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Resumen: El punto de compensacion para el CO2 (['coz2) es el limite minimo de CO2 atmosférico necesario
para una asimilacion fotosintética positiva. Por debajo de este limite los procesos respiratorios predominan
sobre los fotosintéticos, la fotosintesis neta tiene valores negativos y el crecimiento se detiene, con
consecuencias negativas sobre el rendimiento y la productividad. Las diferencias en 'coz, se han utilizado
para seleccionar genotipos con una mayor capacidad de captacion de CO2 y con mejor productividad. El
objetivo de este trabajo es contribuir al conocimiento practico, por parte del alumnado de una asignatura de
Ecofisiologia Vegetal, de cdmo se puede calcular el valor del I'coz y su interés para evaluar la eficiencia en
la captacion de CO2 por plantas con metabolismo fotosintético C3 o C4.

Palabra clave: Fotosintesis C3y C4

Semiquantitative determination of compensation point for CO2 in C3 and C4 plants as an
experimental practice in the teaching of Plant Ecophysiology

Abstract The compensation point for COz2 (I'co2) is the minimum limit of atmospheric CO2 necessary for positive
photosynthetic assimilation. Below this limit, respiratory processes predominate over photosynthetic ones, net
photosynthesis has negative values and growth stops, with negative consequences on yield and productivity.
Differences in co2 have been used to select genotypes with a higher CO2 uptake capacity and better
productivity. The objective of this work is to contribute to the practical knowledge, by students of a Plant
Ecophysiology course, of how the value of coz can be calculated and its interest in evaluating the efficiency of
CO:2 uptake by plants with C3 or C4 photosynthetic metabolism.
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Introduccioén

En una hoja iluminada tienen lugar dos procesos metabdlicos antagonicos, fotosintesis con
absorcion de CO; y respiracion con desprendimiento de CO,, manifestandose aquel que
en ese momento actle con mayor intensidad (Lambers et al., 2008; Taiz et al., 2015). Bajo
suficiente iluminacion, generalmente, la captacion de CO- debida a la fotosintesis es mayor
gue su liberacién por los fendmenos respiratorios, por lo que se manifiesta una pérdida
neta de CO. desde la atmésfera hacia la hoja; pérdida que es despreciable en condiciones
naturales, debido a que la turbulencia del aire mantiene una concentracién constante de
CO, alrededor de la hoja. En un recipiente cerrado, por el contrario, la concentraciéon de
CO, disminuye a medida que es retirado por los tejidos verdes, ya que no existe aporte
desde el exterior. No obstante, dado que la intensidad de la fotosintesis depende de la
cantidad de CO; presente en el aire, llegard un momento en que la velocidad de captacion
de este gas por la hoja se iguale con la de cesidn por los fenbmenos respiratorios, y la
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concentracién de CO; en la atmdsfera del recipiente permanezca constante. En esta
situaciéon se dice que se ha alcanzado el punto de compensacion para el CO; ([coz), €S
decir, aquella concentracién de CO, en el aire que provoca gque la intensidad de la
fotosintesis se iguale con la de la respiracion (Lambers et al., 2008; Taiz et al., 2015). El
desprendimiento de CO; bajo condiciones de iluminacion se debe, en su mayor parte —si
no completamente—, a la fotorrespiracion y no a la respiracion mitocondrial que no se
manifiesta en hojas iluminadas (Taiz et al., 2015). Por ello, el punto de compensacion
indica la eficiencia de captacion de CO, de una planta en relacidn con su respiracién, es
decir, es una medida indirecta de su capacidad fotosintética y de su potencial productivo.
No obstante, el valor de co2 en una misma planta se ve notablemente influido por los
factores ambientales y especialmente por las variaciones de temperatura que modifican
las tasas de fotorrespiracion y respiracion mitocondrial (Smith et al., 1976).

En relacién con la fijacion fotosintética del CO., los vegetales con metabolismo fotosintético
C3 realizan una sola carboxilaciéon en el estroma del cloroplasto a través del enzima
ribulosa bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO), que sintetiza inicialmente una
molécula de tres atomos de carbono, el 4cido 3-fosfoglicérico. En estas plantas el CO, se
mueve en forma gaseosa por difusion a través de un gradiente de concentracion, desde la
atmosfera hasta el estroma del cloroplasto, donde también hay O, procedente tanto del
aire como del desprendido por la Fotosintesis. Por ello, las plantas C3 presentan
fotorrespiracion aparente y su punto de compensacion se encuentra entre 40 y 100 ymol
mol?! (Goldsworthy y Day, 1970; Krenzer et al., 1975; Taiz et al., 2015). Las plantas con
metabolismo C4 realizan dos carboxilaciones separadas en el espacio, una en las células
mas externas del mesofilo a través del enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEP) que
produce acidos organicos de cuatro atomos de carbono (malato y aspartato,
principalmente). Estos acidos son transportados por un mecanismo unidireccional hacia
otras células especializadas que rodean los haces vasculares (células de la vaina), donde
son descarboxilados y liberan CO;, que ahora es usado por la RuBisCO que esta
concentrada en estas células y que trabaja, por tanto, con una concentracion optima de
CO.. A estas células, ademas, no llega practicamente O, atmosférico al estar mas
hundidas en la epidermis y porque las paredes de las células de la vaina son impermeables
al O,. Por esta razén las plantas C4 no tienen fotorrespiracién aparente y, su punto de
compensacion se sitda entre 0-10 ymol mol? (Goldsworthy y Day, 1970; Krenzer et al.,
1975; Taiz et al., 2015).

Objetivo

Determinar el punto de compensacion para el CO; en distintas especies de plantas C3
y C4 como medida indirecta de su capacidad de captacion de CO, y de su capacidad
fotosintética, como practica experimental en un curso de Ecofisiologia Vegetal.

Método

Esta practica se basa en un método semicuantitativo para comparar la eficiencia en la
captacion de CO- por distintas especies en atmosferas cerradas (Coombs, 1985). Como
camara de experimentacion se utilizara un Erlenmeyer de 250 ml con tapdn hermético, al
cual se afiaden 20 ml de una solucién 5 mM de HKCO; recientemente preparada y 5 gotas
de indicador universal de pH. El material vegetal consistira en plantulas de garbanzo y judia
como plantas con metabolismo fotosintético tipo C3 y maiz y sorgo como plantas C4.

Situar suficientes semillas de las 4 especies en vermiculita himeda para proceder a su
germinacion. Con una cuchilla bien afilada, cortar bajo el agua los tallitos con hojas de las
plantas germinadas y, sin sacar el corte del agua, introducirlos por su base en un vial de
vidrio de 5 ml. Es importante cortar las plantulas bajo el agua para que no entre aire en los
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vasos del xilema y no se cierren los estomas, de modo que la fotosintesis pueda seguir
funcionando tras el corte. Escurrir el agua sobrante, pero cuidando que los tallos siempre
queden sumergidos en agua. Pasar un hilo alrededor de cada vial y, con cuidado,
introducirlo en el Erlenmeyer sin que se derrame. Sujetar el hilo al tapon de modo que el
vial con las hojas quede suspendido a unos pocos cm por encima de la solucién de HKCOs,
pero sin llegar a tocarla (tal como indica la Figura 1).

Dado que un perfecto aislamiento resulta un requisito basico, conviene asegurarse de la
perfecta hermeticidad del dispositivo mediante la aplicacion de un sello de plastilina o
similar alrededor del tapdn y protegerlo, asimismo, con una lamina de Parafilm. Preparar
tres Erlenmeyer para cada tipo de planta y anotar el pH inicial de la solucion mediante la
estala universal de pH de la Figura 3. La secuencia de intercambios que tendra lugar en
cada Erlenmeyer se presenta en la Figura 2, donde se aprecia que a medida que las hojas
consumen el CO; del interior del Erlenmeyer, se produce un desplazamiento del CO;
disuelto en la solucion de KHCOs hacia la atmdsfera del frasco, lo que ocasionara la
alcalinizacién de la solucién y una subida de pH.

Para medir la temperatura de la solucion de KHCOg, colocar junto a los Erlenmeyer un
vaso de precipitado lleno de agua con un termometro. Anotar el pH inicial de la solucion de
cada Erlenmeyer mediante la escala colorimétrica de la Figura 3. Situar cada camara a 50
cm aproximadamente de 2 lamparas incandescentes de 150 W y dejarlas equilibrar
durante tres horas. Registrar la temperatura cada 10 minutos. Pasadas las tres horas
determinar, con una aproximaciéon de 0.5 unidades, el aumento de pH de la solucién sin
abrir el Erlenmeyer, mediante la comparacién de su color con el de la escala universal de
pH de la Figura 3.

Plastilinay Parafilm Plastilinay Parafilm
tapén de goma ——\LU Taponde goma —;.L\E—/

Hilo

Vial de 5 cm? Vial de 5 cm?

Agua

Agua
20cm?de 20cm’de / 1 2
KHCO; con _KH_CO; con _—@Q?Ht’ COMH; %5 COs, pH
indicador de pH — indicador de pH _—
Figura 1.- Camara de experimentacion para la medida del punto Figura 2.- llustracion de los intercambios de CO, que tienen lugar
de compensacién para el CO, en plantas C3 y C4 durante la medida del punto de compensacién.

Figura 3.- Escala colorimétrica para medida del pH de las
soluciones
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Resultados
Calculo del punto de compensacion

A partir del pH de la solucién final de bicarbonato puede obtenerse la concentracion de
CO; en la atmdsfera del Erlenmeyer, es decir el punto de compensacién para el CO- de
la planta estudiada. En efecto, el CO; disuelto como acido carbdnico se disocia para
formar iones hidrégeno y bicarbonato:

CO, 2 H,C0,2 Ht+HCO3
Por definicion, la constante de disociacion (K1) para este equilibrio es (en moles):
_ [HT][HCOS]

L™ [H,c0;]

Dado que, bajo condiciones normales, la cantidad de acido carbdnico no disociado es
menor del 1% puede considerarse que:

_ [H*][HCOZ]
K2 ="cos)
de donde:
+1 _ K> [CO,]
[H7] = [HCOS]

e Por definicién: pH = - log [H*],
e Similarmente: pK =-log [K]

Tomando log en la ecuacién anterior:
pH = pK; - log ([CO,]/[HCO3]) = pK, - (log ([CO,]-log [HCO3])
de donde:
log [CO,]| = pK, + log [HCO3] - pH

Esta ecuacion permite conocer la concentracién molar de CO- en la disolucién teniendo
en cuenta que pKz = 0.637 para la disociacién del &cido carbdnico y asumiendo que la
disminucién de la concentracion de CO3sH™ es despreciable, ya que se ha puesto una
concentracion muy elevada. Por tanto, desde estos datos, la concentracion de CO; en
la atmésfera del Erlenmeyer puede calcularse mediante:

_ 224x[C0,]

6
IﬂCOZ . 0

a
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donde,
e [co2 = punto de compensacién o concentracién molar de CO: en el aire (umol mol?).
e 22,4 =volumen molar normal de un gas.
e [CO2] = concentracién molar de CO2 en la disolucién (umol mol?).
¢ o = solubilidad del CO2 en m® CO2/m® H20 para una temperatura dada, cuyo valor
en funcién de la temperatura se indica en la Tabla 1.
Tabla 1. Valores de la solubilidad del CO2 (a) en funcioén de la temperatura.
Temperatura °C a (m? CO2/m3 H0)
15 0.988
17 0.926
19 0.871
21 0.822
23 0.777
25 0.730
27 0.699
29 0.663
31 0.631
33 0.600
Discusion

La adquisicion de CO, siempre constituye un problema para las plantas, problema que
unas especies solucionan mejor que otras. El punto de compensacion para el CO2 (I'coz)
es el limite minimo de CO; atmosférico necesario para una asimilacion fotosintética positiva
y, por tanto, para el crecimiento adecuado de una planta. Por debajo de este limite los
procesos respiratorios predominan sobre los fotosintéticos, la fotosintesis neta tiene
valores negativos y el crecimiento se detiene, con consecuencias negativas sobre el
rendimiento y la productividad (Dippery et al., 1995; Tissue et al.,, 1995). Existen
variaciones inter- e intraespecificas para el coz, especialmente entre plantas Csy Ca
(Goldsworthy y Day, 1970; Krenzer et al., 1975), pero también entre las especies C3
(Bauer y Martha, 1981; Bauer et al., 1983), principalmente causadas por diferencias en la
conductividad estomatica, en la estructura y permeabilidad al CO, de las células del
mesofilo, en la actividad de los enzimas del Ciclo de Calvin, y especialmente en la
intensidad de la fotorrespiracion, determinada por la proporcién entre la actividad
carboxilasa y oxigenasa de la RuBisCO (Tissue et al., 1995; Lambers et al., 2008; Taiz et
al., 2015). Actualmente se esta investigando sobre la posibilidad de reducir la
fotorrespiracion en plantas C3 introduciendo de manera estable multiples copias de los
genes para RuBisCO o induciendo cambios conformacionales en el centro catalitico del
enzima para disminuir su actividad oxigenasa (Garcia del Moral y Boujenna, 2020).
Precisamente, una de las causas del mayor rendimiento fotosintético de las plantas C4 se
debe a que su RuBisCO se localiza en las células perivasculares, en las que la
concentracion de CO; se encuentra localmente elevada debido al transporte, dependiente
de energia, de &cidos de cuatro 4&tomos de carbono desde las células del mesofilo
(Lambers et al., 2008; Taiz et al., 2015). Esta liberacion de CO; en las células de la vaina,
sumada a la menor concentracion de O, (debido a encontrarse mas alejadas del aire
atmosférico), provoca la disminucion de los efectos inhibidores del O sobre la asimilacion
fotosintética y, por ello, las plantas C4 se caracterizan por su actividad fotorrespiratoria
relativamente baja. Estas observaciones han sugerido la posibilidad de utilizar las técnicas
de ingenieria de proteinas para eliminar la actividad oxigenasica de la RuBisCO, pero
todavia en la actualidad se discute la viabilidad del procedimiento, ya que la fotorrespiracion
ejerce un papel protector de la fotosintesis bajo condiciones de estrés y cierre de estomas
en condiciones de elevada iluminacion (Taiz et al., 2015; Garcia del Moral y Boujenna,
2020).
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Las diferencias en coz, entre plantas C; en atmésferas de baja concentracion de CO; se
han utilizado para seleccionar genotipos con una mayor capacidad de captacién de CO,y
con mejor productividad (Medrano et al., 1995). Aunque la cuantificacion exacta del Nco2
requiere de instrumentos basados en la absorcién de CO; en el infrarrojo cercano (Pearcy
et al., 2007), la técnica que se presenta en este articulo puede utilizarse para poner de
manifiesto las diferencias fisiolégicas entre plantas C3 y C4 en la intensidad de la
fotorrespiracion y para comparar la eficiencia en términos relativos en la captacion de CO;
entre especies C3 (Coombs, 1985).

Cuestiones para el alumnado

e Explicar la secuencia de intercambios que tienen lugar entre la solucién de
bicarbonato y la atmdésfera del Erlenmeyer.

e Este método proporciona una medida semicuantitativa del punto de compensacion
para el CO,, permitiendo la comparacion entre diferentes especies. ¢Por qué
resulta s6lo semicuantitativa? ¢ Cémo podria convertirse en cuantitativa?

¢ Asumiendo un aumento de pH de 8 a 9 con una temperatura media de 25 °C,
calcular el correspondiente Icoz.

e Explicar a que se deben las diferencias de co2 entre plantas Cs y Ca.

e Indicar otros tipos de puntos de compensacion de la fotosintesis explicando su
significado fisiol6gico.

Conclusion

La técnica presentada en este articulo permite realizar una determinacion
semicuantitativa del punto de compensacion para el CO, que puede usarse para
comparar en una clase practica de Ecofisologia Vegetal la eficiencia en términos
relativos de la captacion de CO. entre especies de plantas con metabolismo fotosintético
C3 0 C4.
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