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Informe del Presidente

Queridos amigos:

Son varios los acontecimientos que desde este boletin
0s queremos comentar. En primer lugar haremos un breve
resumen del Congreso de la FESPP en Ume4, para a
continuacién informaros sobre los temas tratados en la
tiltima asamblea general celebrada este diciembre en
Madrid.

Congreso de Umed. El pasado mes de Agosto se ce-
lebré el séptimo Congreso de 1a FESPP en Ume4 con una
notable participacién espafiola, ya que fueron 74 las co-
municaciones, en forma de poster, las presentadas y 80 los
participantes, la representacién mas numerosa después de
la de Suecia, el pais organizador, y similar a la de la
UR.S.S. Noobstante, hay que resaltar que la participacion
activa de los miembros de la S.E.F.V. en las discusiones
cientificas, fue mas baja de lo que cabia esperar del alto
nimero de espafioles asistentes. Esto mismo ha sido rei-
teradamente puesto de manifiesto desde este boletin, tanto
por el Prof. F. Sabater como por el Prof. P.J, Aparicio, en
sus comentarios sobre los congresos europeos de
Estrasburgo y Hamburgo, respectivamente. Debemos
manifestar que cualitativamente la situacién no ha cam-
biado. Somos conscientes del problema que supone al
investigador espafiol expresarse en lengua inglesa, pero,
no obstante, 0s animamos a una mayor participacién en los
Ppréximos congresos.

En la Asamblea General de la FESPP se trataron
diversos temas que son de nuestro interés. En primer lugar
comunicaros el nombramiento del Prof, Pedro J. Aparicio
Alonso como Presidente del Comité de Cursos Avanzados
de la FESPP, desde aqui nuestra mds sincera enhorabuena.
Se han vuelto a relanzar los News letter, es su deseo que
tengan una periodicidad bimensual, para lo cual solicitan
que todos los miembros de la FESPP aporten aquello que
consideren interesante. La Dra. Catalina Lara ha sido
nombrada miembro del Comité de Publicaciones de la
FESPP que preside el Dr. Ian Moller de la Universidad de
Lund. Entre las secciones que tienen pensado incluirenlos
boletines se encuentran: los directorios de las Sociedades
miembros de la FESPP, premios cientificos conseguidos
por miembros de las sociedades, cartas al editor, noticias
de caracter de politica cientifica, congresos, reuniones,
cursos, publicidad de casas comerciales, eic..; portodo ello
queremos pedir también vuestra colaboracién y cualquier
nota de interés la podéis remitir bien a esta Junta o
directamente a la Dra. Lara. Con respecto a este tema os
informamos que ya hemos remitido el directorio de la
SEFYV al Dr. Moller y, una vez mds, queremos pediros que
todos aquellos que tengdis algiin cambio en vuestros datos
(lugar de trabajo, domicilio, teléfono, cuenta de banco,
etc.) lo comuniquéis para tener lo més actualizado posible
el fichero de la Sociedad, en particular lo referente a los

datos bancarios puesto que genera un problema para la
tesoreria.

En Asamblea General de la FESPP se decidié que le
préximo Congreso se celebrard en Amberes los dias 23-28
de Agosto de 1992. La primera circular del mismo ia
recibiréis el préximo mes de mayo directamente desde el
comité organizador. El Dr. Verbelen comentd que el
Congreso se celebrard en el centro de la ciudad, y proyectd
un video en el cual pudimos ver lo agradable y acogedora
que puede ser esta cindad. Otra cuestién que se planted fue
la de unificar las tres revistas de la FESPP en una tinica de
caracteristicas similares al B.B.A., con diferentes seccio-
nes. Este tema resultaba bastante complicado y se dejo
pendiente suresolucién parala Asamblea General acelebrar
en el préximo Congreso de Amberes.

Asamblea General de la §.E.F.V,, (Madrid). La
Asamblea General celebrada el pasado 11 de Diciembre
contd con muy pocos asistentes, suponemos que el mal
tiempo fue una de las causas de tan baja asistencia

Se aprobé 1a admisién de 21 nuevos socios, el informe
de tesoreria y el acta de la Asamblea de Barcelona. Los
temas que mds atencion suscitaron en este asamblea fueron
el informe de tesoreria y la situacidn del drea de conoci-
miento. .

En cuanto al balance econémico de la Sociedad, os
diremos que existen dos grandes problemas: un gran
niimero de recibos devueltos, que suponen mds del 20% de
la cantidad ingresada, lo que conlleva una serie de gastos
de gestién bastante importantes. Por otro lado, la cuota de
la FESPP supone practicamente el 50% de la cuota por
socio. Tras el debate de estos dos problemas, se acordé que
enlapréxima Asamblea General se propondria un pequefio
cambio en nuestros estatutos para intentar paliar estos
problemas. Tendréis mas noticias al respecto en el proxi-
mo boletin.

En relacién al 4rea de conocimiento debemos deciros
que no parece probable que a corto plazo se desbloquee el
tema en el Consejo de Universidades. Somos conscientes
del problema que esto estd suponiendo para muchos De-
partamento, por ello no cedemos en nuestro empefio de
intentar que esto se agilice y para este mes de enero
tenemos previstas una serie de entrevistas en el Ministerio
para haber llegar el sentir de los Fisiélogos Vegetales.

Otro tema que se comentd6 fue que 1aS.E.F.V. presente
uno o varios candidatos al premio de la FESPP para
investigadores jGvenes, por ello aquellos miembros que
quieran aspirar a ser candidatos deben remitir a la Junta su
Curriculum vitae. La edad médxima es de 35 afios.

Por 1ltimo, ya habéis comprobado que el préximo
congreso de la S.E.F.V. estd en marcha ,y dinicamente os
pedimos,en nombre del comité organizador, que osatengis
alos plazos dados para facilitar su labor.

En nombre de toda la Junta Directiva os deseamos un
feliz afio 1991.
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Revision

Radicales libres y especies afines

F. Sabater
Dto. de Biologia Vegetal, Fac. de Biologia. Universidad de Murcia

/

\_ Conclusién

Radicales libres y espe

ecies afi
- Introduccién

- Notacién y terminologia

- Formas de reaccionar

- Eliminacién de radicales y especies afines

- Produccién en el laboratorio

- Deteccién y medida

- Sitios de formacién en la célula

- Unaacciéndestructiva: Peroxidaciénde lipidos

- Unaaccién constructiva: Biosintesis deligninas

- Algunos datos adicionales en plantas

/

INTRODUCCION.

El estudio de la fisiologia de los seres vivos ha de ser
necesariamente multidisciplinar por que al fisiélogo le

“interesa explicar como funcionan esos seres vivos y el

funcionamiento es algo muy complejo que tratamos de
expresar como reacciones quimicas y procesos fisicos que
luego se ha de intentar integrar en estructuras superiores
organizadas (célula, 6rgano, planta, comunidad vegetal) y
ese funcionamiento viene, ademads, condicionado por fac-
tores ambientales. Hay que tener, pues, algo de biofisico,
bioquimico, morfdlogo, ecélogo, agrénomo ... y espere-
mos que, al menos a nuestra generacion no se nos exija ser
muy matematicos.

Est4 claro que no podemos ser especialistas de todo y
se hace conveniente que cuando nuevos campos cientifi-
€os 0 nuevas técnicas vayan demostrando su utilidad para
el fisi6logo nos sea presentado por alguien, preferente-
mente un fisilogo. Es en este sentido como entiendo muy
acertado el que nuestro boletin nos invite a colaborar y a
esta idea responde la presente aportacion.

He escogido como tema los radicales libres y sustan-
cias afines, porque es un aspecto de la quimica del que,
hasta hace pocos podiamos practicamente prescindir, pero
que ya ha demostrado ser itil en el estudio de procesos en
animalesy, pocoapoco, se vaintroduciendoen laFisiologia
Vegetal . Es un tema, quizas no facil para muchos, 1o cual
me obliga a simplificar. Esto significa quedarse a mitad de
camino, con ¢l riesgo de que los expertos lo consideren
superficial y los no iniciados poco comprensible. Légica-
mente acepto ese riesgo.

Algunas revisiones del tema han sido ya realizadas
(véase,p.ej.,elarticulode E.F. Elsmer «(Oxygen Activation
and Oxygen Toxicity)» en Ann. Rev. of Plant Physiol, 33:
73-96. 1982).
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CONCEPTOS.

Un radical libre es una melécula o un dtomo que
con! ne algi‘ua electrén noapareado. Puesto que le tenden-
neses a formar parejas, y esto explica las
icas, una esiructura con un electrén no
apareaio o tenderd a aparearlo, o sea, a reaccionar quimica-
mente con gran avidez, Desde el punto de vista biolégico
es ‘quizd mas grifico decir que es quimicamente muy
agresiva, Si tenemos encuenta que una estructura celular
esalgo muy sensible alos factores fisicos y quimicos (s6lo
sobrevive en un rango de temperaturas y de pH relativa-
mente estrecho) es 16gico pensar que la aparicion de tales
radicalés en la célula puede producir grandes dafios, espe-
cialmente en partes tan sensibles y tan importantes como
las membranas o el material genético.

NOTACION Y TERMINOLOGIA.

El quimico al escribir una férmula desarrollada repre-
senta a los 4tomos unidos por guiones que simbolizan la
pareja de electrones que forma el enlace covalente. Si un
electr6n no forma pareja (radical libre) se representa por un
punto. Si el electrdn libre esta en un dtomo de carbono el
nombre del radical acaba en il; si esta en un dtomo de
oxigeno acaba en oxil. En algunos casos que se ha hecho
més familiares se utilizan nombres especiales.

H
[

H-C* R-O H-00" R-00 G
[
H

metil  alcoxil  Hidrope- alquil- anién
roxil peroxil  superdxido

Debe observarse que algunas moléculas que no sole-
mos escribir con un punto son también radicales y bastante
agresivas. Piénsese que un 6xido de nitrégeno, comoel NO
tiene nimero impar de electrones ( 7 del nitrégeno y 8 del
oxigeno) y, por tanto, uno de ellos esta sin aparear.

Especies activas de oxigeno.

El 4tomo de oxigeno tiene 6 electrones en la iltima
capa (la responsable de sus propiedades quimicas) y su
tendencia es a tener 8, o sea, a adquirir 2, pero en la
naturaleza no estd en forma de 4tomos, sino de moléculas
diatdmicas O, y, por tanto, cuando un ser vivo utilice
oxigeno para convertirlo en agua le ha de suministrar 4
electrones (y cuatro protones):

02+4 H+d4e— o 2H,0

Siel proceso se realiza suministrando los electrones de

uno en uno la secuencia sera:

— — — ' »HO
0,=>HO0 = HD,=*HO+HO ,

0 escrito en detalle: -

10- H
’ - - |
10 +-IO—H . _IO‘H . H
I H+C | H+e | H+te + Q/H)-
a [9‘ |9-H ‘0- H

de las tres sustancias intermedias dos son radlcales libres:

_ H-0-0', que puede perder un protén y quedar con
carga negativa:

HO, —— H'+ 0
<
H - O 6 radical hidroxil
y seran sustancias muy reactivas.

El otro intermedio, el peréxido de hidrégeno H,0, no
es,evidentemente, unradical, pero también es muy reactivo,
especialmente frente a los medios bioldgicos.

Por englobar a las tres sustancias por su agresividad y
por que una de ellas no es un radical es mas frecuente usar
paraellas el término «especies activas del oxigeno» e incluir
en este término, al menos, otra sustancia el «oxigeno
singlete», que es una forma de la molécula del oxigeno
distinta del «oxigeno triplete», que es el normal en la
atmdsfera. E1 O, singlete se representa por 'O,

Para los que sientan interés, los términos singlete y
triplete hacen referenciaalo que se llama multiplicidad del
spin en la molécula y que tiene el valor $= 2n+1, siendon
la suma de los valores de spin de todos los electrones de la
molécula. Si tenemos en cuenta queel spin de cada electrén
vale 1/2 (con signo + 6-) y que en dos elecirones apareados
el spin es cero porque se anulan entre si, resulta que en una
molécula con todos los electrones apareados el spin total es
n=0y entonces S=2.0+1=l. Esun estadosinglete. Sienuna
molécula todos los electrones estdn apareados, excepto
dos, resultard que su spin total serd n=2.1/2=1 y entonces
S=2.1+1=3. Es un estado triplete. Una molécula puede
pasar de singlete a triplete si, de una pareja de electrones
apareados uno cambia su spin y el otro no (ambos quedan
no apareados). Se da también el proceso inverso.

De la anterior consideracion se deduce que el oxigeno
normal, el triplete tiene 2 electrones no apareados y es, por
tanto un doble radical, mientras que el oxigeno singlete no
s un radical (todos sus electrones estin apareados) y sin
embargo (y esto es lo aparentemente anémalo) el oxigeno
singlete es muy reactivo mientras que el normal es muy
poco reactivo. Gracias a que es poco reactivo podemos
vivir en una atmdsfera con oxigeno sin ser atacados por él
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y cuando los seres vivos necesitan usarlo (como en la
respiracién) han de desarrollar procedimientos para «acti-
varlo».

Notas:

1*.-Las especies intermedias en la reduccién del oxigeno,
aunque generalmente son oxidantes y tienden a trans-
formarse en agua, también pueden actuar como
reductores y ceder electrones, tendiendo a formar 0,
Esto es valido, sobre todo, para el super6xido y, algo
menos, para el peréxido de hidrégeno.

2.-La conversi6n del Of en H,0, (toma de un electrén y
dos protones) puede hacerse sin que alguna otra mo-
lécula se lo ceda, sino que de dos moléculas del
superéxido una actiia como oxidante y otra como
reductora (dismutacidn). Esto ocurre quimicamente de
forma espontdnea, aunque lenta:

3 5 +
Q+ Oz +2H ()2+H202

Mas rapida es la reaccién catalizada por un enzima
que, légicamente, es la superéxido dismutasa (SOD).

3*.-Es algo frecuente ver el anién super6xido escrito en la
forma G, y, bastante menos como G .

Por otra parte no es grave considerar el HOO' como
superdxido. Realmente es la forma protonadadel anién,
como el 4cido acético lo es del acetato:

_ +H
o — HOJ
H

Es evidente que un medio 4cido predominard la
forma HOO" .

4*%.-A veces hay tendencia a incluir entre las especies
activas del oxigeno a otras que contienen una parte
orgénica, como R-OOH (hidroperé6xido), R- OO’ (ra-
dical aquilperoxil) y R- O (radical alcoxil).

Asimismo suele usarse el término oxirradicales
para todas las moléculas citadas, tengan parte organica
0 no, en las que el radical libre estd en el 4tomo de
oxigeno. En particular, cuando el oxirradical tiene una
parte orgénica serd un oxirradical orgénico.

5*.-Finalmente debe incluirse entre las especies activas de
oxigeno al ozono, O, , por su agresividad y su capaci-
dad para formar radicales.

Entre las especies activas de oxigeno, aun siendo todas
bastante reactivas, hay grandes diferencias en cuanto a
reactividad. E1 "OH es tan reactivo que sus reacciones

estan cinéticamente casi controladas por difusién, lo que
equivale a decir que para que reaccione con una molécula
orgénica cualquiera s6lo es preciso que llegue hasta ella.
Le siguenno muy de lejos los radicales alcoxil y el oxigeno
singlete. Las especies (g y H,0, son claramente menos
reactivas.

Obsérvese que aqui hablo de reactividad y no de
agresividad biolégica por que pueden no coincidir. En
efecto el "OH no puede hacer dafio a distancia en la célula
por que reacciona con sus moléculas mds préximas. En
cambio Of y H,0, por ser menos reactivos, pueden reco-
mrer «grandes distancias» en la célula; incluso el H,O,
puede atravesar las membranas. Y no se olvide que adonde
llegue el H,0, puede originarse *OH por una reaccién de
tipo Fenton y que el Q puede dar H,0, (dismutasa) y éste
con el mismo (‘g originar ‘'OH por reaccién de Haber-
Weiss, reacciones ambas que se verdn posteriormente.

Esquem radicales libre ies afin

- Radicales organicos con el electrdn libre en un 4tomo
de carbono (p. €j., CH; )

- Radicales organicos en ¢l oxigeno (R- 00" 6 R-O")
- Radicales inorgdnicos en el oxigeno (HO")
- Especies activas de oxigeno, no radicales

- Hzoz

- perdxidos organicos R-O0-R
- hidroperéxidos R-O0O-H

- oxigeno singleté 'O,

- 0zono,0,

- Radicales organicos en que el electrén libre esta en
un itomo distinto de carbono u oxigeno; p. j. en nitrégeno.

- Radicales inorgdnicos en general, p. ej. CI' (es
simplemente un dtomo de cloro. Como es reactivo se une
con otro igual para dar la molécula diatémica CL)

- Moléculas inorgénicas con nimero impar de elec-
trones, aunque no se las represente con un punto (NO,
NO,).

2

Para referirse al conjunto se usa, correctamente, la
expresion «radicales libres y especies activas de oxige-
no». Sin embargo en la prictica, por razones de brevedad,
se usa a veces iérmino «radicales libres» 0, simplemente,
«radicales», para referirse a todo el conjunto. Aunque,
evidentemente no es correcto.

FORMAS DE REACCIONAR LOS RADICALES

Veamos un ejemplo no bioldgico, pero muy sencillo:

Cl-Cl luz cl'+cr’ Iniciacién
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H H

|
» Cl-H + H— C°
|

H . H
Propagacion

H H
. ] |
H-C" +Cl— Cl » H-C-(Cl + CI”
i [

H H
cl'+ a® » Cl—Cl
H H
I N
C*+ H-C*® » H-C-Ci Terminacién
] |
H H
H H H H
| | | |
H H V H H

Es una reaccién que escribiriamos como
CH, +Cl,— CH, Cl + CIH

Sin embargo en detalle no es tan simple y se divide en
tres etapas.

Iniciacién: consiste en la formacién del radical que va
a desencadenar el proceso. En este caso el radical CI' se
forma por que la luz rompe ¢l enlace de una molécula de
cloro, dejando a cada 4tomo con un electrdn libre.

Propagacion: constituye lo que se llama una reaccién
en cadena porque comienza con el ataque por un radical
libre a una molécula y termina regenerando el mismo
radical que, a su vez, atacara a otra molécula, etc.

Terminaci6n: dichos radicales reaccionan entre ellos,
desaparecen y se rompe lacadena. Las sustancias resultan-
tes pueden ser subproductos de la reaccion, en este caso el
etano.

Si esta reaccién es uno de los casos mas sencillos se
puede prever que reacciones con moléculas complejas y en
el medio biolégico, de por si complejo, lleguen a compli-
carse mucho. Es frecuente que en un proceso bioldgico en
que intervienen radicales resulten decenas de productos
diferentes. Sin embargo esta complejidad afecta mas bien
al bioquimico que intenta aclarar todo el proceso. El
fisiélogo suele no necesitar conocer todos los detalles
quimicos.

ELIMINACION DE LOS RADICALES Y
ESPECIES AFINES.

Puesto que el oxigeno es, directa o indirectamente, la
fuente de 1a mayoria de los radicales libres en las células
parece 16gico pensar que en las etapas geolégicasen queel
contenido de oxigeno en la atmdésfera era muy bajo el
problema no seria serio, pero al desarrollarse seres
fotosintetizantes y aumentar el nivel del O, atmosférico, la
produccién de estas sustancias toxicas haria que, en térmi-
nos de evolucién, sobrevivieran solamente las especies
que desarrollaron mecanismos de defensa adecuados.

En el ejemplo anterior hemos visto cémo los radicales
pueden reaccionar unos con otros y aniquilarse, pero su
concentracion en medios biol6gicos, ain en casos graves
es tan baja que resulta poco probable que se encuentren
entre si. Generalmente, tanto en las células como en el
laboratorio estas sustancias se eliminan por medios enzi-
méticos y quimicos.

Enzimas. El superéxido se elimina con superdxido
dismutasa, cuya accién hemos visto previamente. El enzi-
ma es yabastante familiar y no necesita presentacién. Sélo
recordar que existen formas del enzima con distinto con-
tenido en metales (Cu-Zn, Mn, Fe), que sirve para distin-
guirlos a efectos de nomenclatura. No se olvide que por
accién de SOD resulta H,O, que hay que eliminar.

Para el perdxido de hidrégeno el recurso mas habitual
es la catalasa;

2HO, ——*

2HO +0,

sin embargo hay zonas de la célula vegetal en que el nivel
de catalasa es nulo o muy bajo. En estos casos la destruc-
cién del H,0, suele estar a cargo de las peroxidasas, que
catalizan oxidaciones de un sustrato con H,0, que s¢
transforma en H,O

En principio cualquier peroxidasa puede valer, pero
resulta que, a su vez, las peroxidasas originan radicales
libres durante su actuacién, especialmente radicales de
sustancias fendlicas, por lo cual la misién la suelen llevar
a cabo peroxidasas que oxidan glutatién (mediado en
algunos casos por 4¢. ascérbico) el cual se vuelve areducir
con NAD(P)H. El hecho de que glutatién peroxidasa
contiene selenio ha apuntado un papel para este elemento,
de forma que en biologia animal se ha usado en experimen-
tos de longevidad en animales. Puesto que los radicales y
sustancias afines son, en gran parte, responsables de los
procesos de envejecimiento, cantidades bajisimas de selenio
aseguran un nivel adecuado de glutatién peroxidasa y, con
ello, una mejor predisposicién para la longevidad en
animales de experimentacidn.
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Sustancias guimicas. Son los llamados «scavengers»

atrapadores o captadores de radicales. Su naturaleza qui-
mica es muy variada y su accion se basa en que reaccionan
con los radicales para dar sustancias no radicales.

Veamos cémo actia el dcido ascdrbico captando a un
radical X’

[ | .
C— OH C—-0
x® +11 — » XH + I

C— OH ¢ - OH
[

ac. ascorbico 4c. semidehidro ascorbico

Ac. dehidro ascorbico

o sea, que el captador se transforma en un radical transito-
rio que sufre dismutacién para dar dos sustancias no
radicales.

Captadores naturales de radicales son abundantes en
las células: acido ascérbico, glutatién, arginina, serina,
manitol, etanol, histidina, tocoferoles (quiz4 lo mds efica-
ces) y otros esteroides. En las células de algunas especies
vegetales abundan captadores mas o menos especificos
que estdn originando modas dietéticas, o curativas como
las que incluyen el ginseng, ajos o flavonoides de citricos.
Estas modas se basan en que no sélo los procesos de
envejecimiento sino también muchas de las enfermedades
en el hombre estdn cada vez més claramente relacionadas
con la accién de radicales libres. No resulta ya extrafio el
que las autoridades sanitarias USA recomienden en sus
dietasanticancer lapresenciade hojas verdes de cruciferas,
que contienen tioles e indol-3-carbinol, poderosos
captadores de radicales.

Aparte de los captadores naturales hay un gran reper-
torio que se utiliza, bien en la industria alimentaria (los
antioxidantes) obien en el laboratorio de investigacién. En
este ultimo caso algunos de los mas frecuentes son formia-
to y benzoato sédicos, dimetilsulféxido, tiourea y dietiturea,
ademds de los naturales.

Seria ideal en investigacion disponer de captadores
especificos para cada radical libre. En la préctica esto no
ocurre y s6lo es valido que las moléculas que son captadores
débiles, como etanol o benzoato, reaccionan sélo con los
m4s enérgicos, como "OH o 'O,.

PRODUCCION DE RADICALES EN EL
LABORATORIO.

Aunque se citan métodos generales, se da mas impor-
tancia a los que tienen por objeto obtener especies activas
de oxigeno. Con respecto a estas conviene tener en cuenta
que la mayoria de los métodos usados no suministra una
sola especie, sino una mezcla de ellas. Para obtener una
sola o casi sola se usan variantes del método general que
exponemos. En general se puede tener presente que algu-
nos de los componentes de la mezcla pueden ser elimina-
dos selectivamente. Asi, la adicién de SOD hace desapa-
recer €l superdxido, mientras que catalasa destruye
selectivamente el H,0,.

En general, la rotura de un enlace covalente, de forma
que cada atomo se lleva un electrén (rotura homolitica)
origina radicales:

A-B — » A + B

Esto puede realizarse por medios fisicos (radiaciones),
quimicos o enziméticos. Veamos algiin ejemplo de cada
uno:

Radiaciones.- En este caso la rotura de un enlace se
produce por la absorcion de un cuanto de esta radiacion
(hv). Por tanto tendré lugar larotura si laenergia del cuanto
es mayor que la de enlace. Un enlace covalente es, gene-
ralmente, fuerte por lo que laluz visible no suele sereficaz,
excepto en algunos casos. Al aumentar la energia de la
radiacion aumentar su capacidad para producir radicales,
y por tanto su peligrosidad. Asi con rayos U.V., sobre todo
los més cortos, ya se forman algunos radicales (recuérdese
su capacidad mutagénica, que se basa en ello); l6gicamen-
te con rayos X y con los y se producen mis intensamente.
En el laboratorio el medio donde se desea producir radica-
les suele exponerse a la accién de isétopos radiactivos
poderosos, sobre todo radiacionesy de1®Coyel**Cs. Una
variante es la llamada «radiolisis de pulso», que utiliza
electrones muy acelerados y suministrados en pulsos del
orden de nanosegundos.

En un medio biolégico el repertorio de radicales libres
que se formarian es enorme, aunque predominarian los
procedentes de la rotura del agua, simplemente por que es
la molécula m4s abundante. Si se expone s6lo agua con
algunos aditivos ocurre que se origina una mezcla de
fragmentos:

® ® -
HZO — HO + H + H202+ H,+ ¢ aq.
(electrén solvatado con agua)

y a continuacion:

e aq + O

.G
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+

o+ H

——— HOO’

»

H+O2

'OH + H-COO~ ———» H,0 + CG

02 + CO, e CO2 + OE
o sea que con H,0O y formiato resulta un medio que contie-
ne casi exclusivamente O, .

Estos procesos explican que el gran peligro de la
radiactividad consiste en la produccién de radicales; tam-
biénque, encasosde peligrode radiactividad se recomiende,
entre otras cosas, ingestién de captadores de radicales y
que, finalmente la dosis letal de radiactividad para las
plantas sea mucho mayor que para los animales, por que las
plantas contienen més captadores.

E1 O, por absorcion de radiaciones puede activarse ala
forma singlete:

1
O,+ v —— 0,

Aunque la radiacion visible es poco enérgica para
producir directamente radicales, hay métodos que permi-
ten que se produzcan indirectamente . Son los [lamados
métodos fotoquimicos que se fundan en que sustancias
como porfirinas, quinonas o flavinas son sensibilizadores
fotodindmicos, o sea, se activan por absorcion de luz, y en
su forma activada, pueden reaccionar con moléculas orga-
nicas paradar sus radicales correspondientes ocon oxigeno
para dar especies activas de oxigeno.

Del fotosensibilizador, y més concretamente de la
diferencia de energia entre sus formas normal y activada
depende el que se formen unas u otras especies activas de
oxigeno. Hay protocolos de laboratorio para, usando Rosa
Bengala, obtener 102. Pero una modificacién del método
implica que el sensibilizador ya activado se reduce en
presencia de un reductor, y el sensibilizador ya reducido,
reacciona con O, . Este el el fundamento para producir o
usando riboflavina o FMN.

Métodos quimicos.
Un ejemplo tipico es la accidn, sobre difenoles, de
oxidantes que toman un sélo electrén, como algunos
metales, originando semiquinonas:
IO—H oy
n+

+Me ———»

O~-H O—H

Si el difenol hubiera cedido dos electrones resultaria la

quinona correspondiente. Por lo tanto, una quinona por
reduccidn parcial darfa también la semiquinona.

Por supuesto, un radical ya existente puede convertir a
una molécula neutra en su radical correspondiente, como
es el caso ya visto:

a’+ CH, » Cl” + H CH]

Reaccion de Fenton. Un método cldsico para producir
*OH en el laboratorio es la reaccién de H,0, con una sal
ferrosa:

*OH + OH + Fe3+

+ 2t
H202 Fe

Los quimicos lo han venido usando para producir
oxidaciones, por ejemplo de hidrocarburos aromaticos a
fenoles, graciasala granreactividad del "OH. Perolohacen
a un pH muy bajo, lo cual no sirve para un estudio
biolégico. A un pH neutro la reaccién seria dificil, en
principio, porque la sal ferrosa a pH neutro tiende a
oxidarse con O, y también a formar hidréxidos de hierro
insolubles por que la concentracién de OH"es mayor. Sin
embargo reacciones de tipo Fenton tienen lugar en las
células con alguna frecuencia por que, en primer lugar los
iones del hierro (o de los otros metales, como cobre) estdn
complejados (luego ya no forman hidréxidos insolubles) y
en segundo lugar sustancias reductoras como el mismo
superdxido pueden mantener el metal en forma reducida:

(n+1)+

0 + Me » 0, + Me""

(n+1)+

H,0, + Me"t——» OH™ + OH + Me

El resultado global del proceso seria
0y + H,0, > OH +'OH +0,

Esta reaccion recibe el nombre de Haber-Weiss vy,
aunque en su forma global no aparezca el metal, lo cierto
es que sin él el proceso es lentisimo. Obsérvese que aqui el
superdxido hace el papel de reductor (toma un electrén).
Otros reductores bioldgicos pueden hacer el mismo papel,
como es el caso del 4cido ascérbico, que al tomar un
electrén pasarfa a 4cido semidehidroascérbico, el cual
dismutaria tal como lo hemos visto anteriormente.

Muy interesante desde el punto de vista biolégico es
que un reductor, como el dcido ascérbico que es un buen
captador de radicales, pueda mantener una reaccién Ha-
ber-Weiss y, por tanto, generar el peligroso OH', lo cual
puede confundir resultados en investigacion.

Métodos enzimaticos.

El més frecuente en el laboratorio es el que utiliza
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xantinoxidasa. El enzima cataliza normalmente la oxida-
cién de varios sustratos (purina, hipoxantina, xantina,
aldehidos) con oxigeno. Son oxidaciones que implican dos
electrones, pero jugando con el pH y la presi6n parcial de
O, se forma, parcialmente q_ y H,O, en el medio de re-
accién. Aunque el método es sencillo, en la prictica se
usan varios protocolos diferentes.

Métodos electroquimicos.

El fundamento es simple: puede oxidarse el H,Oenel
anodo o reducirse el O, en el catodo. En la préctica se
utiliza la reduccién de O, . En condiciones normales sirve
para producir ¢ .

Métodos biolégicos.

Sistemas bioldgicos, debidamente preparados son titi-
les en el laboratorio para producir especies activas del
oxigeno. Algunos de los mas usados son:

a) Preparaciones de microsomas de higado. Se basa en que

en el transporte de electrones microsomal los electro-
nes desde el sustrato, p. €j.: glucosa, pasan al citocromo
P-450, via NADPH, lo que, normalmente conduce a
hidroxilacién de algunas sustancias, pero en condicio-
nes adecuadas y en ausencia de estas sustancias, el P-
450 reducido convierte al O, en G

b) Preparaciones de ¢loroplastos. El fundamento se vera

posteriormente al considerar 1a formacién de esta espe-
cies activas en el cloroplasto. Se utilizan las variantes
de cloroplastos iniactos (tipo A) o con su envoltura
dafiada. Ladiferenciaes debidaaqueel q_ noatraviesa
la membrana y el H,O, si y, por tanto los intactos su-
ministran al exterior sélo H,0,., mientras que los de-
fectuosos dan también G}

¢) Pr ion hemoglobina. Se funda en que Ia
hemoglobina reducida liga al O, y, en presencia de
algunos aniones (que representamos por L), le puede
transferir electrones jugando con el anién y la presen-
cia de algunos reductores.

Fe.z+ 0O, ——— » Fe > U +o0

DETECCION Y MEDIDA.

Para laboratorios dotados con el equipo adecuado el
méiodo ideal es el de resonanciade spin electrénico (ESR),
también denominado resonancia paramagnética del elec-
trén (EPR).

Se funda en que el electrén, en su «giro» (spin), crea un

campo magnético, que se representa por un vector. Si dos
clectrones estin apareados sus vectores campo son iguales
y de signo opuesto y se anulan entre si, pero si el electrén
esta sin aparear, el campo magnético resultante no es nulo
y la molécula que lo contiene manifestard propiedades
paramagnéticas (como los metales paramagnéticos). Por
tanto si esa molécula (ese radical libre) se coloca en un
campo magnético manifestara propiedades diferentes de
las de una molécula no radical. En nuestro caso se aprove-
cha el que en un campo magnético intenso el radical libre
puede absorber radiaciones de una frecuencia correspon-
diente alazona de microondas (resonancia). La intensidad
del campo a la cual tiene lugar esa resonancia es especifica
de cada radical. La grafica que representa absorcion frente
alaintensidad del campoes un espectro de ESR. Elmétodo
es muy sensible y especifico.

Si el radical libre a estudiar tiene una vida muy corta
(estaexpresion no es del todo correcta) puede no observar-
se la sefial en el espectro. Esto se resuelve afiadiendo al
medio una sustancia, no radical pero que reaccione con el
radical a estudiar, convirtiéndose ella en un radical mas
estable y, por tanto, detectable. Es la técnica conocida
como «Spin Trapping». La sustancia no radical, que se
adicciona es, generalmente un nitrén.

R®"+ NH —— » RH + N’

Otros métodos mds asequibles se usan con mis fre-
cuencia en el laboratorio. Alguno de los mis frecuentes
son:

a) Reduccién del citocromg c. Es cémoda por que puede

seguirse espectrofotométricamente a 550nm, o, si se
quiere mds sensibilidad a 410.

En principio el método es poco selectivo porque son
muchas las sustancias que pueden reducir al cit.c. Hay
protocolos adecuados para usarlo en la medida de Cg
que actuaria como reductor.

En general, cuando se mide C'{— por este u otros proce-
dimientos es obligado hacer un ensayo testigo con
adici6n de SOD al medio; el porcentaje de la reaccién
que no sea sensible a la superéxido dismutasa no serd

debidaal Cf .

En lugar de citocromo ¢ se pueden usar otras sustancias
reducibles, como el nitroazul de tetrazolio o la Fe** -
hemoglobina.

b) Formacién de etileng. La metionina, el metional y el

cido 2-ceto-metiltiobutirico (KMB) forman etileno
por la accién de * OH. Por la menor reactividad de la
metionina y el mal olor y la volatilidad del metional ha
habido tendencia a usar mas el KMB. Sin embargo en
presencia de fosfato de piridoxal la metionina aumenta
mucho sureactividad y puede usarse bien comosustrato.
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uilperoxil (R-OO") son
ietileno a partir del precur-
‘medida de etileno es sencilla,
in en Fisiologia Vegetal.

as. E1 * OH, por su mayor
ctividad puede ser medldo por reacciones que otros
icales no dan o dan lentamente. Descarboxilacién
del 4cido 7-'*C-benzoico (y medida de radiactividad
del *CO, desprendido), hidroxilacién de compuestos
aromdticos (y medida por HPLC de los productos de
hidroxilaccién) y degradacion de la desoxirribosa (y
medida colorimétrica de los productos por su reaccion
con 4cido tiobarbitdrico) son métodos mas o menos
utilizados.

Asimismo el oxigeno singlete transforma al colesterol
en su 7-hidroxiderivado, mientras que otros radicales
dan el 5-hidroxi.

d) Quimiluminiscencia. Se funda en que una especie
quimica muy activa (aito contenido en energia) al
transformarse en otra menos activa emite esa diferen-
cia de energia en forma de radiacién. Es el caso del
oxigeno singlete:

1
02 _— O2 + hv

La intensidad de la radiacién emitida es débil, pero
puede ser medida con un quimiluminémetro de alta
sensibilidad. A veces, cuando la radiacién emitida es
demasiado débil, se adicciona un quimilumindgeno (el
mads usado es el luminol) cuya misién es amplificar la
sefial luminiscente.

SITIOS DE FORMACION EN LA CELULA.

En general las reacciones bioldgicas de oxidacion-
reduccién se suelen escribir como procesos de transferen-
cia de dos electrones (p. ej. NADH —NAP*). Sin embargo
muchos de los participanies son sustancias que, en cada
etapa ceden o toman un solo electrén (p. ej. Fe** (enz.) —
Fe”, o bien quinona — semiquinona) de forma que lo
normal seria que casi todas las oxidaciones pasaran por
etapasradical. Sino lo hacen es debido a mecanismos més
0 menos complejos que las células han desarrollado para
eviiar los radicales y, por tanto, sobrevivir. Consiltese p.
ej.elmecanismo de accién de citocromo oxidasay piénsese
que si su mecanismo fuera simple, 10 que ocurrirfa es:

Fe? + (del citocromo) + O, ——» Fe3* + G

Aunque esto no ocurre con citocromo oxidasa, si hay
en las cadenas de transporte de electrones otras etapas
menos protegidas en que el O, puede reaccionar con in-
termedios parcialmente reducidos.

De estas consideraciones s¢ deduce que los grandes
procesos que incluyen cadenas de transporte de electrones
(fotosintesis y respiracién) son, en potencia, fuentes de
radicales libres y, de hecho, tanto en mitocondrias como en
cloroplastos se producen radicales, de forma que su capa-
cidad de supervivencia depende de sus mecanismos de
defensa frente a ellos.

En mitocondrias de plantas la etapa mas importante
como formadora de radicales es el paso de ubiquinona a
citocromo b, quiz4 porque la serniquinona intermedia
reacciona con el oxigeno:
Semiquinona + O, —  quinona + g
(quinona que habia
tomado sélo un electrén)

y algo menos se produce en laetapa NADH — ubiquinona.

Esto es comiin a plantas y animales. Lo especifico de
plantas es que la ruta alternativa estd poco protegida y
produce por lo tanto muchos radicales, 1o cual puede estar
relacionado con procesos como Ia maduracién de frutos.

En principio se forma O: y las mitocondrias contienen
superéxido dismutasa que lo destruye, pero formando
H,0, , que se elimina normalmente por la accién de
glutation peroxidasa o de una H,O,-citocromo ¢ peroxidasa.
Esta eliminaci6n es urgente, pues de no hacerse, ¢l H,O,
puede originar * OH (reaccién tipo Fenton o bien Haber-
Weiss).

En cloroplastos hay dos puntos en que los intermedios
de transporte de electrones parecen més desprotegidos; el
mds importante corresponde a la ferredoxina:

3+ &
- Fdox.(Fe )+ 0]

Fd 4 (Fe2")+ O,

El otro punto est4 relacionado con la llamada reaccién
de Mehler, y es ahora el P, ¢l que se comporta como la
ferredoxina.

También los cloroplastos sobreviven gracias a sus
mecanismos de defensa: hay un buen nivel de SOD en el
estroma y una peroxidasa que oxida el NADPH, mediado
por glutatién y dcido ascérbico.

Ademis del oxigeno, sustancias xenobiéticas pueden
tomar también un electrén del intermedio. Este es el
fundamento de la accién de herbicidas, como el DCMU,
que actiia a nivel de plastoquinona y el paraquat, que actiia
a nivel del aceptor primario del fotosistema I:

aceptor reducido + PQ —» aceptor oxidado + PQ"

El resultado de la accién de una sustancia como el
paraquat es miiltiple. En primer lugar el radical paraquat
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formado reacciona con oxigeno y origina superdxido
PQ + 0, PQ + G

Por otra parte puede actuar como reductor en la reac-
cién de Haber-Weiss:

PQ"+HO — "OH+ OH + PQ

Ademds el hecho de tomar electrones de 1a cadena de
transporte bloquea la ruta normal y, por tanto, la fotosin-
tesis. Finalmente el bloqueo de la cadena de transporte en
dia soleado hace que se origine oxigeno singlete, con la
consiguiente destruccién de clorofila.

Ademds de en mitocondrias y cloroplastos, en pracii-
camente todas las partes de la célula (citosol, membranas
y pared) se originan radicales en mayor 0 menor cantidad.
Frecuentemente es debido a la accién de enzimas como
xantinoxidasa, lipoxigenasa y ciclooxigenasa, estas tlti-
mas originando un peréxido

R-H2+(% —e R - OOH

que posteriormente formaradicalesalcoxil R-O', muy
reactivos. En la pared es mis bien una peroxidasa la
responsable y da como producto final H,0, en un proceso
complejo para el cual existe en la bibliografia algiin
modelo (ver, p. ej. Gross GG, Janse C, and Elstner E F.
Planta, 136: 271-276, 1977).

UNA ACCION DESTRUCTIVA:
PEROXIDACION DE LIPIDOS.

Las membranas son, con frecuencia la parte mas perju-
dicada de la célula por la acci6n de radicales y, de ellas, lo
m4s sensible son los lipidos, especialmente los que tienen
acidos grasos poliinsaturados (PUFA). Veamos el ataque
al 4cido linoleico por un radical X:

A B
OV AV NVE D S A VSRV ELAVED ¢ |

@ R+ 0,——> R-00

(3) R-00" + XH R-OOH + X"
4 R"+ R’ » R—-R
() R* + rR-00" R-00-R

Comentarios.-

Las etapas (1), (2) y (3) constituyen la reaccién en
cadena, pues el radical X* que inicia el ataque se regenera
en (3) y atacar4 ahora a otra molécula de 4cido linoleico y
asi sucesivamente. Las etapas (4) y (5) son de terminacidn

(van desapareciendo radicales).

En la etapa (1) se plantean problemas de notacién
escrita. Asi, del 4cido linoleico sélo se explicita la zona
central de 1a molécula, que es la implicada en los enlaces
dobles; el resto a ambos lados se representa por A y B, de
forma que A seria CH,-(CH,), y B seria (CH,),-COOH.

Pero lo que quizé resulta menos familiar es la férmula
A B

(que lamaremos férmula M). Es un radical libre que se ha
formadoen (1), que en laetapa (2) lorepresentamos porR’,
para abreviar, y que, en principio seria

(férmula N), procedente de que el 4cido linoleico, en el -
CH,- situado entre ambos dobles enlaces ha perdido un H'
y queda con un electrén libre. Pero esta expresion no
responde a la realidad quimica por que, segiin la fisica
cudntica, esos electrones que representamos por puntos y
guiones no estin tan localizados como pretende la férmula
N, sino que «oscilan» (no tomar al pie de la letra esia
palabra) entre distintas posiciones, siempre que estas no
contengan una energia muy diferente y la linea de puntos
de la férmula M intenta representar esas oscilaciones.

Para representar el comportamiento quimico del radi-
cal R" habia que escribirlo con dos férmulas:

que procederian, en cada caso, de que del guién que
representa un doble enlace, uno de los electrones se une al
que esta libre (formando ahi un doble enlace) y el otro
queda suelto (radical libre en esa posici6n).

Como consecuencia loque representamos como R” son
dosradicales diferentes y, por tanto, en la etapa (3) reaccio-
narfan ambos con O, de forma que la expresién R-O0’
serfa una mezcla de

A QO B A
VIRV y e

y la misma consideraci6n vale para el R-OOH de la etapa
3).

Nos encontramos ya, pues, con el problema de m4s de
un producto de reaccion, problema que después se va a
complicar enormemente, debido a un repertorio de reac-
ciones, de las que se citan sélo algunas:

a) Formacion de varios isémetros cis-trans.

b) reduccién de los hidroperéxidos por metales, en
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reacciones similares a la de Fenton:

1
R-OOH + Me" —— » R_O" + OH +Me" "

y los radicales alcoxi formados son muy reactivos. p. €j.

A O B HOC B
VA TN A TV

es un ejemplo de beta-escisién, que origina un nuevo
radical A, y un aldehido insaturado (los responsables del
olor tipico del enranciamiento de grasas, que es un proceso
de peroxidacién). A, corresponde a la férmula
CH4- (CH2)3 -CH; y,por reacc.:ién €on una sustancia
X-H darda X'y A-H, o sea pentano.

¢) Formacién de epéxidos del tipo

e

OH

En peroxidacion de lipidos se ha llegado a citar m4s de
cien productos diferentes. Cuando queremos medir hasta
qué punto en la célula se han deteriorado las membranas
por la accidn de radicales libres (por ejemplo en procesos
de envejecimiento o situaciones de estrés) lo mas indicado
€s medir uno o varios de los productos de reaccién. Se ha
venido usando mucho la determinacién de uno de ellos, el
dialdehido malénico, que se basa en una colorimetria
sencilla de su producto de reaccién con 4cido tiobarbituri-
co. Hay también cierta tendencia a medir hidrocarburos
formados, como el pentano en el caso visto del 4cido
linoleico o el etano, que procederia de un proceso similar
con 4cido linolénico.

Puesto que la formacién de radicales en la célula es un
hecho frecuente las especies vegetales han desarrollado
también en sus membranas mecanismos de defensa, como
esel caso de la presencia en las membranas de tocoferoles
y otros captadores de radicales. Su equivalente en el
enranciamiento de grasas es la presencia o la adicién de
antioxidantes. En cada caso se desarrollara una lucha entre
los radicales deteriorando, los captadores evitando, y las
células reparando, y el resultado final dependeri de cuél de
los factores predomine.

UNA ACCION CONSTRUCTIVA:
BIOSINTESIS DE LIGNINAS.

En fisiologfa animal hay varios precedentes de accio-
nes positivas de los radicales; el caso més familiar es el
proceso mediante el cual losleucocitos polimorfonucleares,
monocitos y algunos macréfagos atacan a, p.ej., una bac-

teriainvasora. En el proceso labacteria es englobadaenun
fagosoma y, acompafiado de un incremento brusco en la
respiracién, se produce una gran cantidad de especies
activas de oxigeno en el fagosoma y la bacteria es destrui-
da.

Se ha sugerido que en la pared de la célula vegetal
podria actuar algiin mecanismo similar, pero si queremos
ejemplarizar la acci6n positiva de radicales en Fisiologia
Vegetal quiza el caso mis representativo sea el de la
biosintesis de lignina. El proceso hasido yadescrito (véase
P- €j. el capitulo de T. Higuchi en Encyclopedia of Plant
Physiology. Vol. 13B. SpringerVerlag. 1981). En esencia,
por oxidacién de los alcoholes cindmicos con H,0,,
catalizada por una peroxidasa, se forman los radicales
correspondientes. En esquema podria ser:

H, 0,

Compuesto
I

Fe** (peroxidasa)

RH

R‘\
RH !

Compuesto II

donde RH es ¢l alcohol cindmico y R’ su radical.

Por consideraciones de no localizacién de los electro-
nes en el radical R* de un alcohol cindmico, similar a lo
visto en la peroxidacion de lipidos, resultan tres férmulas
posibles para cada alcohol radical. Sucesivas reacciones
de cada radical con otro igual o distinto o con moléculas
neutras, asi. como otros procesos de deshidratacién y
transposicién dan origen a las macroestructuras llamadas
ligninas. De nuevo nos encontramos con un sistema
complejo de reacciones originado por los radicales, pero
en esie caso, a diferencia de la peroxidacién de lipidos, no
resulta una mezcla compleja de productos, sino un nico
producto estructuraimente muy complejo.

El H O, para la lignificacién se produce en la pared
celular, como se ha citado previamente.

ALGUNOS DATOS ADICCIONALES EN PLANTAS.

En la bibliografia sobre radicales libres y procesos
fisiolégicos de plantas rara vez hay material suficiente
para elaborar teorias completas, pero si hay ya abundancia
de datos para establecer conjeturas. Una ojeada rapida nos
muesira datos como los siguientes:

- En la maduracién de frutos sube el nivel de enzimas,
como xantinoxidasa y el de perdxidos.
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En la formacién de etileno a partir de ACC se detectan
sefiales ESR correspondientes a (g ya OH (lomismo
ocurre en sitnaciones de stress hidrico o salino.

- Durante la maduracidn los incrementos de etileno y de
peréxidos van paralelos.

- Elestallido respiratorio del climatérico es similar (aun-
que mds lento) al que se produce en la sangre al actuar
macréfagos para dar dadicales.

- En general las condiciones oxidativas estimulan la
senescencia.

- Las citoquininas son buenos captadores de radicales

- Altos niveles de captadores inhiben la formacidn de
etileno.

- Radicales libres parecen ser responsables de la pérdida
de viabilidad de muchas semillas.

- Sustancias alelopéticas, como la juglona, se usan en el
laboratorio como generadores de especies activas de
oxigeno.

- Enladefensa frente a algunos parésitos aparecen impli-
cados productos de peroxidacién de lipidos asi como
sustancias fendlicas en su forma semiquinona.

- Es conocido el papel del 'O, en la fotodestruccion de la
clorofila y el efecto protector de los carotenoides,
precisamente por que convierte el oxigeno singlete en
triplete.

- Algunosagentes polucionantes,como SO, ,0zonoy NO,,
ejercen su accion letal sobre plantas por generacién de
radicales:

H, 0,
» O, + "OH + OH

O3+e‘_u-(1:

- En la biosintesis de moléculas complejas de plantas,
como alcoloides, esta bien establecido la naturaleza
radical de ciertas etapas.

Hay datos, parece que claros, de que la toxicidad del
oxigeno para el sistema nitrogenasa se puede aliviar con
captadores de radicales.

La cercosporina (fitotoxina de hongos) es un
sensibilizador fotodindmico que con luz y oxigeno genera
'0

-

- CONCLUSION

El estudio de procesos biol6gicos a nivel molecular en
planias suelen ir con algin retraso con respecto al de
animales y microorganismos lo cual se explica por varias

razones pero los conocimientos ya adquiridos en animales
suelen enriquecerse al aplicarlo a las plantas por sus
caracteristicas diferenciales. El estudio de la participacién
de radicales libres y especies activas de oxigeno en la
fisiologia animal especialmente la humana, se ha visto
estimulado desde hace algiin tiempo por su clara relacién
con un mimero de situaciones patoldgicas cada vez mis
amplio.

En fisiologia vegetal el mimero de referencias a la
posible participacién en estas sustancias va aumentando y
yaparece claro que intervienen en un niimero de procesos
insospechado hasta hace poco tiempo. En nuestro pais hay
ya unos pocos laboratorios que cultivan este campo y es
presumible que una mayor difusién de sus posibilidades y
sus técnicas puedan servir de ayuda y estimulo a los no
iniciados.

He preferido insistir mis en la terminologia y en los
simbolos por que son los que suelen producir rechazo. En
cuando a las técnicas de laboratorio no se ha pretendido ser
descriptivo, sino solo exponer los fundamentos. Para los
queintenten aplicarlos pueden ser de gran utilidad algunos
tratados, como el de CRC Press, «Handbook of Methods
for Oxygen Radical Research». Editor, Robert A.
Greenwald 1986.

F. Sabater
Dpto. de Biologia Vegetal. Fac. de Biologia
Universidad de Murcia
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Revision

Metabolismo de los ureidos en
nodulos de leguminosas

Carmen Lluch
Dto. de Biologia Vegetal, Fac. de Ciencias. Universidad de Granada

-

\

Metabolismo de los ureidos en
nodulos de leguminosas:

- Morfologia del nédulo productor de ureidos

- Efecto del nitrato y amonio en la sintesis de
ureidos

- Biosintesis de ureidos (ALA y ALC)
- Biosintesis de ALA y ALC en nédulos
- Localizacién citoldgica de la biosintesis

- Compartimentaci6n entre células infectadas y
no infectadas de nédulos

- Catabolismo de los ureidos

- Ventajas del transporte de ureidos

/

El primer producto estable procedente de la fijacion de
nitrégeno en los nédulos de las leguminosas es el amonio,
que excretado al citoplasma de la planta hospedadora por
las bacteroides de Rhizobium es incorporado en un esque-
leto carbonado para su transporte a las partes aéreas de la
planta. Segiin la identidad de estos compuestos transporta-
dos se diversifica el metabolismo intermediario que opera
en los nédulos asimiladores de nitrégeno. Las plantas que
transportan asparragina, sintetizan este compuesto a través
de cuatro etapas de biosintesis sencillas. Sin embargo, las
que transportan ureidos requieren asimilacién del nitrégeno
fijado en aminodcidos, seguido por sintesis de purina y
después oxidacién parcial de ésta (Reynolds et al., 1982).

Atendiendo a la composicion de la savia del xilema,
procedente de sistemasradicales nodulados, las legumino-
sas fijadoras de nitrégeno pueden clasificarse en:
exportadoras de amidas o de ureidos. Las aminas transpor-
tadas son asparragina (ASN), glutamina (GLN) o metilen-
gluiamina (MeGln); mientras que los ureidos transporta-
dos sonalantoina (ALN), 4cidoalantéico (ALC)y citrulina.

Las leguminosas pertenecientes a la tribu Phaseoleae,
queincluye soja(Glycine max), judia (Phaseolus vulgaris)
y cowpea (Vigna ungiculata, Vigna radiata), exportan de

-
-

% N
Transporte

Aminodicidos...

\ Ta 3 81"—'
Nz"Nlﬂs Urcidos— 88 81 «— Asparragin
v 9 11>

NH,—Glutamina“~

Leguminosas iropicales:
soja, judia, cowpea.

Qigma 1. Asimilados nitrogenados transportados en nédulos de leguminosay

xilema e
Aminoécidos

"-Glutamina «— NH,

Leguminosas de zonas
templadas: haba, guisante,
altramuz, trébol.

\ los nédulos radicales ureidos (Sprent,
1980). Hay otras leguminosas lefiosas
que producen gran cantidad de ureidos,
aunque en este tipo de leguminosas, ello
no es indicativo de actividad fijadora de
nitrégeno (Van Kessel et al., 1988).

La importancia de los ureidos en el
transporte de los compuestos
nitrogenados, fue descrita por Matsumoto
et al. (1977) en nédulos de soja. Poste-
riormente se confirmd, utilizando N
(Herridge et al., 1978) que la ALA y el
ALC constituyen entre el 60-90% del
nitrégeno total detectado en el xilema de
las leguminosas de origen tropical (Pate y
Atkins, 1983) (Figura 1).

NH;=-N, |«
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MORFOLOGIA DEL NODULO PRODUCTOR
DE UREIDOS

Estas leguminosas .presentan nédulos determinados,

llamados asi-por ser un meristemo determinado quien lo
forma. Los nédulos son globosos, con canales vasculares
fusionados en el dpice formando un bucle que conecta con
el haz vascular en la base del nédulo. Esta disposicién de
las haces vasculares, le permiten un mayor flujo de agua
procedente de la transpiracién, a través del nédulo. Es
evidente, que este gran flujo es necesario para el transporte
de ureidos, que son supuestamente, menos solubles que las
aminas. Sprent (1980) ha sugerido gue esto puede ser una
razon por la cual los ureidos se encuentran solo en legu-
minosas de origen tropical. Sinembargo, se hacomprobado
que la sal potdsica del ALC es mds soluble que 1a ASN y
al pH celular la forma predominante no es el ALC sino su
sal sddica.

Cuando cesa la actividad mitdtica del meristemo se
inicia la elongacidn celular, por tanto los estadios del
desarrollo del nddulo estdn separados en el tiempo y no en
el espacio, como ocurre en los nédulos indeterminados de
leguminosas exportadoras de aminas (Nap y Bisseling,
1990), en las que coexiste a la vez divisién celular,
elongacion e incluso senescencia. Las células no infecta-
das del nédulo se encueniran entremezcladas con las
células que contienen bacteroides (células infectadas) y se
denominan también, células intersticiales. Estas células
han sido consideradas poco significativas en el proceso de
fijacion de nitrogeno, ticitamenie se asumia que habian
«escapado» de la infeccién y simplemente servian de
soporie en la funcién del nédulo. Sin embargo, por estu-
dios de ultraestructura y localizacién citoquimica, se ha
demostrado que existe una compartimentacién celular,
entrelos dos tiposde células, de las secuencias metabolicas
que conlleva la biosintesis de ureidos.

Las células no infectadas son mis pequefias que las
células infectadas. Desarrollan una gran vacuola central
rodeada por el citoplasma. Los plastidios de formaameboide
contienen depdsitos masivos de almid6n y no se localizan
cercanos al plasmalema en contraste con las células in-
fectadas. Los plasmodesmos son muy numerosos, locali-
zados tanio enire células infectadas como entre las no
infectadas. Tienen numerosos ribosomas libres, un pro-
minente reticulo endoplasmético (RE) rugoso y un RE
tubular abundante que frecuentemente se ramifica a través
del citoplasma formando una red interconectada. A esta
estruciura de las células no infectadas se le llama RE
agranular.

Los peroxisomas son esféricos con un didmetro de 1.5
um y se localizan cercanos al RE tubular. Citoquimicamente
se ha demostrado que estos orgdnulos contienen catalasa y
ocupan un volumen 60 veces mayor por unidad de
citoplasma que en células infectadas. Los peroxisomas de

las células infectadas estdn en la periferia del citoplasma,
son alargados, pequeiios, en ocasiones parecen estar de-
graddndose y son menos conspicuos que en 1as no infecta-
das. El RE tubular contribuye tanto a la formacién de
nuevos peroxisomas como a la acumulacién de materia en
ellos durante su elongacion.

Los plastidios de las células no infectadas son bastante
semejantes a los de las células infectadas en cuanto a
nimero, tamafio y volumen que ocupan. Presentan un
sistema lamelar denso, con depésitos de almidén reduci-
dos.

Las mitocondrias difieren de los plastidios y de los
peroxisomas en el gran volumen citoplasmatico que ocu-
pan tanto en células infectadas como en las no infectadas.
No hay grandes diferencias en las mitocondrias de ambos
tipos de células. La gran concentracién de mitocondrias,
sin duda refleja una gran demanda de energia (Newcomb
et al., 1985).

EFECTO DEL NITRATO Y AMONIO EN LA
SINTESIS DE UREIDOS

Los niveles de ureidos en el xilema varian en plantas
dependientes de 1a fijacién de nitrégeno o del nitrato. Por
consiguiente, la presencia o ausencia de nitratos o de
acetileno, inhibidor de la fijacion de nitrégeno, puede
condicionar el contenido de ureidos en el xilema. La
disminucién de la concentracién de ureidos en el exudado
del xilema como respuesta al nitrato es proporcional a la
disminucién delaactividad nitrogenasa, también se inhibe
lainfeccién radical por Rhizobium, el desarrollodel nédulo
y lasintesis de proteinas del bacteroide . El mecanismo por
el cual el nitrato afecta a estos paramétros ha sido recien-
temente revisado por Streeter (1988), Carroll y Mathews,
(1990).

Sin embargo, las leguminosas exportadoras de amidas
son més suceptibles al tratamiento con nitrato que las
exportadoras de ureidos. Se haobservado utilizando nédulos
radicales de soja, procedentes de la simbiosis soja
Bradyrhizobium japonicum,que el nitratoinhibe la fijacion
de nitrégeno y afecta a la funcionalidad de 1a nitrogenasa
del bacteroide, pero no afecta a las enzimas involucradas
en la biosintesis de ureidos.

Laformacién de ureidosen plantas tratadas con nitratos
puede tener varias explicaciones: 1) Pueden ser sintetiza-
dos a expensas del nitrato reducido, bien en laraiz o en los
nédulos, ya que las enzimas necesarias son expresadas en
elnddulo. 2) Pueden sintetizarse a expensas de nucleétidos
degradados como respuesta a la senescencia inducida por
elnitrato. 3). A partir del amonio, directamente absorbido
por la planta (Schuller et al., 1986).

Sin embargo, utilizando mutantes de soja, denomina-
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dos supernodulantes nts (nitrate-tolerant-symbiosis) que
nodulan en presencia de nitratos a concentraciones consi-
deradas como inhibidoras de la activdad nitrogenasa,
producen niveles de ureidos elevados, que se afectan con
la dosis de in6culo, indicando que los niveles de ureidos
estan asociados con la supernodulacion (Schuller et al.,
1988). :

BIOSINTESIS DE UREIDOS (ALA Y ALC)

Los primeros trabajos sobre formacién de ureidos,
fueron realizados por Reinbothe y Mothes (1962) que
propusieron dos posibles vias de sintesis para estos
metabolitos. '

1.- Condensacién de una molécula de urea con una molé-
culade dos dtomos de carbono, glicina o glicolato. Esta
via de siniesis, estuvo apoyada por pocas evidencias
experimentales.

2.- Catabolismo oxidativo de las purinas, apoyada por las
siguientes observaciones:

- Lasenzimasde ladegradacién delas purinas, uricasa,
alantoicasa, alantoinasa, ureasa y xantina
deshidrogenasa(XDH), estdn presentes enlos nédulos
de cowpea, soja y judia.

- Los niveles de estas enzimas son bastantes bajos en
nédulos de leguminosas exportadoras de amidas,
como guisante y altramuz.

- El nivel de estas enzimas se incrementa con la
fijacion de nitrégeno, con la asimilacién del amonio
y con la exportacién de ureidos del nédulo.

- La adicion de allopurinol, un inhibidor irreversible
de la XDH, produce una disminucién en la acumu-
lacién, en el nivel de ureidos del nédulo, y en su
exportacién al xilema.

Lasintesis de ureidos habia sido demostrada en extrac-
tos libres de células de nédulos de soja, utilizando como
sustratos, inosina monofosfato (IMP), xantosina
monofosfato (XMP), inosina, xantosina y 4cido trico.
Todos los sustratos requerian la adicién concomitante de
NAD, excepto el 4cido urico. La secuencia de la incor-
poracién era 4cido tirico, alantoina y 4cido alantéico. El
modelo del catabolismo oxidativo de las purinas presenta
la siguiente secuencia:

Pi , ribosa .
IMP —=——» Inosina ~%————» Hypoxantina

NAD NADH NAD NADH
Hypoxantina EHL'-D Xantina Acido rico

Este modelo asumido para animales y bacterias, parece
que no tiene fugar en los nédulos radicales de leguminosas
fijadoras de nitrégeno. Cuando se adicionaba allopurinol,
en bacterias, animales y en sistemas nodulares in vitro, se
acumula hypoxantina, pero cuando se adiciona a plantas
intactas, el intermediario que se acumula en nédulos de
sojay cowpea era xantina (XAN), formada comoresultado
de una sintesis de novo. La existencia de IMP-
deshidrogenasa en nédulos ha contribuido a dilucidar la
biosintesis de ureidos en los mismos (Atkins, 1981).

BIOSINTESIS DE ALA Y ALC EN NODULOS

La primera evidencia de que los ureidos proceden de
purinas, aparentemente sintetizados de novo, se obtuvo en
nédulos de cowpea cuando se demostrd que la glicina-*C
se incorporaba a la ALA. E1 70% del "C procedente de la
glicina se encontraba en el ALC, precisamente en los
carbonos propuestos como derivados de la glicina. En este
proceso estaba implicada la glicinamida ribonucle6tido-
sintetasa, enzimade la biogénesis de purinas, que interviene
en la biogénesis de ureidos (Atkins et al., 1982)

La sintesis de novo de la purina requiere: 4 derivados
nitrogenados: glicina, glutamina (2) y asparragina; 6 mo-
léculas de ATP; dos fragmentos de C,-activado:
meteniltetrahidrofolato (metenil-FH,) y formil-FH, ycomo
producto de partida el fosforibosilpirofosfato (PRPP)
procedente de la ribosa activada con 2 moléculas de ATP
por la ribokinasa y la PRPP sintetasa. El orden en el cual
estos precursores se ensamblan para constituir el micleo de
la purina es PRPP, 5-fosforibosilpirofosfato, glutamina,
glicina, metenil-FH,, glutamina, CO,, aspartato y formil-
FH,(Schubert,1986).

El primer nucleétido de la purina formado es la inosina-
SP (IMP). La oxidacién de IMP a XMP requiere
especificamente NAD e IMP-deshidrogenasa-NAD, loca-
lizada en los plastidios (Boland y Schubert 1982) aunque
Shelp y Atkins (1983) también 1a han localizado en el
citoplasma. Posteriormente las nucleotidasas transforman
la XMP en XAN y la XDH produce 4cido tirico.

NAD NADH Pi Ribosa
Mp——2& » xMP—2—Z o XAN
IMP-DH nucleotidasa

NAD NADH H,0, CO,
XAN Acido ﬁricog;v—L’ Alantoina

XDH L uricasa
Alantoina » Ac. Alantoico

Alantoinasa

LOCALIZACION CITOLOGICA DE LA
BIOSINTESIS

La glutamina sintetasa (GS), primera enzima implica-
daen laasimilacién del amonio, se localiza en el citosol de
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las células infectadas, mientras que la glutamato sintasa
(GOGAT) se localiza tanto en el citoplasma como en los
plastidios. Ambos enzimas incorporan el amonio proce-
dente de la fijacién de nitrégeno en glutamina. Otras
enzimas requeridas para la sintesis delresto de precursores
de las purinas, se localizan en los plastidios de nédulos de
leguminosas productoras de ureidos y se activan-con la
fijacién de nitrégeno y con la exportacién de ureidos. Asi,
por técnicaseletroforéticas se halocalizadoeneste organulo,
la fosfoserina aminotransferasa, ASP-aminotransferasa,
serina hidroximetilasa, metilen-FH, deshidrogenasa, IMP-
deshidrogenasa y otras enzimas que sugieren que las
reacciones asociadas a la smtes1s de novo de la purina
(sintésis de ASP, GLY, meienil- FH y formil-FH,) ocu-
rren en el plastidio. La localizacién de PRPP-sintetasa es
ambigua, su actividad se ha asociado tanto a plastidios,
como al bacteroide, de la célula infectada (Atkins et al.,
1984).

Los nédulos exportadores de ureidos contienen una
PEP-carboxilasa activa , localizada en el citosol de las
células infectadas. Aunque su funcién no se conoce exac-
tamente, se ha propuesto que podria fijar el CO,en el PEP
procedenie del GAP formando OAA, via PEP-carboxilasa,
que enlazaria con la formacion de aspartato en el plastidio,
atravésde un sistemalanzadera. Sin duda, la utilizacién de
*CO, y otros estudios pueden contribuir a determinar el
papelexacto de laPEP-carboxilasaen este tipo de simbiosis.

Lalocalizacién de otras enizimas de labiosintesis de novo
de la purina no est4 totalmente resuelta. En los plastidios
se ha detectado actividad nucleosidasa y nucleotidasa,
basada en la sintesis de pequefias cantidades de XMP,
XAN y xantosina, pero en el citoplasma se ha encontrado
actividad IMP dehidrogenasa. Por tanto, no sélo no se
puede afirmar que la XAN se sintetiza dentro del plastidio,
sino que también hay que considerar la posibilidad de una
compartimentacién entre las enzimas del catabolismo de
IMP y las de la sintesis de novo de purina.

Posee un cofactor de molibdeno, centros S-Fe y una
flavina. El molibdeno y la flavina son los lugares
involucradosen lahidroxilacién delapurina y lareduccién
del NAD™ respectivamente. Triplett y Haim (1988) han
utilizado anticuerpos monoclonales y policlonales para
detectar su localizacién citoplasmdtica en las células no
infectadas.

La uricasa esta localizada exclusivamente en los
peroximas de las células infectadas (Webb y Newcomb
1987). Es responsable de larotura del 4cido drico en ALN.
Estd muy adaptada a funcionar en las condiciones fisiol6-
gicas del nédulo de pH alto debido al amonio. Es unaurato-
oxidasa que, como otras flavin oxidasas, presenta baja
afinidad por O,, requiere altos niveles de este elemento
para funcionar que no puede obtener de las células infec-
tadas donde estos niveles estidn controlados por la
leghemoglobina. Su actividad depende de la presencia de
un cofactor identificado como la cadaverina, pudiendo
actuar como cofactores otras poliminas radicales. No esta
muy relacionadacon lauricasaradical, unsistemadiamino-
peroxidasa que involucra dos enzimas, cada uno con gran
especifidad por su sustrato. Estos dos enzimas requieren
un ambiente con bajos niveles de catalasa, que se da en el
peroxisoma.

Entre lasnodulinas, proteinas especificas de los nédulos
codificadas por la planta y sintetizadas solo durante la
simbiosis, se encuentra la nodulina-35, de 33 kDa que se
ha identificado como una subunidad de la uricasa 1I
(Bergmann et al., 1983) cuyo gen ha sido aislado por
Nguyen et al., (1985). El gen uricasa-n es totalmente inde-
pendiente de los genes que codifican la uricasa-r. La
uricasa-n también se ha encontrado en callos y raices y
puede ser codificada por otros genes distintos a los que
codifican Ia proteina encontrada en el nédulo. Este alto
nivel de expresién génica de la uricasa-n refleja una
adaptacion de laregulacion de ésta expresion a las diferen-
tes condiciones fisiolégicas del nédulo (Nap y Bisseling
1990).

. N, .

Los pasos finales de las | Sac‘arosa e Ureldos*\
formaciones de ureidos, L 7 1
acxdo. urico, ALA y AL.C’ ' ATPN -~ Lt Sacarosa ||| | Alantoato~— Alantoinag
también estin comparti—| Nitrogenasa < i ! ALN
mentados entre el citoplas—| T ¢ Lb-0, Glucosa ( A )
ma, peroxisoma, y RE de las ¥ Reticulo
células no infectadas donde NH': Asimi- endoplas-
selocalizalaXDH, uricasay L lacién 4cidos interme- matico
alantoinasa respectivamen- GLN amonio organicos~ | diarios : .
ie.Enlafigura2 se presenta| | I T Lo Alantoina |
un modelo de organizacion PE : i :

- ! GLN - - Sintesis
cell’xlar de la biogénesis de Precursores de purina : ‘
ureidos. ' "—./ : Peroxisoma

La xantina deshidro— Biosintesis de purina | IMP-—» XMP —} XAN »  Ac. irico
genasa ha sido purificada y o e B
caracterizada parcialmente] Plastidio .
ennddulos de soja y cowpea  Célula infectada Célula no infectada

Figura 2. Compartimentacién celular de la asimilacién de amonio, sintesis de novo de la
purina y biogénesis de ureidos en nédulos de leguminosas productoras de ureidos.
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También se ha localizado uricasa en las células que
rodean al parenquima vascular del centro del coxtex, que
no soncélulas propiamente no infectadas, pero la presencia
de urato oxidasa en esa zona implica la necesidad de una
oxidacion del urato en esa zona (Vaughn y Slegink, 1987).

La alantoinasa transforma el ALN en ALC, se puede
considerar una enzima degradativa detectada en hojas,
tallos, semillas y nédulos. Esunaalantoina amidohidrolasa
asociada al RE tubular de las células no infectadas de
nddulo. Estaestructura presenta un gran desarrollo durante
la formacién del nédulo y desaparece virtualmente en el
momento que el nédulo alcanza la madurez, cuando toda-
via hay actividad alantoinasa. Webb y Newcomb (1987)
han utilizado métodos inmunocitoquimicos para clarificar
lalocalizacion de la alantoinasa y donde persiste alo largo
del desarrollo y madurez del nédulo. La alantoinasa detec-
tadaenlos tejidos verdes parece localizarse enel citoplasma,
probablemente unida a membranas (Costigan et al.,1987).

COMPARTIMENTACION ENTRE CELUL‘AS
INFECTADAS Y NO INFECTADAS DE NODULOS

La participacién de las células no infectadas en el
procesodel funcionamiento del nédulo fijador de nitrégeno
s poco conocida. La proporcion de células no infectadas
varia segun el tipo de simbiosis, sin embargo, en nédulos
de cowpea y soja el mimero de células infectadas y no
infectadas es aproximadamente el mismo. Una serie de
hechos obligan a pensar en un papel relevante de las
células no infectadas de los nddulos asimiladores de
nitrégeno.

Lascélulasnoinfectadas, muestran un nivel elevadode
amiloplastos, sugiriéndose que podrian almacenar los
asimilados que liberan a las células infectadas, cuando a
estascélulas fueralimitante la descargadel floema (Rainbird
et al., 1983),

En el nddulo exportador de ureidos se observa una
ausencia de células de trasferencia en el periciclo, células
especializadas en la carga al simplasma de los asimilados
nitrogenados generalmente adyacentes a los haces
vasculares en el nédulo exportador de aminas. Este hecho
contribuye a implicar a las células no infectadas de este
tipo de nédulo, como mecanismo alternativo en 1a transfe-
rencia de solutos, proporcionando el RE el aumento de
membranas, caracteristico de las células de transferencia.

CATABOLISMO DE LOS UREIDOS

El nitr6geno liberado de los ureidos puede localizarse
en las proteinas de reserva de las semillas, sin embargo el
proceso catabélico inicial tiene lugar en las hojas. El

nitrégeno liberado se utilizaen el desarrollode lahojay en
la sintesis de aminoécidos que serdn transportados a los
frutos y vainas.

Lamayor parte de las investigaciones sobre catabolismo
de ureidos establecen que el ALC se cataboliza viaalantoato
amidinohidrolasa (alantoicasa) y una ureidoglicolato
urealiasa (ureasa) hasta glioxilato y urea. Esta conclusién
es debida, en parte, a que la alantoato amidinohidrolasa es
la dnica actividad degradativa de ALC y a laacumulacién
de urea detectada en plantas a las que se les suministra
ALN. Ademis, los experimentos realizados por Atkins et
al., (1982) con hojas de soja y el inhibidor de la ureasa,
dcidoacetohidroxdmico (AHA) demostraron que se inhibia
la liberacién de “CO, del [2-*C] ALN y se acumulaba
urea. Concluyendo que el metabolismo de ALN produce 2
moléculas de urea/ALN, via alantoato amidinohidrolasa y
uredoglicolato urealiasa (Via 1 - 3).

La ureasa ubicua de soja que degrada a productos
derivados de los ureidos es perfectamente distinguible de
la ureasa especifica de testa de semillas, que lleva activi-
dades ureoliticas, en aspectos tales como, pH éptimo,
grado de inhibicién por hidroxiurea, grado de unién a los
anticuerpos, y velocidad de migracién por gel. Sinembargo,
ambas formas son similares en, su estabilidad al calor,
requerimientos de niquel, sensibilidad a inhibidores como
la hidroxiurea y PPD (fenil-fosfatodiamidato), el tamaiio
de las subunidades y en el ensamblaje de las mismas
(Polacco et al.,1985).

VIAS ALTERNATIVAS EN EL CATABOLISMO
DE LOS UREIDOS

Alantoina

6]

Acido Alantoico
J ) l @

Ureidoglicolato + urea Ureidoglicina + NH; +CO,
i 3 ©)

Ureidoglicotato + 2 NH; +CO,
I ©)

Glioxilato + 4 NH3 +2CO

Gllcma
| 1<9>

Serina  Metilen - FH,
co +NH3

Urea + glioxilato

2

(1) Alantoinasa (Alantoina amidohidrolasa) (2) Alantoato amidi
nohldrolasa(alantmcasa) (3)Ureido-glicolato urealiasa o
ureidoglicolasa (4)Alantoato amidohidrolasa (5)Ureidoglicina
amidohidrolasa  (6)Ureidoglicolato amidohidrolasa
(7)Aminotransferasa (8)Glicina  descarboxilasa (9)Serina~
hidroximetiltransferasa.
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Sin embargo, utilizando tejidos intactos se ha obtenido
informacién mas clara del catabolismo de ureidos. Ba-
sdndose en los requerimientos de niquel de la ureasa, se ha
comprobado que en cultivos de ¢élulas de soja deficientes
en Ni, las células no crecen cuando la inica fuente del
nitrégeno es urea, pero el crecimiento no se afectaba si se
proporciona ALN. Ello indica que ALN puede ser degra-
dada, al menos en parte, independientemente de la ureasa.

Winkler et. al.(1987) proponen que 1a alantoina puede
ser degradadaa 4NH,*, 2CO, y glioxilato, sin intervenir la
urea como intermediario. Lo comprobaron marcando
radiactivamente la ALN, en los carbonos de 1a urea se
formaba di6xido de carbono marcado en proporciones
lineales. Ademds, utilizando el PPI) uno de los més poten-
tes inhibidores de 1a ureasa, no se afecta la liberacién de
NH,"y CO, dela ALN. Por el contrario,con ALN marcada
en los carbonos del acetato se liberaba CO,, glioxilato,
glicina y serina, todos ellos marcados radiactivamente.
Estos resultados son compatibles con la accién de la
alantoina amidohidrolasa (alantoinasa) y una segunda
actividad amidohidrolasa (ureidoglicolato amidohidrolasa)
quedegrada elintermediario propuesto, el ureido-glicolato,
con ¢l subsiguiente metabolismo del glicolato a través de
la ruta respiratoria.

También se ha puesto de manifiesto una alantoato
amidohidrolasa dependienie de Mn** en la testa de semi-
l1as de soja que exhibe una Km para el ALC de 1mM. Esta
actividad es inhibida por 10 mM EDTA borato y AHA
peronopor PPD, que degradael ALChastaCO, y glioxilato
en una proporcién de 2,3/1. Esta relacién observada en los
productos formados a partir de la ALN es congruente con
laformaciénde underivadodel glioxilato. Hay dos posibles
intermediarios: la ureido-glicina, que no esti disponible
comercialmente ni estd establecida su via de sintesis,
debidoalainestabilidad de suestructura y el ureidoglicolato
que también es relativamente inestable, especialmente a
pH 4cido o alcalino. «/n vitro» ambos intermediarios o
bienno se acumulan o se acumulanabajosniveles. «/nvivo»
el ureidoglicolato no se acumula, por tanto, la exacta
naturaleza de los intermediarios es actualmente incierta
debiéndose a las limitaciones de los métodos analiticos.

Todoello induce a sugerir que ambas enzimas, alantoato
amidohidrolasa y ureidoglicolato amidohidrolasa, forman
parte de un complejo enzimético dependiente del Mn** y
que laproduccién de CO, no depende de laacumulacién de
intermediarios libres.

La produccién de urea encontrada en el metabolismo
de la alantoina es menor del 8% de! CO, producido en
presencia de PPD, lo que elimina a la alantoato
amidinohidrolasa como ruta catabdlica primaria. La pro-
duccidn de urea puede ser debida a una degradacién no
enzimitica de ureidoglicolato o ureidoglicina. Se puede
concluir que la liberacién de glioxilato procedente de
ALC, sin una produccién detectable de urea, implica la

actuacion de cuatro aminohidrolasas, de las cuales, alantoato
aminohidrolasa, y ureidoglicina aminohidrolasa pueden
ser actividades de la misma enzima que segtin Van der Drif
etal.(1970) degradan el sustratoa4NH,*, 2C0, y glioxilato
(Via 4-6).

El glioxilato es t6xico en las células y no se acumula
normalmente en los tejidos vegetales. En tejidos verdes se
metaboliza siguiendo la ruta fotorespiratoria con libera-
cién de CO,, actuando la glicina descarboxilasa. Sin em-
bargo, entejidos no verdes 1a baja actividad de esta enzima
induce a pensar en una oxidacién directa de glioxilato por
H,0,, liberando 4cido férmico y CO, (Via 6-8).

VENTAJAS DEL TRANSPORTE DE UREIDOS.

Existen varios aspectos positivos en el transporte de
ureidos que a continuacién se comentan:

La aparente correlacion entre fijacién de nitrégeno y
los ureidos (ureido-N/N total x 100) del xilema sugiere que
pueden servir para estimar el grado de actividad fijadora
del nitr6geno. Los métodos experimentales utilizados para
sudeterminacion son muy sensibles, rapidos y norequieren
metodologia sofisticada (Argillier, et al., 1989).

Se estima que el coste metabélico de la sintesis de
ureidos en ATP es menos del 50% que necesita la sintesis
de asparragina por atomo de nitrégeno (Schubert,1986).
Tedricamente ésto le permite a la planta invertir menos
energiaen lasintesis de asimilados nitrogenados del nédulo
y proporciona una ventaja selectiva a las plantas trans-
portadoras de ureidos.

La relativamente baja relacién C/N que presentan los
urefdos minimiza la perdida de carbono de la raiz al tallo,
lo que implica que las plantas exportadoras de ureidos
utilizan més eficientemente el carbono de los nédulos que
las plantas exportadoras de amidos.

Losureidos parecen serviriinicamente parael transporte
yalmacenamientode nitrdgeno, mientras que la asparragina
estd implicada en muchos aspectos del metabolismo. Por
tanto la «especializacién» de los ureidos puede conferir a
laplanta un mayor control de su metabolismo nitrogenado.

Por ltimo sefialar que las leguminosas exportadoras
de ureidos, son menos sensibles a la presencia del nitrato
6 amonio en el medio radical, incluso cambian la sintesis
de ureidos a aminas; estos cambios no se evidencian en
leguminosas exportadoras de aminas.

C. Lluch

Dpto. de Biologia Vegetal
Fac. de Ciencias
Universidad de Granada
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4th International Conference on Environmental
Contamination

Del 1 al 4 de octubre tuvo lugar en Barcelona, en el
Palacio de Congresos de Montjuic, la «4th International
Conference on Environmental Contamination»,organizado
por CEP Consultants de Edinburgo y la Catedra de
Fisiologia Vegetal de la Universidad Auténoma de Bar-
celona, bajo el patrocinio internacional del «Programa
Ambiental de las Naciones Unidas/Registro Internacional
de Sustancias Quimicas Potencialmente Téxicas» y la
«Organizacién Mundial de La Salud», y 1a colaboracién
nacional de la SEFV, Direcci6n General del Medio Am-
biente (MOPU), Conselieria de Politica Territorial i Obres
Publiques de la Generalitat de Catalunya, Ajuntament de
Barcelona, Universitat Auténomade Barcelona y Millipore
International. Londres (1984), Amsterdam (1986) y Vene-
cia (1988) fueron las sedes anteriores.

A la inauguracion oficial asistieron el Conseller de
Politica Territorial i Obres Publiques de la Generalitat, el
Rector de la Universidad Auténoma de Barcelona y el
Director General de Universitats de la Generalitat. La or-
ganizacién del Congreso incluia tres conferencias plena-
rias a cargo de destacados especialistas: B. Griepinck de la
CE. C. Vandecasteele de la State University de Bélgica y
Abel Marine Font Director General de Universidades de la
Generalidad de Catalufia, en las que se trataron, respecti-
vamente, el «valor» de los valores ambientales, las posi-
bilidades de la ICP-MS para los anélisis ambientales y la
contaminacion ambiental y seguridad de los alimentos. La
trama general del Congreso comprendia 12 sesiones de
comunicaciones orales y 4 de paneles. La tem4tica incluia:
1a. Polucién a largo plazo y evolucién, 1b. Impacto am-
biental atmosférico, 2. Fangos de depuradoras, 3. Quimica
analiticaambiental, 4. Micropolucionantes, 5. Tratamientos
de residuos, 6. Efectos sobre la Salud, 7a. Sustancias
orgénicas traza 7b. Sedimentos, 8. Radioactividad artifi-
cial enelambiente, 9. Residuos téxicos. 10. Bioindicadores
y sistemas test, 11. Contaminacién terrestre y 12. Conta-
minacion acudtica.

Elconjuntoincluiaunas200 comunicaciones cientificas
integradas por especialistas que provenian de 36 paises
diferentes, desde Europa, EEUU, Canadd, Mexico, Brasil
a Australia, Nigeria o India, por citar otros.

Este Congreso permitié darse una idea de la comple-
jidad actual del problema, el grado tecnoldgico de desa-
rrollo, la preponderancia que tienen las diversas contami-
naciones quimicas y sus efectos nocivos, las secuelas de
los problemas de las fugas radioactivas, etc. Las plantas,
por su nivel funcional tréfico basico y la plasticidad de su
forma de vida est4n en la base de muchos de estos proble-
mas y son un material de estudio de gran interés para

avanzar en el conocimiento de los procesos por los que
ocurren estos efectos negativos y de los posibles meca-
nismos de adaptacién y de tolerancia o resistencia. Se
mantienen adn grandes retos para el estudio cientifico,
entre otros, de: polucién quimica, seguridad y consecuen-
cias de la radioactividad, estabilidad de la capa de ozono,
accién de los rayos ultravioleta, el efecto invernadero,
Huvias 4cidas, muerte de los bosques, residuos téxicos,
desetizacidn, control racional del Medio Ambiente, man-
tenimiento de la diversidad bioldgica etc. La sociedad, los
politicos y los cientificos deben prestar atencién y los
medios que requiere un estudio atento, serio y meditado si
queremos mantener labellezay variedad de nuestroentorno
y lograr un funcionamiento mas 6ptimo, harménico, ra-
cional y positivo.

El conjunto de las comunicaciones cientificas presen-
tadas ha sido publicado, en forma de trabajos en un libro
Environmental Contamination 1990.]. Barcelo. edit. CEP
Consultants Edinburgh (1990) ISBN 09059414 38.

) Juan Barcel6 Coll
Presidente del Comité Técnico de la 4th Int. Conf.
Environmental Contamination

1T Simposio Nacional sobre Nutricién Mineral -
de las Plantas
(«Nutricién mineral bajo condiciones de estrés»)

Del 18 al 20 de septiembre tuvo lugar en Palma de
Mallorca el 11l Simposio Nacional de Nutricién Mineral de
las Plantas, con el tema especifico de «Nutricion Mineral
bajo condiciones de estrés» organizado por la Seccién de
Nutricién Mineral de 1a SEFV, el Departamento de Bio-
logia y Ciencias de la Salud de la Universidad de las Islas
Baleares y el Lab. de Fisiologia Vegetal de la Universidad
Auténoma de Barcelona, con la colaboracién del Ayun-
tamiento de Palma, el Consell Insular de Mallorca, el
Govern Balear, ia Caixa de Balears «SaNostra» y 1a Banca
March.

El simposio agrup6 a unos ochenta participantes pro-
cedentes de los diferentes centros del pais especializados
en la investigaci6n en nutricién mineral. Su relaci6n es ya
bien indicadora del grado de desarrollo y participacién de
estos centros: Universidad de Alcald de Henares, Uni-
versidad de Granada, CSIC-CEBAS de Murcia, Univer-
sidad de Murcia, CSIC de Canarias, Universidad de
Extremadura, Universidad Auténomade Barcelona, CSIC
de Granada, Universidad de las Islas Baleares, AIMCRA
de Sevilla, Universidad Auténoma de Madrid, Universi-
dad de Barcelona, PLAGUITEC de Murcia, Universidad
de Alicante, Estacion Viticultura y Enologia de Requena,”
Centro Reg. Investigaciones Agrarias de Murcia, Univer-
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sidad Complutense de Madrid, Esc. Univ. Ing. Téchicos
Agricolas de Tenerife, Universidad Politécnica de Valen-
cia, CSIC de Sevilla, CSIC de Salamanca, Universidad de
Navarra, AIMCRA de Valladolid, CSIC de Zaragoza.

El conjunto de las comunicaciones cientificas se distri-
buyd, en un apretado programa, dentro de los tres dias,
dandoidénticarelevanciaal tipo de presentacién escogido,
bien fuera de exposicion oral, o en paneles. Se celebraron
tres sesiones orales sobre «Nutrientes y Elementos Traza»
y una sobre «Estrés Salino» y dos sesiones de visita y
posterior discusién general sobre los «posters» referidos a
estos temas.

El conjunto de actos sociales fue también muy variado.
El dia de llegada, visita nocturna, con invitacién del
Ayuntamiento de Palma de Mallorca, al Castillode Bellver,
donde pudimos observar la austera elegancia del edificio
y el espectaculo privilegiado de la béveda nocturna que
domina laciudad. Al diasiguiente, invitacién del Rectorado
de la UIB en el propio edificio de la Casa de Cultura. La
tarde del dia 19 hicimos un recorrido en autocar por una de
las zonas paisajisticas mas caracteristicas de la isla, «la
Serra de Tramontana», con visita a Valldemossa y su
Cartuja, con los recuerdos de Chopin y George Sand, una
de las mansiones del Archiduque Luis Salvador y el Puerto
de Soller, todo ello contando con un guia excepcional por
sus conocimientos y simpatia, el Dr. Antoni Bannassar. La
cena de clausura se celebro en los jardines de una posesion
mallorquina, donde pudimos degustar los platos del pais y
escuchar las canciones nativas del famoso grupo musical
de los «Valldemossa».

Enresumen, creemos queestos Simposios de Nutricién
mineral llenan una funcién de gran interés para seguir la
evolucién nacional en estos temas especificos, permitenel
conocimiento mutuo de los diversos grupos de trabajo y
favorecen la discusion del estado de la cuestién. Si a ello
unimos la amistad y camaraderia que siempre reina, la
hospitalidad de los sucesivos anfitriones y la belleza de las
diversas regiones, obtenemos una clara idea de la impor-
tancia y funcién de las reuniones de nuestro grupo.

Para acabar, queremos hacer constar nuestro agrade-
cimiento a todos los participantes por la colaboracién
prestada y la ayuda y entusiasmo de todos los que cola-
boraron con la comisién para el buen éxito de la reunidn,
incluido el Servei de Publicacions i Intercanvi Cientific de
laUIB, graciasal cual disponemosdel libro de publicaciones
que recoge todas las comunicaciones. Para todos nosotros,
laasistencia, calidad de intervencién y convivencia duran-
te estos dias con los profesores Epstein y Marschner ha
sidoun verdadero gozo de participacidn cientifica y amistad
humana, sencilla y generosa.

Juan Barcelé Coll

CURSOS Y CONGRESOS

Lecture Courses on Molecular Biology
of the Rhizobium-legume Symbiosis.
Madrid, 27-28 mayo 1991, patrocinado por la
Fundacién Juan March (International Meeting
on Biology), en la sede de la Fundacién Juan
March, organizado por el Prof. Dr. Tomds
Ruiz- Argiieso, de la Universidad Politécnica
de Madrid.

V Reunién Nacional de Fijacién de
Nitrégeno
29-31 mayo de 1991, en la E.T.S.I. Agréno-
mos, Universidad Politécnica de Madnd, or-

ganizado por €l Prof. Dr. Tomds Ruiz Argiieso,
S.E.F.N.

RELACION DE NUEVOS SOCIOS DE LA SEFY
QUE HAN SIDO PRESENTADOS EN LA
ASAMBLEA GENERAL ORDINARIA
CELEBRADA EL 11 DE DICIEMBRE DE 1396

Dn?.M*A. Bemnal Pita Da Veiga.........ccccccuu.en... 625
D. Federico José Castillo Martinez ................... 626
Dii?, Olga Castro Ramirez........ccooeveecenvcvrrnennn 627
Diit, Pilar Colorado Benito ........cvceeeerereeeererunnne 628
D. Antonio Del Rio Molina .......cccveeeeveveeenenene 629
Dii*. Carmen Feijoo Pérez.......coveveeciveeneerennenes 630
Diit. Silvia Frechilla Manso ........ccccoveeceeereuraene 631
D. Manuel Eduardo Gallardo Ortega................. 632
D. Ignacio Garcia GOmMez .......cc.ceceveervrecrecrennenes 633
Dii?. Dolores Garrido Garrido ........cccoeeeeeenenenee. 634
D. Ignacio G6mez Lucas .......ccceevvveveverereennnenns 635
D, M. José Hurtado Garcia .........ceeereveeevernnnen 636
Dii?. Sebastiana Mederos Molina..............c.v..... 637
Diit, Marta Méndez Altozano ..............cceevenee. 638
Dii*. Carmen Merodio Moreno .............oeveeeeneen. 639
D. José Navarro Pedrefio .........ceoeeveveerveenennne. 640
D. Rafael Picorel Castafo .........cocceerrvererenenne 641
D. Alberto Tigier Gerada ..........ocevvvevrvvvveennene. 642
Dii®. Pilar Valero Marcos..........cceeeeveeevernnnnene. 643
D. José M. Vega Piqueres..........ccocoveivveerennnnene 644
D. Lorenzo Zacarias Garcia ............ceeveeverenenne. 645

MIEMBROS QUE HAN SOLICITADO BAJA DE
LA SEFV
D. Julio Mufioz Bernal
Dii* M. Angeles Diez Pisén
D. Fernando Echevarria
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(Primera Circular)
12 REUNION DE LA SEB Y LA SEFV DE BIOLOGIA MOLECULAR DE PLANTAS
(Salamanca 19 y 20 de Septiembre de 1.991)
Organizan: Gregorio Nicolas y Bartolomé Sabater.

El objetivo de la Reunién es presentar y discutir los Gitimos resultados de los grupos
espafioles que investigan en Biologia Molecular de Plantas. Se pretende también que la Reunion
facilite futuros contactos y colaboraciones entre grupos e individuos que investigan en este
campo.

La Reunién se desarrollard en sesiones intensivas, en las que se presentardn unas 30
comunicaciones (a cargo de responsables de las diversas lineas de investigacion) seguidas de
discusion.

Para recibir circulares sucesivas, los interesados en participar deben cumplimentar y
enviar el boletin de preinscripcion adjunto. Se limita a 100 el nimero maximo de participantes,
entre los que tendran preferencia los miembros de los grupos de Genética Molecular y
Biotecnologia de la SEB y de Biologia Molecular de Plantas de la SEFV.

Es previsible una cuota de 3.000 6 5.000 Ptas. que incluiria manutencion y alojamiento en
Colegio Mayor, en caso de que asi se desee.

Las comunicaciones seleccionadas deberan recibirse en su forma definitiva (4 a 5 folios)
hacia finales de Mayo para disponer del libro con las mismas en la Reunion.

En Enero de 1.991 se enviard la segunda circular que incluira el boletin de inscripcién
definitivo y la relacién de conferenciantes.

Boletin de Preinscripcién
12 REUNION CONJUNTA DE LA SEB Y LA SEFV DE BIOLOGIA MOLECULAR DE PLANTAS.
(Salamanca 19 y 20 de Septiembre de 1.991)

Linea de INVestigacion: ... e
Es miembro de : SEB [ ] SEFV [ ]

Grupo Genética Molecular y Biotecnologia. SEB I:I
Grupo Biologia Molecular de Plantas. SEFV D

Reserva alojamiento:
Colegio Mayor: D
Acompanantes: D

Hotel : ‘:]

Enviar antes del 30 de Noviembre de 1.990 a:

Prof. Gregorio Nicolas
Dpto. Biologia Vegetal
Facultad de Biologia
Universidad de Salamanca
37008 Salamanca
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1Tst NATIONAL _( Franco—european) COLLOQUIUM

OF THE FRENCH SOCIETY OF PLANT PHYSIOLOGY
LA COLLE-SUR-LOUP (FRANCE), OCTOBER 16-18, 1991

The French Society of Plant Physiology (Société Francaise de Physiologie
végétale, SFPV) annually organizes three one-day meetings on selected topics.
However, not all pertinent subjects can be treated and therefore the SFPV Council
has decided to call, about every three years, a general congress, open not only
to all members of the Society but to anyone who may be interested in the field,
from France as well as from abroad. Although the current language will be French,
English-speaking people are welcome and, in fact, several foreign speakers - as
is already the case for the short meetings - will be invited. Thus, the proposed
congress will offer a broad view on all the facets of experimental plant sciences
and will be a good opportunity for each attendant to deliver his message and gain
a better knowledge of the neighbouring interests.

The First National Colloguium will be held from 16 to 18 October 1991 (arrival
the day before and departure the day after) in a vacation center of the touristic
village La Colle-sur-Loup, located at about 15 km from downtown Nice (railroad
station and international airport) and a few km from Cagnes, a resort on the
French Riviera. About 200 or more people are expected and accompanying members
are welcome. The accomodation will be simplie, without room service (normaily, one
person per bedroom in a 2-room bungalow, with shared facilities, but possibility
of a single occupation at extra cost). Accordingly, the price will be low, around
1500 F for 4 nights and 3 days with full board. Different outdoor activities will
be possible, the after—-season weather being generally pleasant in the south.

A1l subjects will be accepted and all approaches acknowledged, from basic
research to industrial and agronomic applications. The different subjects
recently compiled for the Directory have been distributed into six sessions:

1. STRUCTURE AND MECHANISMS OF EXPRESSION OF GENOMES, inciuding Cell biology in
addition to Molecular, Plant breeding etc., in current and pathogenic conditions;

2. DIFFERENTIATION, GROWTH AND DEVELOPMENT, incliuding senescence, flowering,
hormones and signal transduction, movements and rhythms etc.

3. METABOLIC MODALITIES AND REGULATIONS, including biochemistry of natural
substances, C-N... metabolic pathways, translocation of metabolites etc.

4., MEMBRANEOQOUS AND ENZYMATIC SYSTEMS, with plasmalemma, tonoplast, mitochondria,
chloroplasts; ion transport, bioenergetics, primary photosynthesis, molecular
mechanisms and regulation of enzymes etc.

5. INTERACTIONS WITH BIOLOGICAL ORGANISMS AND THE ENVIRONMENT, with symbiosis and
parasitism, phytopathology; stress effects, ecophysiology etc.

6. BIOTECHNOLOGY AND DEVELOPMENT, including genetic engineering and plant
regeneration, phytochemistry, food industry etc.

Each session will begin with a review lecture of about 45 min and continue with
2-3 shorter communications summarizing the recent achievments of a recognized
research group. But the bulk of information will come from poster presentation
(which should be displayed during the whole meeting), with ample time for
discussion with authors and a round-table per group.

A1l people interested should return the reply-coupon as soon as possible to the
chairman of the Organizing Committee:

DR. Y. DE KOUCHKOVSKY, BIOSYSTEMES MEMBRANAIRES, C.M.R.S., BAT. 24,
F-91198 GIF SUR YVETTE, FRANCE; FAX: 33-169823355, PHONE: 33-169823804
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1st NATIONAL (Franco—european) COLLOQUIUM
OF THE FRENCH SOCIETY OF PLANT PHYSIOLOGY
LA COLLE-SUR-LOUP, France, October 16-18, 1991

Return to: Dr. Y. de Kouchkovsky, Biosystémes Membranaires, batiment 24, C.N.R.S.
F-91198 GIF SUR YVETTE, France; FAX: 33-169823355; Phone: 33-169823804

Forename NAME: M[] FI[}

Title: Member of the Society []

Professional address:

FAX (with national code): Phone (with extension):

- May participate with a probability: high [] medium [] Tow [1]
Do not know yet or may not participate but.want to be kept informed []

- Could be accompanied by [ ] person(s), including [ ] child(ren)

- Would need financial help as student [] other (specify) [}

- Would like to present a poster [] or would be willing to report upon a major
research theme of the laboratory (restricted number!) [] 1in session [ ]
{indicate the title on the other side of this reply—coupon;

an abstract will be required after receipt of instructions early 1991}

- Interested by sessions (see announcement): 1 [} 2 {1 3 []1 4[] 5[] 61[]

><

1Tst NATIONAL (Franco—european) COLLOQUIUM

OF THE FRENCH SOCIETY OF PLANT PHYSIOLOGY
LA COLLE-SUR-LOUP, France, October 16-18, 1991

Return to: Dr. Y. de Kouchkovsky, Biosystémes Membranaires, batiment 24, C.N.R.S.
F-91198 GIF SUR YVETTE, France; FAX: 33-169823355; Phone: 33-169823804

Forename NAME: ' M [l FI[]
Title: Member of the Society []

Professional address:

FAX (with national code): Phone (with extension):

- May participate with a probability: high T[] medium [] low []
Do not know yet or may not participate but want to be kept informed []

- Could be accompanied by [ 1 person(s), including { ] child(ren)

- Would need financial help as student [] other (specify) []

- Would 1like to present a poster [] or would be willing to report upon a major
research theme of the laboratory (restricted number!) [] in session [ ]

{indicate the title on the other side of this repljy—coupon;
an abstract will be required after receipt of instructions early 1991)

- Interested by sessions (see announcement): t [} 2 [1 3 ([] 4 (] 5[] 6]
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NUEVA LINEA DE PRODUCTOS £/-£0/4. GEONICA,S.A.

L1-6200 Portable
Photosynthesis
System

The LI-6200 makes rapid, simultaneous
measurements of photosynthesis rate
and stomatal conductance. Measure-
ments are made by enclosing plant sam-
ples in a measurement chamber and
monitoring changes in CO, concentra-
tion, relative humidity and several other
parameters. Plant samples can range in
size from small leaflets to whole plants.

The LI-6200 features a LI-COR de-
signed and manufactured differential
CO, analyzer. The analyzer is a
non-dispersive, infrared type that has
very low noise (0.2 ppm peak-to-peak
at 350 ppm, typical), high stability and
fast response time (1 second). Opera-
tion in the field is enhanced by the solid
state, temperature controlled detector
which makes the analyzer insensitive to
vibration or temperature changes.

The high accuracy and low noise of the
CO, analyzer allow measurements to be
made at near ambient conditions. Typi-
cal CO, depletions are 2-10 ppm. Man-
ual control of air flow through a
desiccant results in only small changes
In relative humidity.

Sensor inputs are logged by a micro-
computer i the system console. Com-
putations of photosynthesis rate and
stomatal conductance are performed by
the console allowing on-site data eval-
uation. The LI-6200 software is easy to
learn, and yet has powerful features like
user programmability.

The LI-6200 opens up many new appli-
cations including dark respiration mea-

surements in the field, measuring very

low photosynthesis rates, and response
curves.

LAI-2000 Plant
Canopy Analyzer

For Rapid, Non-destructive
Determination of Leaf Area
Index and Mean Foliage
Tip Angle

The LAI-2000 computes an estimate of
Leaf Area Index (LAI) and Mean Tip
Angle (MTA) for a vegetative canopy
from simultaneous measurements of
light interception at five angles. The in-
terception values are computed by tak-
ing the ratio of readings made by a
fisheye sensor above and below the
canopy. The sensor projects a hemi-
spheric image (zenith angle cutoff =
75°) onto five separate silicon detectors
arranged in concentric rings. Thus,
each detector sees a different ring of
sky and/or foliage.

Typica! Sensor Response

wl-
o RING 2
[
:_0.8 RING 3
&

0. 8§
g RING 4
©0.4
&no.a RING S

(o] 20 40 60 80
Zenith fAngle (deg)

The sensor is filtered to reject radiation
above 490 nm, so the sky appears
bright, and foliage appears “black”.
This filtering minimizes the contribu-
tion of radiation scattered by the foli-
age, making the canopy transmittances
approximately equivalent to azimuthally
averaged gap fractions (non-inter-
ceptances of direct beam radiation).
The measurements of gap fraction are
then mathematically inverted to calcu-
late LAI and the mean tip angle (MTA)
of the foliage using a model of radiative
transfer in vegetative canopies.

ALEJANDRO RODRIGUEZ, 22-24 - 28039 MADRID
TELS.: 459 22 51 - 45051 18

TELEX: 49761 GEOI-E
FAX: (91) 45946 14

LI-1600 Steady
State Porometer

The L1-1600 has set the standard for
measurements of stomatal resistance,
and is used worldwide for a variety of
plant science applications. By utilizing
the steady state technique, the LI-1600
has eliminated the need for field calibra-
tions. Measurements are also rapid,
thus minimizing potential for modifica-
tion of the stomata.

Features:

® Direct readout of stomatal resistance
(s cm), conductance (cm s™!) or con-
ductance in mmol s m

® Semi-automatic nulling to ambient
hurmdity

® Wide measurement range, 0.5 to 50 s
cm'! or higher using the 1600-07 Cy-
lindrical Chamber

# Concurrent measurements of RH, cu-
vette and leaf temperature, transpira-
tion, PAR

® Rapid measurements

Water loss from the leaf is determined
by maintaining a constant relative hu-
midity (RH) in the cuvette that is in
contact with the transpiring leaf. This is
achieved by pumping dry air into the cu-
vette at an appropriate, measured rate
to obtain a balance (at a predetermined
humidity) between the flux of water
transpired by the leaf and the flow of
moist air out of the cuvette. Stomatal
resistance is determined directly from
the measured parameters. .

A variety of interchangeable apertures
and chambers give the sensor head the
versatility needed to measure broad-
leaves, grasses, small leaves, conifers,
and many other types of agricultural
and horticultural crops and foliage.

GEONICA,S.A.

GEOFISICA Y ELECTRONICA
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FUNDACION JUAN MARCH
INTERNATIONAL MEETINGS ON BIOLOGY

LECTURE COURSE ON
POLYAMINES AS MODULATORS OF PLANT DEVELOPMENT

Madrid, February 4-6, 1991,

PROGRAM: The course will provide an up-to-date assessment and critical analysis of

our knowledge of the involvemant of palyamines (PAs) in plant
development. Topics will include: Introductions to occurrence,
metabolism, compartmentation, transport and binding of PAs to
macromolecules in plants; Regulation by PAs and their biosynthetic
inhibitors of developmental processes such as:

cell division and plant regeneration from in vitro cultures: flowering,

fruit ripening, rooting and somatic embryogenesis; The molecular

mechanisms by which PAs modulate plant development will also be
discussed.

FORMAT: The course will take place in the facilities provided by the Fundacién Juan
March. It will consist of lectures, poster sessions and general discussion,
and is addressed to post-doctoral or advanced postgraduate students

intending to work in related topics. Participants are encouraged to present
their own work in the form of posters. '

SPEAKERS: A. Altman, Rehovot (Israel) J. Martin-Tanguy, Dijon (France)
N. Bagni, Bologna (ltaly) D. Serafini-Fracassini, Bologna
K.A.Roubelakis, Heraklio (Greece) T.A. Smith, Bristo! (UK)
J.A. Creus, Barcelona (Spain) R.D. Slocum, Williamstown (USA)
H.E. Flores, Pennsylvania (USA)  A.F. Tiburcio, Barcelona (Spain)
A.W. Galston, New Haven (USA)  P.J. Davis, Ithaca (USA)

R. Kaur-Sawhney, New Haven E.B. Dumbroff, Waterloo (Canada)
R.L. Maimberg, Athens (USA)

PARTICIPANTS: A maximum of 35. No registration fee reduired. Travel and accomodation at
participant's expence, except for a limited number of fellowships

available. Desire 1o obtain a fellowship should be expressed in the
application letter

APPLICATIONS: Should be sent to Fundacién Juan March, Castelld, 77, 28006 Madrid
(Spain). Tel.: 34-1-4354240, Fax: 34-1-5763420 and should consist of
a short curriculum vitae, a statement on current research interests and
intetion of presenting a poster. Deadline: October 31st, 1990.

ORGANIZERS: Dr. A.F. Tiburcio, Universitat de Barcelona, Barcelona,
and Prof. A.W. Galston, Yale University, New Haven.
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Sociedad Espanola de Fisiologia Vegetal

Boletin de Inscrpcién

DON/DOMA ..ottt sttt st sttt e et ettt s s s seseseeseses s nene
THEULACION vttt vttt e e see s e et ee e e e e eses e s sasseeeses e seeees s e .
Direccion Profesional........ ..ottt eeeees et st st s seeeseseeseseesesesssesesseseseee s
Teléfono ..., Poblacién .......cccueerevvenenenn, C.P.........Provincia......eecrcinenen
DomiCilio partiCular ...........co.oieviviiieeeceeeeee et et ettt et ee e e e ee s st et e tae e s aeararaens &
POblaCiOn ......coevieieirinieice e CP........ Provincia....ccccecevvnrennnennee.
desea hacerse miembro de la Sociedad Espafiola de Fisiologia Vegetal.

Lineas de Investigacién (Coédigos de 1Ia UNESCO)

......................... QyeeeeeeeenedC ceniiiiiiiiceeeeeeeeeeeennd€ e
Firma,

PARA LA SOCIEDAD

DON/DOMA -ttt ettt et s s en et et e e e s e e e en et e e ee e ee e ee e o
Autorizo ala Sociedad Espaiiola de Fisiologia Vegetal para que, con cargo ami cuenta corriente/libreta
de ahorrro n®.....ooeceevenicrinie. . enel Banco / Caja de AROITOS ..........cooueveuineeeeeiiiiceennne
Agencia ....cocoevevniiiii calle/plaza ......ccoveevecuenieieceieeeccee e de la ciudad de
......................... C.P. Provinciade......ccoeeeeuererevivieeiieseeeeeveeeeenn..,  cobre la cuota anual de la
mencionada Sociedad.

......................... Byeeerereenn A€ i€ e
Firma,
(Cortar por la linea de puntos)

PARA EL BANCO

DION/DOMA ...ttt ettt et et e ee s e e e s e e e ee e et eeee e
Banco / Cajade AhOITOS .........cocooeveeeeeeeee e, RN AZENCia .o
CAllE/PlazZA .ou..eiiiiiic e de laciudad de .....cccooevvvininennnnnen.
CP.eieee e ProvinCia de .....cccocevvmmiviiinriiiiceeeeeeeeeeeen.

Con cargo a mi cuenta corriente/libreta de ahorrro N2 .......oveveveeevevoveeoeoe sirvanse pagar, hasta

nueva orden los recibos que, en concepto de cuota anual, le sean presentados a mi nombre por la
Sociedad Espariola de Fisiologia Vegetal.
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FEDERATION OF EUROPEAN SOCIETIES OF PLANT PHYSIOLOGY
ENTRY FORM FOR DIRECTORY OF MEMBERS
(To be completed in BLOCK CAPITALS in typescript)

INAME (SUIMAIMIE) ...ovvvveevreerieeeierereseeeseresteeserteseseesssssesusesesesssessssessasssssssssassssessssesss s
(FFOTEIAITIES ) . .vveevvreeereeeerreeeeeeeeeeseeeeesseesassssr e be s ba s se b s as s bssessaa s nessaassssasssnsssansssstsans .
TIUSTIEULE «eeeeeeeeeeieeeseesssssssessesersesesassesaranssssassassssassasnssssssssssssssrsssssansransassrnanassanasnaes

ULl A QTS oriieiiiriieieeeteeeerensesensesneessssnstsssasssssssssssesessneasassssonsssssmnesssnsesessssesassssssnsasssaces

.....................................................................................................................................
.....................................................................................................................................

09088008085 8003030006000 30000080600 esosstessnetsesossocoanonereeseiotecessesnestertrsiteorsrneietsssseedsnesesrosoosnidonsodecnssdsessnsd o

.........................................................................................................................

(Note: Entries can only be accepted from members os Societies affiliated to F.E.S.P.P.
and submited through their National Society)

MAIN RESEARCH INTEREST (not more than 10 words)
(e.g. Biogenesis of chloroplasts and mitochondria
Mechanisms controlling phloem loading in Vicia faba )

.........................................................................................................................
.........................................................................................................................
.........................................................................................................................

.........................................................................................................................

SIgNAtUTE ..ocovnreirniiiiiiieiiiiceneeas Date

................................................................

Please return as soon as posible to the Secretary of your National Society.




