla 4.2.11). Esta excepción se relacionó con el escaso o nulo 

incremento, con la adición de más nutriente, en la asignación a estas hojas del nitrógeno 

total en la parte aérea con alto [CO2] (Nd; Fig. 4.2.16 c). En el experimento de 2003, y el 

trabajo de Makino et al. (1997), se obtuvo el mismo resultado, a diferencia con el 

experimento con mayor cantidad de nitrógeno por planta de 2006. La aplicación de una 

dosis alta de nitrógeno tampoco aumentó el %N en la espiga con CO2 elevado en la antesis, 

aunque la cantidad de nitrógeno en la espiga (Nt) fue mayor, porque hubo una menor 

fracción del nitrógeno total (Nd) asignada a este órgano y el nutriente se diluyó en mayor 

peso, como se discutirá después. La dosis alta de nitrógeno sí aumentó el %N en la espiga 

18 dda, pero no el Nt de este órgano, como consecuencia de una reducción en CO2 

ambiente, y sólo un ligero aumento en CO2 elevado, del Nd y el peso de la espiga. En la 

madurez la adición de más nitrógeno no elevó el %N del grano, que recibió menor 

asignación del nitrógeno total como en fechas anteriores, tendió a tener menos Nt y tuvo 

menos peso - véase más abajo -. En conjunto, los resultados indican que el nitrógeno en 

dosis alta alteró la distribución de este nutriente entre órganos, disminuyendo su adscripción 

relativa a la espiga y, como ya se encontró en la madurez en 2006, al grano (Tabla 4.2.10). 

Una investigación de la respuesta del nitrógeno de la planta a la adición del nutriente ha 

mostrado que el %N en el grano fue mayor con menor disponibilidad de nitrógeno, pero la 

asignación del nitrógeno total al grano no varió, concluyéndose que con dosis altas del 

mismo hay capacidad no usada de almacenaje de nitrógeno en el grano (Oscarson, 2000). 

En cambio, en un estudio anterior se ha mostrado que, como en 2006 y 2007, la fracción del 

nitrógeno total recuperada en la espiga disminuyó con la aplicación de nitrógeno, pero la 

concentración de nitrógeno en el grano aumentó, en contraste con el experimento de 2007, 

concluyéndose que la espiga tiene una capacidad limitada para acumular nitrógeno (Pérez et 

al., 1983). Puede deducirse que en 2007 los granos tenían poca capacidad de almacenaje de 
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nitrógeno, o poca capacidad de competir frente a sumideros alternativos. Es posible que el 

gran número de tallos laterales - ahijamiento - producidos por la variedad de trigo y 

condiciones ambientales de 2007 - véase Material y Métodos -, y su aumento con el 

nitrógeno, atrajera parte del nutriente que podría haberse adscrito al grano. La estimulación 

inicial de la absorción de nitrógeno del suelo con dosis alta del nutriente desapareció en la 

madurez, probablemente por la competencia del mayor número de tallos secundarios que se 

originaron con dicha dosis. 

 La tendencia a disminuir la proteína soluble y la Rubisco en las hojas superiores en 

plantas que recibieron CK, tuvo escaso reflejo en el %N o el NA de las mismas en la antesis. 

Mediado el periodo de crecimiento del grano - 18 dda -, el aumento de NA de las dos hojas 

superiores con la aplicación de CK se debió, principalmente, a disminuciones del área 

discutidas más adelante. El aumento con la CK en el %N en el tallo en la antesis se debió a 

la reducción en CO2 ambiente, pero no en CO2 elevado del Nt (Fig. 4.2.15 a) y las 

disminuciones en el peso seco de las partes vegetativas que se discutirán posteriormente. 

Esta hormona redujo sólo ligeramente el nitrógeno total en la parte aérea de la planta a los 

18 días después de la antesis, un efecto que desapareció en la madurez. El reparto de 

nitrógeno entre órganos mostró una tendencia de pequeña magnitud en la antesis a aumentar 

en las hojas viejas y el tallo con aplicación de CK, como mostraron los estudios de Jordi et 

al. (2000), pero a los 18 dda durante el crecimiento activo del grano, cambió temporalmente 

a mayor asignación del nitrógeno total a la espiga con menor asignación al tallo, volviendo 

en la madurez a un aumento en las partes vegetativas y las estructuras de la espiga a 

expensas del grano. Por consiguiente, los efectos de la CK aumentando la retención del 

nitrógeno en las partes viejas de la planta encontrados en 2006, se reprodujeron sólo 

atenuadamente en 2007. Presumiblemente, este efecto de la aplicación de CK depende de la 

abundancia del nutriente, que fue mayor en 2006. 

 

5.2.2.5 Contenido de clorofila 

El aumento del contenido de clorofilas en la hoja a inducido por el CO2 elevado con 

dosis altas de nitrógeno en la emergencia de la espiga (Fig. 4.2.10) contrasta con su 

disminución en esta hoja con dosis bajas de nitrógeno y en la hoja b con ambas, tanto en la 

emergencia de la espiga como en la antesis. El aumento inicial de clorofila en la hoja a 

sugiere que con abundancia de nitrógeno el CO2 elevado estimuló transitoriamente, en fases 
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tempranas del desarrollo, la síntesis de clorofila, de acuerdo con observaciones precedentes 

(Pérez et al., 2007). En cambio, no se encontró este efecto del CO2 elevado en los 

contenidos de proteínas (Tabla 4.2.9), que se sabe que disminuyen antes que la clorofila 

durante la ontogenia foliar (Martín del Molino et al., 1995). Es posible que se detectara esta 

respuesta en la proteína en una fecha anterior a la de muestreo, pues se han encontrado 

efectos positivos del CO2 que desaparecen con el tiempo (Geiger et al., 1998). Los efectos 

descritos del CO2 sobre la clorofila son comparables con la disminución de la misma en las 

hojas b y c, pero no la a, en el experimento de 2006. Más aún, la comparación de las Tablas 

4.2.7 y 4.2.9 confirma, tanto en la emergencia de la espiga como - en la hoja a - durante la 

antesis, el aumento con el CO2 elevado en la relación entre clorofila y proteína Rubisco 

observado en 2006 y en estudios anteriores en cámaras de campo (Pérez et al., 2007), que 

sugiere un cambio en la asignación de recursos con mayor inversión en la captura de la luz 

frente a la carboxilación (Makino et al., 1997b ; Mitchell et al., 2000; Osborne et al., 1998; 

Gutiérrez et al., 2009a). La disminución con CO2 elevado de la razón Chl a:b en la hoja más 

vieja y no en las jóvenes durante la emergencia de la espiga, y en todas las hojas en la 

antesis concuerda con otros estudios (Pérez et al., 2007; Gutiérrez et al., 2009a) y puede ser 

indicativa de un aumento del complejo de captación de la luz respecto a los centros de 

reacción del PSII (Habash et al., 1995; Kitajima & Hogan, 2003). Osborne et al. (1998) 

también observaron que la aclimatación al aumento de CO2 en la atmósfera redujo los 

contenidos de Rubisco y nitrógeno total, pero aumentó el contenido de los complejos 

clorofila-proteína de la antena, en particular en las hojas inferiores del dosel. El efecto 

positivo inicial del CO2 elevado en la concentración de clorofila de la hoja a también fue 

propiciado por la aspersión con CK, como por la dosis alta de nitrógeno, pero sólo 

transitoriamente en la ontogenia (Fig. 4.2.9 c). La reducción de la clorofila causada por un 

factor tal como la baja intensidad luminosa se ha demostrado que también se contrarresta 

con la aplicación de CK (Pons et al., 2001). Esta interacción positiva de CO2 y CK se 

invirtió, sin embargo, en la hoja b inicialmente y desaparecieron más tarde en ambas hojas. 

La causa de esta diferencia con el desarrollo foliar no está clara. 

El efecto positivo de la adición de más nitrógeno en los contenidos de clorofila en la 

emergencia de la espiga, confirma la relación general de ambos parámetros reportada por 

otros autores (Evans et al., 1993; Osborne et al., 1998; Del Pozo et al., 2007), que ya ha 

sido discutida. Cabe señalar, sin embargo, que después de la antesis el nitrógeno en dosis 

alta tuvo escaso efecto positivo en la clorofila de la hoja a y con aplicación de CK no tuvo 
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efecto sobre el contenido de clorofila de la hoja b. Esto contrasta con los aumentos de 

proteína y Rubisco con la adición de nitrógeno encontrados en la misma fecha. Salvo en la 

hoja a en la emergencia de la espiga, el nitrógeno en dosis alta disminuyó la relación entre 

clorofila y proteína Rubisco, como se deduce de la comparación de las Tablas 4.2.7 y 4.2.9. 

Este efecto sólo se observó en la hoja más senescente en 2006, sugiriéndose que se debía al 

aumento específico de la Rubisco en las hojas de más edad inducido por el nitrógeno. En 

2007 se observó más ampliamente, esto es, en las hojas situadas bajo la a en la emergencia 

de la espiga y las a y b después de la antesis, posiblemente porque el nitrógeno total fue 

menor que en 2006. De los resultados de los dos años de estudios se deduce que el nitrógeno 

altera la partición de recursos entre la captura de la luz y la carboxilación, en favor de esta 

última. Kitajima y Hogan (2003) postularon que cuando el suministro de nitrógeno es 

limitante su asignación proporcional al PSII debería aumentar a expensas de la asignación a 

la Rubisco. Los resultados de nuestro estudio son coherentes con dicho postulado. En 

cambio, no se ha encontrado el aumento de la razón Chl a:b con la escasez de nitrógeno 

predicho por Kitajima y Hogan (2003), probablemente porque la mayor asignación relativa 

de nitrógeno al PSII no se dirige sólo al centro de reacción, sino también a la antena. 

Frente a la tendencia de la aplicación de CK a disminuir las concentraciones de Chl en 

las hojas superiores y a aumentarlas en la hoja c en 2006, se encontró una respuesta positiva 

de las clorofilas de todas las hojas a la aplicación de la hormona en 2007, que fue escasa en 

la emergencia de la espiga y más apreciable después de la antesis. Puede especularse que la 

CK aumenta la concentración de estos pigmentos (Pons et al., 2001; Yang et al., 2003) 

cuando el nitrógeno es más bajo, como en la hoja más vieja en 2006 y en todas las hojas al 

avanzar el crecimiento en el año 2007, en el que la disponibilidad del nutriente fue menor. 

De acuerdo con ese efecto, se ha encontrado que la CK exógena puede evitar la degradación 

de la clorofila asociada con la senescencia (Jordi et al., 2000; Boonman et al., 2007; Causin 

et al., 2009). En 2007, en contraste con 2006, la CK aumentó en mayor o menor grado la 

proporción entre clorofila y Rubisco (Tabla 4.2.7, Tabla 4.2.9), lo que sugiere mayor 

inversión de nitrógeno en las reacciones fotoquímicas respecto a la carboxilación. La 

disminución de la razón Chl a:b con la aplicación de CK después de la antesis (Tabla 4.2.7) 

sugiere que dicha inversión incrementada aumentó la antena respecto al centro de reacción 

del PSII.   
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5.2.2.6 Parámetros de crecimiento 

La gran producción de tallos, pequeños e improductivos, que se prolongó durante el 

crecimiento del grano de los tallos de mayor tamaño y precocidad, produjo en 2007 un 

cultivo anormalmente denso con elevada competencia por la luz y por los nutrientes del 

suelo. Esto puede explicar el efecto negativo del CO2 elevado en la superficie verde en 

tallos individuales cuando el suministro de nitrógeno fue bajo (Tabla 4.2.13), mostrándose 

nuevamente la interacción positiva del CO2 elevado y este nutriente. La mayor asimilación 

de carbono con alto CO2 condujo, en la antesis y con nitrógeno amplio, a un aumento de 

peso de las partes más jóvenes, tales como la hoja a, el tallo - su último entrenudo - y la 

espiga (Fig. 4.2.19 b), pero este efecto se minoró con el tiempo desapareciendo 18 dda (Fig. 

4.2.19 d) y en la madurez. Por tanto, en este experimento el CO2 elevado no aumentó el 

peso de la parte aérea por tallo (Tabla 4.2.13), aunque no se descartan aumentos por unidad 

de superficie del suelo. Con efectos negativos o nulos en la superficie foliar, y sin afectar o 

aumentando el peso seco, dependiendo de la dosis de nitrógeno, el CO2 elevado aumentó en 

la emergencia de la espiga el LMA, de acuerdo con los resultados de otros autores (Curtis, 

1996; Luo et al., 1998; Sims et al., 1998; Peterson et al., 1999; Roderick et al., 1999; Yin, 

2002; Ishizaki et al., 2003), pero en contraste con algunos estudios (experimento de 2006, 

Gutiérrez et al., 2009b). Se requiere una estimación de la masa de los azúcares solubles y el 

almidón, así como de los compuestos nitrogenados, para conocer si el LMA aumentó como 

consecuencia de cambios en los compuestos estructurales o no estructurales de las hojas. 

Este efecto del CO2 en el LMA desapareció después de la antesis.  

Los efectos positivos de la adición de más nitrógeno en la superficie verde y el peso se 

limitaron generalmente a las plantas de CO2 elevado. Sus efectos negativos con CO2 

ambiente (Fig. 4.2.19 a, c) y, en la madurez, con ambas concentraciones atmosféricas de 

CO2 (Tabla 4.2.13) pudieran estar relacionados con la alta densidad del cultivo que reduciría 

por competencia el peso de los tallos individuales. El nitrógeno en dosis alta aumentó el 

contenido de agua de las hojas (Tabla 4.2.13), en contraste con el resultado de 2006, 

mostrando que, en ausencia de déficit hídrico, el nutriente puede mejorar, más que 

empeorar, la hidratación de los tejidos vegetales. Como se observó en plantas de CO2 

elevado (Fig. 4.2.2), un aumento de la provisión de nitrógeno puede estimular la capacidad 

de carboxilación y la conductancia de los estomas (Peterson & Neofotis, 2004), mejorando 

el estado hídrico de los tejidos si la disponibilidad de agua es adecuada. Inicialmente, el 

nitrógeno aumentó más el peso que el área de las hojas, como indica el incremento de LMA, 
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especialmente en CO2 elevado (Fig. 4.2.17 f), que coincide con los resultados de 2006 y de 

otras investigaciones (Rademacher & Nelson, 2001; Gutiérrez et al. 2009b), pero el efecto 

desapareció después de la antesis igual que el incremento del peso seco de la planta. 

Frente a algunos estudios anteriores que han mostrado que la CK aumenta la superficie 

foliar (Ulvskov et al., 1992), la aspersión de esta hormona disminuyó el área de toda la parte 

aérea en 2007 (Tabla 4.2.13, Fig. 4.2.17 d), un efecto ya observado sobre las hojas en 2006. 

De esto se deduce que, en las condiciones de estos experimentos, la CK exógena limita, más 

que aumentar, la expansión foliar. La humedad de las diversas partes de la planta tendió, 

con mayor o menor significación, a ser menor en plantas que recibieron CK, confirmando el 

resultado del experimento de 2006, posiblemente en asociación con aumentos de 

transpiración (Visotskaya et al., 2003; Dodd, 2003). El incremento del peso de la espiga en 

la antesis inducido por la CK en 2007 confirma el efecto encontrado el año anterior, 

sugiriendo también que aumentó la precocidad en la emergencia y expansión de este órgano. 

A diferencia con el experimento de 2006, sin embargo, esta acción de la CK sólo ocurrió 

con la mayor provisión de fotoasimilados proporcionada por el CO2 elevado (Fig. 4.2.19 a, 

b). En otras partes de la planta la CK tuvo efectos negativos sobre el peso seco en la antesis, 

probablemente en asociación con un aumento de la partición de asimilados para la espiga, 

pero 18 dda la CK, nuevamente combinada con CO2 elevado, no disminuyó el peso de la 

hoja b y el tallo como lo hizo en CO2 ambiente (Fig. 4.2.19 c, d). Los efectos producidos en 

el área y el peso seco condujeron a un aumento del LMA en plantas que recibieron CK, que 

fue más patente avanzada la postantesis (Tabla 4.2.13). Al final del crecimiento, en la 

cosecha final, la aspersión con CK aumentó el peso del tallo con las hojas y las partes 

vegetativas de la espiga, con un efecto similar al del año anterior (Tabla 4.2.13). En 

definitiva, el efecto negativo de la CK sobre el peso seco de algunos órganos pareció ser 

más bien una redistribución de asimilados en la planta. Los dos años de experimentación 

sugieren también que la capacidad del grano para atraer asimilados procedentes de las partes 

vegetativas disminuye con la aplicación de CK. 
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   Conclusiones 

 

 

1) El cierre de estomas producido al elevar el CO2 atmosférico, frecuente en 

numerosos estudios, no es una respuesta universal; dicho fenómeno está influido 

en gran medida por las condiciones ambientales. 

 

2) El crecimiento en CO2 elevado provoca generalmente una regulación negativa o 

disminución de la capacidad fotosintética. Esta aclimatación al CO2 elevado se 

asocia con un descenso del contenido de proteína Rubisco, que se debe a una 

reducción general de la proteína soluble y el nitrógeno total en las hojas. 

 

3) Un cambio con el CO2 elevado en la distribución del nitrógeno en la planta es el 

causante de la disminución de la concentración de nitrógeno en las hojas jóvenes 

más activas en la fotosíntesis. Además, el crecimiento en CO2 elevado disminuye 

la absorción de nitrógeno del medio de la raíz cuando su disponibilidad es baja. 

 

4) El enriquecimiento del aire en CO2 aumenta la relación entre clorofila y proteína 

Rubisco, lo que indica mayor inversión en la captura de la luz frente a la 

carboxilación. 

 

5) El CO2 elevado aumenta la biomasa final y la producción de grano, aunque en 

cultivos densos puede no modificar el peso de los tallos individuales.  

 

6) Un mayor aporte de nitrógeno favorece el aumento de la fotosíntesis inducido por 

el CO2 elevado a corto plazo, a través de un estímulo de las reacciones del 

mesófilo y no de la difusión del CO2 hasta el cloroplasto. Asimismo, con más 

suministro de nitrógeno se reduce la aclimatación de la fotosíntesis y la 

conductancia al CO2 alto en todas las hojas del dosel vegetal, llegando a invertirse 

en hojas jóvenes cuando la provisión del nutriente es muy alta.  
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7) La aplicación de más nitrógeno aumenta la concentración de proteína Rubisco en 

las hojas, principalmente como consecuencia de un incremento de la proteína 

soluble y el nitrógeno total; y también porque previene la disminución específica 

de la Rubisco al avanzar el desarrollo foliar. 

 

8) El aumento de la concentración de nitrógeno en los tejidos vegetales con la 

aplicación de más nutriente es consecuencia de mayor absorción desde el suelo, 

aunque con alta competencia entre tallos el efecto puede ser transitorio. Además, 

por encima de cierto umbral de nitrógeno en la parte aérea, la adición de más 

nitrógeno aumenta la asignación del mismo a las hojas superiores en detrimento de 

la espiga y, en la madurez, del grano. 

 

9) El aumento del suministro de nitrógeno incrementa la concentración de clorofila y 

no altera el balance entre clorofila y Rubisco o nitrógeno total en las hojas 

relativamente jóvenes, mientras que lo disminuye en hojas senescentes como 

consecuencia del aumento específico de la Rubisco en las mismas. De esta forma, 

el nitrógeno altera la partición de recursos entre la captura de la luz y la 

carboxilación, en favor de esta última. 

 

10) En ausencia de déficit hídrico, el nitrógeno aumenta la hidratación de los tejidos y, 

también con déficit hídrico, el peso seco por unidad de superficie foliar y el peso 

de la planta. Algunos de estos efectos desaparecen con el progreso del crecimiento 

y con alta densidad de tallos. 

 

11) La citoquinina - 6-bencilaminopurina - mejora las respuestas a corto y largo plazo 

al aumento de CO2 con un aporte alto de nitrógeno, a través de un incremento de la 

conductancia de los estomas. 

 

 

 

 

 

 182



   Conclusiones 

12) La citoquinina estimula directamente la conductancia de los estomas para valores 

dados de fotosíntesis en fases tempranas del crecimiento - emergencia de la espiga 

- y juega un papel indirecto, igualando la relación entre conductancia y fotosíntesis 

de plantas en CO2 ambiente y elevado, al avanzar el crecimiento - antesis y 

postantesis -. 

 

13) La aspersión con citoquinina disminuye la concentración de Rubisco en hojas 

jóvenes. Cuando el nitrógeno es abundante, disminuye además la fracción de la 

Rubisco en la proteína soluble. Estos efectos no guardan una relación obvia con las 

modificaciones del efecto del CO2 en el intercambio gaseoso inducidas por la 

citoquinina. 

 

14) La aspersión con citoquinina tiende a aumentar la incorporación de nitrógeno a la 

parte aérea de la planta con aplicación alta del nutriente, y a atenuar la disminución 

de esta incorporación inducida por el CO2 elevado cuando el nitrógeno es menos 

abundante. La hormona aumenta en medida variable la retención de compuestos 

nitrogenados en las partes de la planta de más edad, reduciendo por tanto su 

movilización hasta los sumideros. 

 

15) La citoquinina aumenta la concentración de clorofila en hojas de edad más 

avanzada, que poseen un contenido de nitrógeno más bajo. 

 

16) La citoquinina disminuye la humedad de las hojas, probablemente por elevar su 

transpiración en condiciones de agua limitante, y aumenta los pesos fresco y seco 

por unidad de superficie foliar. También acelera, a veces sólo en CO2 elevado, el 

crecimiento de la espiga y el peso final de las partes vegetativas. Sin embargo, esta 

hormona no aumenta el rendimiento final del cultivo. 

 

17) Con las variaciones anuales, diferentes concentraciones de CO2 y dosis de 

nitrógeno y de citoquinina, la transpiración aumenta la concentración foliar de 

nitrógeno, disminuyendo así la aclimatación fotosintética al CO2, sólo con escasez 

del nutriente en el suelo. 
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