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Carta del Presidente

Queridos amigos:

Alo largo de estos meses, desde el iltimo boletin, el acontecimiento mas destacable
ha sido el de la publicacién de las directrices de los planes de estudios de todas las
titulaciones en las cuales se imparte la Fisiologia Vegetal, lo que supone que
comenzaremos a debatir en las Universidades los planes de estudios de las diferentes
titulaciones. Conscientes de la importancia que esto conlleva para el futuro de la
Fisiologia Vegetal, desde la Sociedad se intentard, dentro de lo posible, promover un
planteamiento general para todas las Universidades del papel de la Fisiologia Vegetal en
los diferentes planes de estudios, mediante reuniones en las cuales se abordardn temas
como asignaturas, niimero de créditos y orientaciones en las que podriamos y deberiamos
colaborar.

De todo esto hablaremos en la Asamblea General que tendrd lugar en Madrid el
préximo Setiembre con motivo de la convocatoria del IX Congreso de la S.E.F.V.

Desde aqui quiero nuevamente recordaros que cumpldis del modo mas estricto los
plazos que ha establecido el Comité Organizador, no dejando para el dltimo dia el
cumplimiento de los mismos ya que ello podria originar graves trastornos de
funcionamiento del Congreso, totalmente ajenos al Comité Organizador.

Junto con el Boletin habéis recibido las convocatorias tanto de 1a Asamblea General
Ordinaria como de una Extraordinaria, ciiyo tnico punto del Orden del Dia es la
propuesta de modificacién de los estatutos de la S.E.E V. en sus articulos 18 y 22. Os
adjuntamos tanto el texto vigente como la modificacién propuesta por la Junta Directiva,
para que lo analicéis y, si lo estimdis oportuno, presentéis textos alternativos.

Hasta entonces, recibid un cordial saludo.

El Presidente
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NUEVA LINEA DE PRODUCTOS £/-&4/. GEONICA,S.A.

LI-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 in 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.

Typical Sensor Response
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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 mathematicaily 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 - 450 51 18

TELEX: 49761 GEOI-E

LI-1600 Steady
State Porometer

The LI-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
humidity

# 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.

FAX: (91) 459 46 14

_GEOFISICA Y ELECTRONICA
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Revisiones

Especies de Oxigeno Activado en
Situaciones de Estrés en Plantas

Luisa M. Sandalio Gonzdlez y Luis A. del Rio Legazpi
Unidad de Bioquimica Vegetal, Estacion Experimental del Zaidin, C.S.1.C., Granada.
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INTRODUCCION

Especies de oxigeno activado y sistemas
antioxidantes

Todos los organismos acrobios estin afectados por la
paraddjica situacion de que el oxigeno, fuente de su
existencia, también es una sustancia toxicaen cuya presen-
cia solo pueden sobrevivir gracias a un elaborado sistema
de defensas. La toxicidad del oxigeno es debida principal-
mente a los productos de su reduccién y a su forma
excitada, el oxigeno singlete (O, 'AgO,)

La reduccién completa del oxigeno requiere cuatro
electrones, con produccién de una molécula de agua. Sin
embargo, la reduccién también puede ocurrir en pasos
univalentes, dando lugar al radical libre superéxido (O, )al
peréxido de hidrogeno (H,0,), y al radical libre hidroxilo
(OH) (Fig. 1). ’

Algunas enzimas son capaces de reducir univalente-
mente el oxigeno con formacién del radical libre superdxido,
bien como producto de la reaccién o como intermediario
de la misma. Todas estas enzimas pertenecen a los grupos
de las oxidasas y oxigenasas, que contienen flavinas o
metales, esencialmente Fe y Cu, como grupos prostéticos.
Muchas moléculas de importancia biolégica también ori-
ginan radicales superdxido en el curso de su autooxida-
cién, como es el caso de las hemoglobinas, ferredoxinas
reducidas, catecolaminas y fenoles (Halliwell y Gutterid-
ge, 1989).

El peréxido de hidrégeno, a su vez, se origina por el
desproporcionamiento espontaneo del radical libre supe-
réxido, o bien en la reaccidn catalizada por la enzima
superdxido dismutasa (SOD). La reduccidn del superéxi-
do por ascorbato, tioles, ferredoxina o iones Mn, también
lleva consigo la produccion de peréxido de hidrégeno
(Asada y Takahashi, 1987).
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Fig. 1: Reduccién del oxigeno y formacién de interme-
diarios reactivos (Salin, 1988).

Respecto al radical libre hidroxilo (OH), se considera
que la principal fuente de este radical en sistemas biol6gi-
cos es lareaccién de Haber-Weiss catalizada por trazas de
Fe o Cu (Halliwell y Gutteridge, 1989):

o)+ F3* + Fe??
2

Fe’*+ H,0, Fe’*+ OH + "OH
0, + HQO, Q, + OH" + OH

Otra fuente de radicales hidroxilo es la reduccion de
Fe*o Cu® por reductores como paraquat, radicales semi-
quinona, tioles y ascorbato (Asada y Takahashi, 1987).

El oxigeno singlete es otra especie de oxigeno activa-
do, no radical, que se origina fundamentalmente en reac-
ciones fotosensibilizadas enlas que intervienen compuestos
como las riboflavinas, clorofilas y porfirinas (Knox y
Dodge, 1985; Halliwell y Gutteridge, 1989).

Hoy dia parece bien establecido que la reactividad del
O,” es més limitada de lo que anteriormente se creia y que
su toxicidad proviene de 1a generacién de especies bastan-
te mas reactivas, como el radical ‘OH. Este radical es uno

de los oxidantes mds potentes que se conocen, pudiendo
reaccionar practicamente con todo tipo de moléculas pre-
sentes en sistemas biolégicos, afectando, principalmente,
a las membranas donde origina radicales lipidicos por
reaccion con 4cidos grasos insaturados que, a su vez,
inician una serie de reacciones en cadena de peroxidacion
lipidica que conduce a la modificacién de la funcionalidad
de las membranas, con la consiguiente alteracién del
metabolismo celular (Frank, 1985; Halliwell y Gutteridge,
1989). Losradicales libres"OH también pueden reaccionar
con proteinas, originando inactivacion de enzimas (Frank,
1985), y de especial importancia son los dafios ocasiona-
dos por estos radicales libres en el ADN, provocando
entrecruzamientos, rotura de cadenas e hidroxilaciones, lo
que puede dar lugar a mutaciones (Frank, 1985; Halliwell
y Gutteridge, 1989).

Especies de oxigeno activado

Antioxidantes

- SOD
0, Acido ascérbico

Catalasa

H,0,
Peroxidasas

Manitol

Etanol

Glucosa
Albumina
Acido ascérbico
Glutation

Acido urico

"OH

1Ag0, B-carétenos
a-tocoferol
o-tocoferolquinona
Acido ascérbico

Acido urico

Fig. 2: Intermediarios reactivos del oxigeno y sistemas
antioxidantes

En la Figura 2 se muestran algunos de los sistemas
antioxidantes (enziméticos y no enzimaticos) de mayor
relevanciaen sistemas biolégicos. Entre los sistemas enzi-
maticos, la superéxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1)
constituye una de las defensas primarias, llevando a cabo
la dismutacién o desproporcionamiento de los radicales
O, segiin la reaccién:

Glutation peroxidasa
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SOD

0, + O, +2H'

Existen tres familias principales de SODs que difieren
en el metal constituyente del grupo prostético: Fe-SODs,
Mn-SODs y Cu,Zn-SODs. Mientras que el H,O, puede ser
eliminada por la accién de la catalasa y de las peroxidasas,
tanto el radical ‘OH, como el oxigeno singlete, escapanala
accién enzimatica, por lo que s6lo puede prevenirse su
formacién por eliminacién de los metabolitos de oxigeno
precursores. En esta accion protectora también intervienen
distintos compuestos antioxidantes que actiian como se-
cuestradores de radicales de oxigeno (Fig. 2), y otros
compuestos que interceptan la reacci6n en cadena de
produccion de radicales, como es el caso de dcidos grasos
poliinsaturados y compuestos con grupos -SH no esencia-
les (Frank, 1985).

Compartimientacion de la activacién del oxigeno en
células vegetales

Los cloroplastos son, probablemente, los orgdnulos
celulares més expuestos a la accién de los radicales libres
de oxigeno, en virtud de la elevada presién parcial de
oxigeno existente en su interior durante el proceso fotosin-
tético. Enlos cloroplastos se ha descrito la fotorreduccion
deloxigenoa O, enelfotosistemal, concretamente anivel
de los centros sulfoférricos y quinona Q,, asi como en la
membrana tilacoidal, por autooxidacion de la ferredoxina
reducida, tanto en luz como en oscuridad (Salin, 1988;
Asada y Takahashi, 1987). La eliminacién del radical
superéxido en el cloroplasto es llevada a cabo por la
Cu,Zn-SOD y/o 1a Fe-SOD presentes en estos organulos,
con formacién de H,0,, que, a su vez, es eliminada por el
ciclo ascorbato-glutation, dado que estos orgdnulos care-
cen de actividad catalasa (Halliwell, 1987; Asada y
Takahashi, 1987). Cuandofallan los sistemas antioxidantes
anteriormente indicados, se detecta la produccién de ‘OH
en cloroplastos (Salin, 1988). También se ha descrito la
posibilidad de formacién de oxigeno singlete en reaccio-
nesde fotosensibilizacién de clorofilas (Asada y Takahashi,
1987), si bien los carotenoides son unos buenos secuestra-
dores de esta forma de oxigeno activado previniendo su
toxicidad (Halliwell, 1987).

En mitocondrias vegetales también se ha demostrado
la produccién de radicales libres superéxido y de peréxido
de hidrégeno, en 1a cadena de transporte electrénico,en los
segmentos de la NADH deshidrogenasa y de la ubiquino-
na-citocromos b (Boveris, 1984). En la respiracién alter-
nativa resistente al CN" también se ha descrito, en deter-
minadas condiciones patoldgicas, la produccién de H,0,
(Zacheo y Bleve-Zacheo, 1986). La presencia de dos
superéxidodismutasas enmitocondrias (Mn-SODy Cu,Zn-
SOD) regula la produccién de radicales superéxido, prote-
giendo a estos orgénulos celulares frente a su toxicidad
(Rabinowitch y Fridovich, 1983).

H,Q, + G

En peroxisomas vegetales se ha demostrado la produc-
cién de O,” y la presencia de dos tipos de superdéxido
dismutasas (Cu,Zn-SCD y Mn-SOD) (Sandalioez al, 1988;
Sandalio y del Rio, 1988). En peroxisomas la generacién
de O," tiene lugar en la fraccién soluble, inducida por
xantina e hipoxantina, y en la membrana bajo el estimulo
del NADH,; y los sistemas responsables de esta produccién
de radicales son la xantina oxidasa, presente en la matriz
peroxisomal, y la minicadena de transporte electrénico
existente en la membrana de estos orgdnulos celulares
(Sandalio et al, 1988; del Rio et al., 1989, 1990).

Finalmente, también se ha descrito la produccién de
oxirradicales en los nddulos de leguminosas (Becana et
al,1989), en los microsomas, por efecto del sistema cito-
cromo P450 (Elstner, 1987) y, probablemente, también
tenga lugar la generacién de O,” en miicleos, por accién de
una oxidasa de membrana (Patton er al, 1980; Yusa et al,
1984).

METABOLISMO DE ESPECIES DE OXIGENO
ACTIVADO EN SITUACIONES DE ESTRES

Estrés térmico.

Existen algunas evidencias que correlacionan el conte-
nido de SOD con la susceptibilidad de las plantas a altas y
bajas temperaturas, lo que sugiere la implicacion de radi-
cales O, eneste proceso (Rabinowitch y Fridovich, 1983).
En pléntulas de guisante se ha observado una disminucién
considerable del crecimiento, tanto en la raiz como en la
parte aérea, con tratamientos cortos a temperaturas
superdptimas, siendo este efecto mas acusado en condicio-
nes de hiperoxia, y se ha postulado que pueden intervenir
formas de oxigeno activado en los mecanismos de toxici-
dad producidos por altas temperaturas (Aver’yanov y
Veselovski, 1976). Privalle y Fridovich (1987) han detec-
tado en E. coli induccion de la actividad SOD por traia-
miento a 48°C, inducci6n que es dependiente de oxigeno,
y va acompafiada de un incremento de dos veces de la
fraccion resistente al CN" de la cadena respiratoria.

En hojas de plantas de espinaca aclimatadas al frio,
Schoner y Krause (1990), han detectado un incremento en
el contenido de ascorbato y de las actividades superéxido
dismutasa, ascorbato peroxidasa y monodehidroascorbato
reductasa en cloroplastos. En tubérculos de patata también
se ha observado un incremento de las actividades catalasa,
SODy de la concentracién de a-tocoferol, dependiente de
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la temperatura (Spychalla y Desborough, 1990). Kendal y
McKersie (1989) han observado una sintomatologfa cua-
litativamente semejante en plantas de trigo sometidas a
bajas temperaturas y en plantas tratadas con sistemas
generadores de radicales O,” como la xantina oxidasa y el
paraquat. Estos sintomas incluyen incrementos de 4cidos
grasos libres y pérdida de fosfolipidos. Por otro lado,
Kendal y Mckersie (1989) observaron tolerancia cruzada
frente a radicales libres de oxigeno en protoplastos y
microsomas procedentes de plantas tolerantes a bajas
temperaturas, tolerancia que estd relacionada con el incre-
mento de los niveles de antioxidantes en la célula con
respecto a las plantulas no aclimatadas. Aquellos autores
también demostraron un incremento en la produccién de
radicales superéxido en membranas microsomales des-
pués del tratamiento de las plantas a 12°C (Kendal y
McKersie, 1989).

Estrés hidrico

Existen evidencias de que gran parte de la patologia
derivada de la escasez de agua puede ser consecuencia de
la generacién de radicales superdxido en cloroplastos.
Concretamente, Price et al (1989) han demostrado, me-
diante resonancia de spin electrénico, la produccién de O,
en cloroplastos aislados de plantas de trigo sometidas aun
tratamiento de sequia, siendo la amplitud de la sefial del
O, directamente proporcional a la intensidad del trata-
miento. La produccidn de estas especies de oxigeno acti-
vado parece tener lugar en el cloroplasto, como conse-
cuencia del desvio de electrones en la cadena de transporte
electronico. El O, a su vez, podria generar el radical
hidroxilo por reaccién con el Fe, que se encuentra en
concentracion elevada en condiciones limitantes de agua
(Price et al, 1989). El desarrollo de tolerancia frente aestas
condiciones de estrés hidrico en plantas superiores, tam-
bién ha sido correlacionado con un incremento de la
capacidad antioxidante (Burke et al, 1985). En bridfitos se
ha demostrado una correlacién entre la actividad SOD y
niveles bajos de peroxidacién lipidica en tratamientos de
sequia (Dhindsa y Matowe, 1981).

Estrés por anaerobiosis

En plantas acudticas, donde en ocasiones el oxigeno
puede ser un factor limitante, originando estrés por anoxia,
laactividad SOD podria tener un papel protector en la fase
postandxica, una vez restablecida la concentracién de
oxigeno. En este sentido, en rizomas de plantas de Iris
pseudacorus tolerantes a la anoxia, se ha detectado un
incremento de 13 veces en la actividad SOD durante y
después del estrés por anaerobiosis (Monk et al, 1987);
mientras que en plantas sensibles, la restauracion de la
concentracion de oxigeno va acompafiada de un incremen-
to de la concentracién de malondialdehido, un producto de
la peroxidacidn lipidica, lo que sugiere dafios oxidativos
durante la fase de recuperacién (Monk et al, 1989). Es por

ello, que en I7is pseudacorus se ha propuesto que la SOD
podria constituir uno de los polipéptidos anaerébicos indu-
cidosen situaciones de estrés por anaerobiosis (Monk etal,
1987). Respecto al origen de los radicales O, se han
propuesto dos alternativas: a) una conversion de 1a activi-
dad xantinadeshidrogenasaen suformaoxidasa, generadora
de radicales O,"; o, b) la oxidacién espontédnea de com-
puestosreducidos acumuladosen el periodo anéxico (Monk
et al., 1989).

Metabolismo de xenobidticos

Herbicidas

Una parte de los herbicidas conocidos gjercen su toxi-
cidad a través de la produccion de especies de oxigeno
activado provocando un estrés oxidativo en cloroplastos.
Los herbicidas bipiridilicos paraquat y diquat son reduci-
dosenelcloroplasto, con formacién de suradical catidnico,
que reacciona con el oxigeno dando lugar a la produccién
deradicalesO,”y H,0, (Halliwell, 1987; Elstner,1987). Los
radicales ‘OH también contribuyen a la toxicidad de estos
herbicidas, a través de la formacién de radicales lipidicos
(Halliwell, 1987). Algunas plantas resistentes al paraquat
muestran actividades de SOD incrementadas (Shaaltiel et
al, 1988), y en algunos casos también se han observado
incrementos en la actividad de las enzimas implicadas en
el ciclo ascorbato-glutation (Halliwell, 1987; Shaaltiel ez
al, 1988). Otros herbicidas ejercen su toxicidad a través de
la generacidn de oxigeno singlete, bien por inhibicion del
transporte electrénico fotosintético, o bien por represion
de la sintesis de carotenoides (Halliwell, 1987).

De Felipe y col. (1988) han observado que el herbicida
isoproturén también ejerce suaccion téxicaaumentandola
actividad peroxidasa de la pared celular y membranas de
vacuola, y disminuyendo la actividad catalasa peroxiso-
mal. Por otro lado, este compuesto también induce un
incremento en el numero de peroxisomas por célula,
probablemente como consecuencia del aumento de la tasa
de fotorrespiracion, lo que conducirfa a una mayor pro-
duccion de H,0, que puede resultar téxica para otros com-
ponentes celulares (De Felipe et al, 1988).

Contaminantes atmosféricos

En plantas y en algas, se ha observado induccién de
actividad SOD en presencia de SO, (Rabinowitch y Fri-
dovich, 1985), asi como incrementos de los niveles de
acido ascérbico y glutation (Shaaltiel et al, 1988; Sand-
mann y Gamez, 1989). Las bases bioquimicas de la corre-
lacién entre SOD y resistencia al SO, se desconocen, si
bien se ha postulado que el SO, puede ser reducido en el
cloroplasto al radical HSO," , el cual puede producir una
reaccion en cadena con formacién de ‘OH, lo que a su vez
originaria peroxidaciones lipidicas y conduciria ala des-
truccidn de las clorofilas y lipidos de membrana (Elstner,
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1987; Sandmann y Gamez, 1989). Losradicales superdxido
actuarian como iniciadores de la oxidacién del sulfito
segiin la reaccién:

HSO; + O, + 2H

El di6xido de nitrégeno (NO,) es un derivado de oxi-
daciones térmicas de compuestos organicos y tiene carac-
ter de radical libre, por lo que también podria intervenir en
la iniciacién de reacciones en cadena de formacién de
radicales (Elstner, 1987). Por otrolado, la combinacién del
NO, y el oxigeno en la atmdsfera da lugar a la formaciéon
de ozono:

O, + NO,

NO + O

Este es un compuesto téxico para las plantas, bien
debido a sureaccién directa con moléculas de importancia
bioldgica, oatravés de la formacién de radicales OHy O,
con la intervencién de compuestos aromadticos
(C.A.)(Elstner, 1987):

N / o
C=C + O3 . ozénidos
/ AN

. .

O3+ H20 + OH

La existencia de una correlacion entre actividad SOD
y tolerancia al ozono, es una prueba de la participacién de
radicales O,” en la toxicidad dependiente de este elemento
(Rabinowitch y Fridovich, 1983; Shaaltiel et al, 1988). La
actividad de las enzimas del ciclo del ascorbato-glutation
también parece estar directamente relacionada con el de-
sarrollo de tolerancia al ozono (Tanaka et al, 1985).

Compuestos hipolipidémicos

Bajo esta denominacién se incluyen una serie de com-
puestos que inducen, en células hepaéticas de roedores, la
proliferacién de peroxisomas y provocan incrementos
fuertes de algunas actividades enzimaticas relacionadas
con la B-oxidacion de 4cidos grasos (Reddy et al., 1987).
Entre estos compuestos, el clofibrato (etil-o-p-clorofe-
noxiisobutirato) ha sido recientemente objeto de estudio
en células vegetales, donde se ha demostrado que origina
esirés oxidativo dependiente de intermediarios reactivos
de oxigeno. En células de hojas de guisante, el clofibrato
inducela proliferacién de peroxisomas y mitocondrias, asf
como el incremento de las actividades acil-CoA oxidasa y
xantina oxidasa, con el consiguiente aumento de Ia pro-
duccién de H,0, y O,"(Palma et al, 1991). Paralelamente,
este compuesto hipolipemiante incrementa la generacion
de O,” en la membrana peroxisomal, asi como la tasa de
peroxidacion lipidica, unido a una fuerte inhibicién de la
actividad catalasa y a una reduccién considerable de la
actividad Mn-SOD peroxisomal (Palma et al, 1991).

HSO, + 2 'OH
(Asada y Takahashi, 1987)

H,0,+ O, + 'OH

Procesos patogénicos

Algunas toxinas producidas por hongos parecen ejer-
cer su toxicidad a través de especies de oxigeno activado.
La cercosporina, y el pleiocromo, producidos por
Cercospora y Cladosporium, respectivamente, producen
O,y oxigeno singlete a través de una reaccién de fotosen-
sibilizacién (Asada y Takahashi, 1987). El proceso de
invasién por hongos también esta asociado con la produc-
cién de intermediarios reactivos de oxigeno catalizada por
ligninasas (Hammel et al, 1986). Los procesos de infec-
cién van acompariados ademas, de una induccién de la
sintesis de la actividad SOD y de peroxidasas (Buonaurio
et al, 1987). En el caso de Coffea arabiga, la resistencia a
lainfeccién por Hemileia vastratix ha sido correlacionada
con cambios en el patrén electroforético de la actividad
SOD (Daza et al, 1989). También se ha detectado la
induccién de la actividad Mn-SOD mitocondrial en callos
de tabaco infectados con Pseudomonas syringae (Bowler
et al, 1989).

Estrés nutricional

Estrés por salinidad

Kayupova y Klyshev (1987), han detectado en células
de raices de guisante sometidas a estrés salino, un incre-
mento de la formacién de especies de oxigeno activado,
principalmente oxigenosinglete y OH. En plantas de arroz,
por otro lado, la inhibici6on de la germinacion de las
semillas por salinidad ha sido relacionada con una reduc-
ciéndelasactividades peroxidasay SOD, siendolaCu,Zn-
SOD la isoenzima mas afectada (Gaspar y Dhinsa, 1981).
En hojas de Phaseolus vulgaris también se ha detectado
una reduccion de las actividades catalasa y SOD depen-
diente del CINa, acompafiada de un incremento de las
actividades citocromo oxidasa y fumarasa, lo que sugiere
que, en condiciones de extrema salinidad, podria tener
lugarunincrementodelaproduccion deradicales O,"y H,0,
en las mitocondrias, concomitante con una disminucién de
las defensas enzimaticas frente a estas formas de oxigeno
activado (Hernindez et al, 1991).

Estrés metalico

Existen evidencias de que los efectos téxicos de altas
concentraciones de metales pueden ser debidos, en parte,
a la produccién de especies de oxigeno activado. En
cloroplastos aislados de espinaca (Shioi et al,1978), se ha
descrito que concentraciones elevadas de Cu provocan una
inhibicion del transporte electrénico fotosintético, lo que
conducirfa al desvio de los electrones hacia el oxigeno con
produccion de oxirradicales y radicales lipidicos (Sand-
mann y Boger, 1980). Sin embargo, se ha puesto en duda
que el Cu pueda acumularse en cloroplastos (Lolkema y
Vooijs, 1986). En plantas de guisante se ha descartado que
la toxicidad del Cu esté propiciada por la generacién de
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radicales de oxigeno tanto en cloroplastos como en
mitocondrias, dado queen plantas tolerantes y sensibles no
se detectd variacidn alguna de los niveles de las activida-
des SODasociadasconestos organulos (Palmaet al, 1987).
Por el contrario, si se ha observado un incremento de las
actividades Mn-SOD y catalasa de peroxisomas de plantas
tolerantes, lo que sugiere que en estos orgdnulos ticne

- lugar una sobreproduccién de O,", y por lo tanto, los
peroxisomas, y en particular las enzimas relacionadas con
el metabolismo del oxigeno activado, podrian estar impli-
cados en los mecanismos de tolerancia al Cu (Palma et al,
1987). También se ha demostrado que niveles nutritivos
altos de Zn y, en menor medida, de Mn, inducen una Mn-
SOD en plantas de guisante (del Rio et al, 1985).

La toxicidad de especies de oxigeno activado no sélo
se restringe a altas concentraciones de metales. Asi, en
raices de plantas de algoddn, judia y tomate, crecidas en
condiciones limitantes de Zn,Cakmak y Marschner (1988)
han descrito un incremento en la produccién de radicales
O,” dependiente de una actividad NADPH-flavin oxidasa,
acompafiado de una reduccion de las actividades catalasa
y SOD.

En resumen, un punto comun en la respuesta celular
frente a distintas situaciones de estrés lo constituye el
incremento de los niveles de antioxidantes enzimaticos y
no enzimaticos, con objeto de eliminar rapidamente los
radicales de oxigeno generados. Este hecho, permitiria el
desarrollo de tolerancia cruzada frente a distintos inducto-
res de estrés, en plantas que previamente han desarroilado
tolerancia frente a uno de ellos, tal y como han observado
Shaaltiel y col. (1988) con distintos xenobiGticos en varias
especies vegetales. Laaparicion de resistencia o tolerancia
cruzada frente a distintas situaciones de estrés resulta, sin
duda alguna, de gran interés ecoldgico en la seleccién de
plantas resistentes frente a distintas situaciones de estrés
bidtico y abiético.

UTILIDAD FISIOLOGICA DE ESPECIES DE
OXIGENO ACTIVADO

Si bien el aspecto mds llamativo y conocido de los
intermediarios reactivos del oxigeno es su accién 16xica,
no podemos olvidar que la produccién controlada de estas
especies de oxigeno puede desempeiiar un papel muy
importante en el metabolismo celular. Cabe citar, a modo
de ejemplo, el efecto bactericida que los radicales O, y el
H,0, ejercen en el proceso de la fagocitosis en animales
(Halliwell y Gutteridge,1989).

En plantas es bien conocida 1a participacién de radica-
les O,y H,O, en la sintesis de lignina, como mecanismo
de reparacion de dafios tisulares, y también como respues-
ta frente a lainfeccidn en procesos patogénicos, gencrando
una barrera mecénica frente a la invasién (Elstner, 1987).
Otro mecanismo de defensa frente a la infeccidn, lo cons-

tituye la generacién de radicales O,” y H,0, mediante un
mecanismo similar al presente en macréfagos (Zacheo y
Bleve-Zacheo, 1986; Elstner, 1987). Per6xidos organicos,
radicales hidroperéxido, y aldehidos téxicos derivados de
la peroxidacién de 4cidos grasos insaturados catalizada
por la lipoxigenasa, también son utilizados por la planta
como antifiingicos y antiparasitos (Zacheo y Bleve, 1986;
Elstner, 1987; Buonaurio et al, 1987).

Cambios en el estado redox del medio intracelular
parecen ser un requisisto en el proceso de diferenciacion
celular, y se ha postulado que estos cambios pueden ser
ocasionados por un incremento en la tasa de generacion de
radicales O, (Sohal et al, 1986). Esto lleva consigo una
disminucion del glutatién reducido y un incremento en la
respiracion resistente al CN', junto-con un incremento en
laconcentracion de peréxidos orgdnicos e inorgénicos y de
la actividad SOD insensible al CN" (Sohal et al, 1986).

El balance redox de 1a semilla durmiente parece ser de
gran importancia en la germinacién. Este proceso aparen-
temente depende de H,0,, dadoque inhibidores de lacatalasa
inician la germinacién (Elstner, 1987; Barcelé et al, 1988),
y va asociado a un aumento de tres a cinco veces de la
actividad SOD, lo que sugiere un incremento en la produc-
cién de radicales O,” durante este proceso (Rabinowitch y
Fridovich, 1983).

Especies de oxigeno activado también podrian interve-
nir en lasintesis de etileno anivel dela conversién de ACC
en etileno (Elstner, 1987), y también en el metabolismo
oxidativode microsomas,anivel del citocromoP, (Elstner,
1987), y de peroxisomas (del Rio er al, 1990). En deter-
minadas situaciones de deficiencia metélica, la produc-
ciéndeespecies de oxigenoactivado, y, mas concretamen-
te, de O,", podré resultar util facilitando la disponibilidad
de metales presentes en el suelo (Cakmak et al, 1987).
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Estado hidrico y metabolismo vegetal:
avances y problemas

M. Sanchez-Diaz

Dpto. de Fisiologia Vegetal. Universidad de Navarra.

4 N
- Introduccién -
- Definicién del estado hidrico de la planta
- Contenido hfdrico (CH) y contenido hidrico
relativo (CHR)
- Potencial hidrico

- Algunos problemas actuales en el estudio de
las relaciones planta-agua

- Valor del potencial hidrico foliar como medi-
da del estado hidrico de la planta en relacién con
los procesos fisiol6gicos

- Relacion de la turgencia con el crecimiento y
la conductancia estomdtica

- Importancia de los efectos hidrdulicos del
estrés hidrico frente a los bioqufmicos

- Papel de las rafces como sensores primarios
del estrés hidrico

- Conclusién

N J

INTRODUCCION

Las plantas vasculares, contrariamente a los musgos y
liquenes, se marchitan rapidamente si su contenido en
aguasedesviaen tornoaun 15-30% del valor méximo. Las
variaciones que experimenta el estado hidrico de la planta
afectan a un gran nimero de procesos fisiolégicos que de
forma directa o indirecta intervienen en el crecimiento y
desarrollo. En esta revision pretendemos analizar, de ma-
nera sucinta, algunos de los conceptos més importantes
utilizados al considerar el estado hidrico de las plantas
tratando de reflejar, asimismo, aquellos aspectos que en el
momento actual son objeto de mayor discusion.

DEFINICION DEL ESTADO HIDRICO DE LA
PLANTA

En la base de todo estudio referente a las relaciones
planta-agua se encuentra la definicién del estado hidrico
de una célula, de un érgano o, incluso, de la planta entera.
La bisqueda de una definicion satisfactoria del estado de
hidratacién ha dado lugar al desarrollo de experiencias,
métodos y términos, de los cuales se podra tener una idea
muy completa, consultando la obra de Slavik (1974).

CONTENIDO HIDRICO (CH) Y CONTENIDO
HIDRICO RELATIVO (CHR)

El estado hidrico de las plantas se puede estudiar en
términos de «contenido hidrico», expresado como porcen-
taje del peso seco:

Pf—Ps
CH= 100

P
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siendo, P, : Peso fresco de la muestra
P, : Peso seco de la muestra, determinado
después de mantenerla en estufa a 80°C durante 24 horas.

No obstante, debido a que el peso seco puede experi-
mentar cambios diarios y/o estacionales, las comparacio-
nes del contenido hidrico basadas en el peso seco no son
. satisfactorias. Igualmente, si se expresase el contenido
hidrico en relacion con el peso fresco, los problemas que
conlleva la modificacidn del peso seco continuarian pre-
sentes y, ademds, quedarian minimizados los cambios en
el contenido hidrico. Asi, por e¢jemplo, una reduccidn del
85% al 80% en el contenido hidrico, expresado en funcién
del peso fresco, puede aparentar una disminucién muy
pequeiia y, sin embargo, suponer una pérdida del 30% en
relacion con el contenido hidrico original.

Una alternativa que supera estos problemas, consiste
en expresar el contenido hidrico en base al contenido
hidrico a «plena turgencia», es decir, el peso turgente (Pt).
Cuando se expresa el contenido hidrico de esta manera,
recibe el nombre de contenido hidrico relativo (CHR) o
déficit de saturacion hidrica (DSH):

Pf—Ps
CHR= ——— 100,
P(-Ps
P:-Pf
DSH = 100,
P¢-Ps

ElCHR y el DSH estan relaciona-
dos de la siguiente manera:

Humedades l

CHR = 100 - DSH 0

CHR + DSH = 100% equivalentes ‘
0,

Por lo tanto, el CHR adquiere va- 100% l
lores comprendidos en el siguiente |
intervalo: |
0<CHR < 100 9&7%=
La relacién que existe entre CHR |
y CHes: l
Ps 99,3% !
CHR = CH l
P ['PS l

Determinar el CHR requiere, por
lotanto, el conocimiento del estado de
plena turgencia de la muestra, es de-
cir, del grado de hidratacién maxima

0

98.9% |~-15_]

delas células. La gran ventaja de la plena turgencia es que
corresponde a un estado hidrico determinado, indepen-
dientemente de la especie vegetal. Por otra parte, el CHR
se halla relacionado con el potencial hidrico (véase a
continuacién) lo cual no ocurre con el CH. Estas razones
hacen que el CHR se utilice con preferencia al CH.

POTENCIAL HIDRICO

Los conceptos anteriormente descritos (CHR y CH) no
permiten determinar el sentido de los intercambios hidri-
cosentre las diferentes partes de una planta ni entre el suelo
y laplanta. La magnitud que rige los movimientos del agua
es el potencial quimico W, es decir, la variacién de la
encrgia libre (energia libre de Gibbs) del agua en un punto,
debido a una variacién, dn, de moles de agua que entran o
salen de este punto, siendo constantes los otros pardmetros
(temperatura, presion, etc.). De donde:

u=(3G/dan)

El agua circula entre dos puntos siempre que su poten-
cial termodindmico no sea idéntico entre dichos puntos. El
potencial hidrico, Wa, utilizado por los fisiélogos derivade
esta magnitud. Constituye la resultante de fuerzas de
origenes diversos (osmotica, capilar, de imbibicidn,
turgente, ...) que liga el agua al suelo o a los diferentes
tejidos del vegetal. Caracteriza, igualmente, al estado del
vapor en ¢l aire, siendo funcién de la humedad relativa:

RT HR

Vv 100

Escala de potenciales en MPa

..

Potencial de referencia {agua libre)

Agua poco ligada

0,5 micm

Direccién flujos de agua

= 1,0 e

Agua mas ligada

Valor cercano al p.m.p.”

Fig. 1: Potenciales hidricos, humedades equivalentes y sentido de los flujos de

agua entre dos valores de potencial. *p.m.p.: punto de marchitez permanente
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Ya=4,608 T In HR/100
donde,

Wa: potencial hidrico en MPa
R: constante de los gases perfectos
V: volumen molar del agua.
T: temperatura en grados Kelvin
HR: humedad relativa: e/e®(Ta) x100
e: tension del vapor de agua en ¢l aire

¢°(Ta): tension de vapor saturante del vapor
de agua en el aire, a la temperatura del aire, Ta.

Las figuras 1 y 2 indican la
correspondencia entre Wa y HR,
para una temperatura de 20°C.
Obsérvese que para una HR del

donde,
Pa: potencial hidrico de la muesira
: potencial quimico del agua en la muestra
u°: potencial quimico de referencia del agua
V: volumen molar del agua

Laecuacién de dimensiones del Wacorresponde alade
unaenergia, o trabajo, por-unidad de volumen, es decir FL/
L*=F/L? Es la ecuacién de dimensiones de una presién lo
que explica que las unidades en las cuales se expresa Wa
sean, frecuentemente, unidades de presién'.

H dad relativa del aire en equilibrio con et agua
99%, el valor de Wa es de -14 “,’2’ a® & 77 o 933 8 9ay ¥az was 100%

MPa; representa el valor que to- Potencizal hidrico del agua en atmésferas s ]

- 2000 ~000 -300

-200 <00  -30-40 -30 .-20 -|’s -10 [

maria el potencial hidrico de una

Atmostera libre

hoja en equilibrio con esta hume- N
dad. Un valor comprendido entre
-1,5y-2,0MPaes, frecuentemente

(cultivos herbaceos), bastante

bajo, y conlleva un déficit hidrico
importante. .‘W

Resulta, por tanto, obvia la
dificultad de conseguir en una
planta la plena turgencia, es decir
un potencial hidrico préximo a
cero, poniéndola en una atmosfe-
ra en la que, normalmente, no se

Fase Jiguida

g Zon% alta demanda zona \de bala domenes W c limit
g apa limite
fr estoma Hoja
xilema / /
) /1
;./’b/ »‘\2 1(’/} Tako
i

puede controlar la humedad por

' —rAe  Suel
NS4

encima de unos determinados

porcentajes.

El potencial hidrico corres-
ponde desde el punto de vista

= e
Zona del p.m.p.  Capacidad de |campo
v

L)

Porcentaje de agua en el sueio 13% 0%
13

i Reserva dtil |

energético al trabajo que habria Fig.2: Esquemaquerepresentalosvalores del potencial hidrico enlas diferentes partes
que suministrar a una unidad de del sistema suelo-planta-atmésfera, asi como la correspondencia aproximada entre
masa de agua «ligada» al suelo, 0 estos valores y las humedades relativas: curva 1, suelo hiimedo, baja evaporacion;
a los tejidos de una planta, para curva 2, suelo hiimedo, alta evaporacién; curva 3, suelo seco, baja evaporacion; curva
llevarla de este estado de unién a4, suelo seco, alta evaporacién (segin Cruiziat, 1987).

un estado de referencia, corres-

pondiente al del agua pura (a menudo denominada «libre»
por oposicién a «ligada») a la misma temperatura y a la
presién atmosférica. Como se adopta el valor cero para
este potencial de referencia, todos los Ya que caracterizan
«el agua ligada» son negativos, puesto que seria necesario
suministrar un trabajo para llevar este agua a un Wa = 0.

Larelacién entre Wa y L se describe,

p-p°
Ya=

A

Aunque no es el objetivo de esta revision discutir todos
loscomponentesy factores que afectan al potencial hidrico
en la planta (para mds detalle véase Kramer, 1983), si
conviene destacar que los dos componentes esenciales del
potencial hidrico son el potencial osmético, o de solutos 7,
y el potencial de turgencia, P (a menudo representados,

' La energia expresada en ergios por centimetro ctibico es
equivalente a presion en dinas por centimetro cuadrado o bares.
En unidades SI, la energia se expresa en julios por metro ciibico
(Jm®) y 1a presién en pascales (1 bar=10°Pa 6 0,1 MPa).
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respectivamente, como ¥'s y W¥p). La relacién que existe
entre los dos componentes es:

Ya=P+mn, siendo, P20 y n<0

Una de las caracteristicas hidricas importantes de una
célula, tejido u 6rgano es la ecuacion Wa=f(CHR) que
“relaciona las dos magnitudes que caracierizan el estado
hidrico (Cruiziat, 1987). Estarelacién se puede determinar
experimentalmente, tanto a nivel de tejido u 6rgano 0, mas
recientemente (Zimmerman y Hiisken, 1979), a nivel
celular. En la figura 3 se representan dos ejemplos de
curvas obtenidas para hojas de maiz y sorgo (Sanchez-
Diaz y Kramer, 1971). Se observa que la relacién no es
lineal, y que depende de laespecie. La «capacidad hidrica»

siendo variable la pendiente (de la misma manera que Ch).

El ejemplo de una esponja mas o menos embebidaen
agua, permite conocer intuitivamente el significado fisico
de esta relacion, Wa = f(CHR): cuanto menor sea la canti-
dad de agua contenida en la esponja mis trabajo serd
necesario realizar (ejerciendo una presién) para extraer el
agua. De la misma manera, cuanto més bajo sea el conte-
nido hidrico de un 6rgano vegetal, o de un suelo, més bajo
(mds negativo) sera su potencial hidrico.

Asimismo, la capacidad hidrica dV/d¥a es equiva-
lente a la capacidad de un condensador (relacidn entre la
carga eléctrica que contiene y la diferencia de potencial
entre sus bornes).

14

s

L
[=)
T

POTENCIAL HIDRICO, MPa

{I/ i ! | i |

- ALGUNOS PROBLEMAS
ACTUALES EN EL ESTUDIO DE
LAS RELACIONES PLANTA-AGUA

En los iltimos cincuenta afios se ha
pasado de medir el contenido hidrico
- (también denominado humedad) en el
suelo, a determinar el estado hidrico de la
planta, prestando especial atencion a los
efectos hidraulicos de los déficits hidricos
en las partes aéreas, expresandose el dé-
ficit hidrico en términos de potencial
osmatico, turgente o hidrico total. Durante
dicho periodo, gran cantidad de esfuerzo
y tiempo se ha dedicado a mejorar la
medida de estos pardmetros en hojas y a
. estudiar sus relaciones con diversos pro-
cesos fisioldgicos. No obstante, como re-
sultado de investigaciones recientes, se
empieza a cuestionar la validez de con-
ceptos undnimemente aceptados (Kramer,

|

100 90 80 70 60
CONTENIDO HIDRICO RELATIVO, %

Fig. 3: Potencial hidrico de hojas de maiz (%) y sorgo (o) representado
en funcion del contenido hidrico relativo (Sdnchez-Diaz y Kramer, 1971).

de cualquiera de estas hojas se puede definir como Ch=dV/
d‘Pa, siendo dV la variacidn del volumen de agua (andloga
ala variacién del peso de agua, dP,_ ) que corresponde a
una variacién de su potencial, Wa . La inversa de la pen-
diente que representa la funcion Wa=f(CHR) es, entonces,
proporcional a Ch,

dv dP,gua d(CHR)
Ch= = = (P
d¥a d¥a d¥a

50 1988). Ejemplos de ello son:
a) Valor del potencial hidrico foliar como

medida del estado hidrico de la planta en
relacién con los procesos fisioldgicos.

b) Relacién de la turgencia con el creci-
miento y la conductancia estomatica.

¢) Importancia de los efectos hidraulicos del estrés hidrico
frente a los bioquimicos.

d) Papel de las raices como sensores primarios del estrés
hidrico.

Valor del potencial hidrico foliar como medida del
estado hidrico de la planta en relacion con los
procesos fisiologicos

La discusién sobre esta materia no es nueva. Después
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de proponer Taylor y Slatyer una terminologia unificada
en los estudios de las relaciones planta-suelo-agua, en un
congreso sobre Zonas Aridas celebrado en Madrid (Sla-
tyer y Taylor, 1960; Taylor y Slatyer, 1961), algunos
fisi6logos como Walter y Kreeb (1970) mostraron discre-
pancias indicando que el potencial hidrico no era el
pardmetro m4s adecuado para describir los procesos fisio-
16gicos. Para dichos fisiélogos, de acuerdo con lo que se
venia utilizando preferentemente desde comienzos de si-
glo, el pardmetro mas idéneo era la presién osmatica.

Enlaactualidad se sabe que, enlamayoria de los casos,
el potencial hidrico y sus componentes constituyen las
fuerzas motrices para el movimiento del agua a través del
suelo y de la planta (Boyer, 1985; Kramer, 1983; Schulze
y col., 1988). En porciones del sistema en las que las
membranas estdn ausentes, como es el caso del suelo o los
vasos xilematicos, el componente de presion es la fuerza
motriz dominante y la gravedad también puede desempe-
fiar un cierto papel. Cuando el flujo se da a través de
membranas,tal como ocurre con el plasmalema, el poten-
cial de solutos desempefia un papel importante y, por lo
tanto, el agua se mueve como consecuencia de la accion
conjunta de diferentes fuerzas, siendo el potencial hidrico
laresultante total. Sin embargo, esto no quiere decir que la
disponibilidad de agua expresada mediante el potencial
hidrico limite siempre igual, y para diferentes especies, las
reacciones metabdlicas que tienen lugar en la planta.
Diversosexperimentos indican que la fotosintesis, sintesis
de proteinas, y senescencia foliar se encuentran mejor
relacionadas con cambios en el volumen celular y CHR,
que con el Wa (Kaiser, 1987). Por lo tanto, como se puede
observar, ninguna medida aislada del estado hidrico se
halla bien correlacionada con todos y cada uno de los
efectos que produce el estrés hidrico en las plantas. En el
momento actual, probablemente, seria mds interesante
conocer los mecanismos mediante los cuales las plantas
responden a los cambios de Wa, CHR, volumen celular u
otras variables fisiologicas, en lugar de tratar de jerarqui-
zar dichos pardmetros (Schulze y col., 1988). Asi, por
ejemplo, durante el ajuste osmdtico, las plantas se «ajus-
tan» a los cambios de potencial hidrico variando su poten-
cial osmético interno, para asi mantener (dentro de ciertos
limites) una turgencia y/o volumen constante. Existe, en
consecuencia, una respuesta activa por parte de las células
udrganos que permite mantener el metabolismo en presen-
cia de déficit hidrico.

Hay que resaltar, no obstante, que a pesar de las
limitaciones indicadas, no hay razén para abandonar el Wa
como forma m4s usual de medida del estado hidrico de las
plantas, aunque algunos autores (Passioura, 1988; Sinclair
y Ludlow, 1985) asi lo hayan sugerido. La investigacion
cientifica requiere la posibilidad de comparar diversos
experimentos y, en biologia, esos experimenios pueden
comprender diferentes especies y partes de los organismos
(Boyer, 1989). Ademas, frecuentemente, los ambientes
son muy variables (especialmente con respecto al agua) y

segin lascondiciones de aridez, las plantas pueden presen-
tar un grado diferente de aclimatacion (Sanchez-Diaz,
1989). En consecuencia, es muy importante disponer de
medidas del estado hidrico que sean comparativas. El
potencial quimico y, por lo tanto, el Wa y sus componentes,
constituyen lasinicas medidas que permiten hacer compa-
racionesrigurosas. Larazéndeelloes que dichos pardmetros
se basan en una referencia definida fisicamente que es
repetible e independiente de la especie, el tiempo, o el
lugar (Boyer, 1989).

Por otra parte, como hemos comentado anteriormente,
el contenido hidrico se basa en una referencia bioldgica
que varia. Si bien el CHR constituye una mejora con
respecto del CH, ya que utiliza el contenido hidrico de las
células plenamente turgentes como referencia, tiene el
problema de definir el contenido hidrico turgente. ;Cuén-
do se encuentra plenamente turgente un tejido en creci-
miento? Su turgencia siempre es baja, debido al proceso de
crecimiento. ;Cuéndo estdn las hojas plenamente
turgentes?. Suturgencia es siempre superior al final del dia
que a la mariana siguiente, debido a que el contenido en
solutos disminuye durante 1a noche.

Sin embargo, la medida del contenido hidrico sigue
siendo iitil en determinadas circunstancias. Ademds de la
importanciadel volumen celular, existe evidencia crecien-
te de que el efecto concentrante de la deshidratacion sobre
algunos solutos celulares provocaalteraciones metabélicas
(Berkowitz y Whalen, 1985; Kaiser y col., 1986; Rao y
col., 1987). Dicho fenémeno parece ser especialmente
importante en el caso de solutos dificilmente
metabolizables, ya que la célula puede alterar los conteni-
dos internos tinicamente en tiempos largos.

Relacion de la turgencia con el crecimiento y la
conductancia estomatica

Debidoalaturgencia, las paredescelulares se distienden
irreversiblemente, provocando la expansién celular y, por
lo tanto, el crecimiento de la planta. Los gradientes de
potencial hidrico originan la entrada de agua, generdndose
asi la turgencia necesaria para que la célula aumente de
tamafio. De manera andloga, tanto el potencial hidrico
como sus componentes, desempefian una funcién impor-
tante en el comportamiento de los estomas. La entrada de
agua es esencial para generar la turgencia que, al producir
el acombamiento de las células oclusivas, provoca la
abertura, siendo muy posible que para que se produzca la
entrada de agua sean necesarias diferencias de potencial
hidrico.

No obstante, el potencial hidrico y sus componentes no
son los nicos pardmetros que intervienen en el crecimien-
10 y comportamiento estomatico. El crecimiento resulta
alterado por los reguladores de crecimiento, cambios en la
composicion de la pared, y modificaciones del genoma
vegetal. Asimismo, los estomas se abren cuando se ilumi-
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nanlas hojas ocuando lasconcentracionesde CO, sonbajas.
Aunque la expansion celular depende de la turgencia, en
algunos experimentos se ha visto que se reduce el creci-
miento, a pesar de mantenerse la turgencia (Davies y col.,
1986; Termaaty col., 1985). Por lo tanto, el crecimiento no
constituye un proceso meramente fisico, dependiente de la
mecénica de la pared celular. Las evidencias indican, que
-estd regulado conjuntamente por procesos fisicos y
metabolicos, y que cuando se trata de un tejido complejo
u 6rgano, el conocimiento de cudl de ellos es, en cada
momento, el mas limitante no resulta ficil de establecer.
Por consiguiente, el modelo de crecimiento propuesto por
Lockhart (1965) basado en un flujo viscoso de materia,
acompaiiado de flujo de agua y de una cierta tensién
minima (umbral) en la pared, convendria sustituirlo por un
modelo més actualizado.

Importancia de los efectos hidraulicos del estrés
hidrico frente a los bioguimicos

Lamejoraenlos métodos analiticos ha demostrado que
procesos, en un comienzo considerados de naturaleza
hidraulica, se hallan relacionados, de hecho, con el
metabolismo. Asi, en muchos casos, cambios en el estado
hidrico de las plantas se convierten en flujos iénicos. La
respuesta estomdtica se puede considerar como un ejem-
plo de ello. Desde que se observé el transporte de potasio
en las células oclusivas (Hsiao, 1973), ha quedado claro
que la mayoria de las respuestas estomaticas est4n asocia-
das a flujos i6nicos (Raschke, 1979). Incluso, las respues-
tas estomaticas alahumedad, que inicialmente se interpre-
taron como puramente hidraulicas (Lange y col., 1971) se
ha visto que estdn asociadas al transporte de polasio
(Losch, 1978).

Sanchez-Diaz y Mooney (1979) y Schulze y Hall
(1982) han encontrado que se puede conseguir el mismo
potencial hidrico en plantas bien regadas con altas tasas de
transpiracién, que en plantas sometidas a sequia con bajas
tasas transpiratorias. El efecto hidrdulico en planias bien
regadas fue reversible y no tuvo consecuencias en el
desarrollo delaplanta, permaneciendo abiertos los estomas
para ‘Pamuy bajos. Por el contrario, larespuesta a la sequia
edafica no fue reversible.

Papel de las raices como sensores primarios del
estrés hidrico

Diversos experimentos (Schulze, 1986 a,b; Tumer,
1986) sugieren que la conductancia estomatica y la foto-
sintesis se hallan mejor relacionadas con el estado hidrico
del suelo y de las raices que con el estado hidrico foliar.
Estos y otros experimentos han llevado a Davies y col.
(1986, 1990), asi como a los autores anteriores a proponer
que las raices son los sensores primarios de los déficits
hidricos, y que las sefiales bioquimicas transportadas desde
lasraices causan muchas de las perturbaciones fisioldgicas

que se observan en las partes aéreas de plantas sometidas
a sequfa. Se ha sugerido que, muy probablemente, dichas
sefiales soncambios en el tipo y concentracién de hormonas
exportadas a las partes aéreas, muy posiblemente con la
corriente transpiratoria. Los candidatos m4s importantes
para esta regulacion son las citoquininas, que disminuyen
su concentracion en el xilema y el ABA que, en cambio,
aumenta de nivel.

En relacidn con estos y otros experimentos sobre el
efecto de los déficits hidricos en los procesos fisiolégicos
hay que indicar que, en ocasiones, el término déficit
hidrico se utiliza de manera muy general. En muchos
experimentos (tanto en campo como en laboratorio), las
situaciones de estrés difieren extraordinariamente,en su
duracién, periodicidad, grado de severidad y tipo de 6rgano
eswresado. Por lo tanto, en cada caso habri que establecer
la relevancia de las seiiales quimicas frente a las hidrauli-
cas. Gran parte de los experimentos anteriormente men-
cionados se llevaron a cabo sometiendo las raices a estrés,
mientras que las partes aéreas se mantenfan turgenies. Esto
€s precisamente una situacién muy poco corriente, ya que
lo normal es que, en caso de sequia edéafica, la parte aérea
presente potenciales hidricos mas bajos que las raices
(Aguirreolea y col., 1989) e, incluso, en suelos con buena
disponibilidad de agua, durante dias calurosos, se presen-
ten déficits hidricos transitorios al mediodia en hojas y
tallos. Por otra parte, muchos de los efectos anteriormente
indicados se pueden reproducir completamente en tejidos
foliares cortados desprovistos de raices (Ehret y Boyer,
1979).

Una mejor evidencia de que la actividad radical modi-
fica el metabolismo de la parte aérea, se puede encontrar
cuando se estudia el crecimiento durante una situacién
normal de sequia (tanto edéfica como atmosférica). A
medida que el suelo se seca, las tensiones son transmitidas
a través de la columna de agua del xilema hasta la parte
aérea (Kramer, 1983). Estas tensiones pueden alterar la
intensidad de crecimiento de los tejidos aéreos, y se
pueden transmitir sin modificar inicialmente el Wa o la
turgencia de los tejidos en crecimiento. Ello es debido a
quelos potenciales de los tejidos en desarrollo estdn ya por
debajo de su mdximo, como consecuencia de la actividad
de crecimiento (Boyer, 1985). Asimismo, cuando los
aumentos de tension son transmitidos por las raices, dis-
minuye el Wa del xilema en la parte aérea, los tejidos
foliares en crecimiento no pueden continuar extrayendo el
agua a la velocidad requerida y, como consecuencia ,
disminuye el crecimiento. Durante todo este proceso par-
ticipa el Wa de los 6rganos aéreos, pero no se observan
alteraciones importantes en las hojas, ya que el cambio ha
afectado primordialmente al Wa xilematico. Finalmente,
la parte aérea se ajusta al nuevo potencial del xilema y se
observa un cambio en el Wa de los tejidos en crecimiento,
pero esto puede llevar horas (Boyer y col., 1985; Matyssek
y col., 1988).
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Otro ejemplo que evidencia el papel de las raices como
sensores primarios del estrés es larespuesta de laactividad
enzimdtica de las hojas a los déficits hidricos en el suelo.
La actividad nitrato reductasa disminuye en hojas de
plantulas de maiz expuestas a deshidratacién (Morilla y
col., 1973; Shaner y Boyer, 1976 a,b). Si la deshidratacién
es suficientemente rapida, no se observa disminucion

- durante, aproximadamente, 2 horas. Esto indica que ni los
valores bajos de Wa ni la reduccién en el contenido hidrico
de las hojas inhibe directamente la actividad. En realidad,
la actividad enzimdtica desciende cuando disminuye el
flujo de nitrato desde las raices a las hojas. Ello es debido
aque en hojas de maiz la nitrato reductasa es un enzima de
vida corta y ha de sinietizarse continuamente. El nitrato es
elinductor de su sintesis y llega fundamentalmente a través
de la corriente transpiratoria procedente de las raices
(Shanery Boyer, 1976 a,b). Un comportamiento similar de
la nitrato reductasa se ha encontrado en plantas de alfalfa
sometidas a sequia (Aparicio Tejoy Sdnchez-Diaz, 1982).
Queda, asi, claro que la actividad radical constituye un
determinante importante del metabolismo de la parte aérea
de la planta en un suelo en el que falte el agua.

CONCLUSION

Las primeras investigaciones sobre el estado hidrico de
lasplantas se centraronen lamedida del potencial osmético
de la savia, que gradualmente fue reemplazdndose por el
del potencial hidrico de la planta (Wa). La facilidad con la
cual se puede medir el potencial hidrico ha hecho que sea
éste el pardmetro mas comun en la determinacién del
estado hidrico de las plantas. Constituye la tinica medida
que permite hacer comparaciones entre distintos experi-
mentos y diferentes partes del sistema suelo-planta, expre-
sdndose en unidades fisicas reconocidas. Al mismo tiem-
po, proporciona informacion sobre el transporte de agua y
laexpansion celular. No obstante, son muy pocos los casos
enque, bienel Wa o sus componentes, causan directamente
cambios en la actividad enzimdtica. De manera mds fre-
cuente, estos cambios parecen estar controlados por otros
factores en los que, a veces, participan las raices. Entre
estos factores habria que tener en cuenta tanto la
deshidratacién (al concentrar solutos de dificil
metabolizacién) como la alteracién en los niveles de
reguladores de crecimiento. Por lo tanto, hay que conside-
rar el concepto de potencial hidrico como vn medio valioso
para comparar experimentos cuando se trata de definir el
transporte y analizar el crecimiento, pero no como un
controlador directo de la mayoria de los aspecios del
metabolismo. En este iltimo caso, podria resultar més
adecuada la utilizacién del contenido hidrico relativo.

También conviene indicar que los efectos hidraulicos
estan interrelacionados con fenémenos iénicos o
bioquimicos. La naturaleza de los sensores primarios

puede ser, en principio, tanto hidrdulica (turgencia, -

conductividad hidraulica, elasticidad, etc.) comometabdlica
(velocidad de una reaccién bioquimica, transporte activo
por membranas, translocacion, etc.). Las alteraciones en el
suministro de nutrientes pueden presentarse antes de, o
paralelamente a, los cambios en las relaciones hidricas. A
pesar de todoello, noparece que los conceptos derelaciones
hidricas basados en principios termodindmicos se tengan
que relegar. En el momento actual es necesario comple-
mentar dichos conceptos para tratar de relacionar mejor la
hidrdulica de la planta con los fenémenos metabélicos.
Hacen falta, por tanto, nuevos experimentos y enfoques
teéricos que permitan llegar a una vision mds integrada de
las relaciones hidricas en las plantas.
M. Sanchez-Diaz
Dpto. Fisiologia Vegetal
Universidad de Navarra
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INTRODUCCION

La respiracion es un proceso fundamental para el
correcto funcionamiento de las plantas como organismos
vivientes. En los comienzos de la fisiologia vegetal sc
consideraba que larespiracion era principalmente una «via
de degradacién de energia». Sin embargo, en la actualidad
existe un conocimiento mas completo de la bioquimica de
la respiracién y de su integracién con el resto del
metabolismo vegetal (ver Dennis y Turpin, 1990), y se
considera que la respiracién es una fuente de ATP, poder
reductor y compuestos metabdlicos para satisfacer los
requerimientos de crecimiento (por ejemplo, biosintcsis
de componentes celulares) y de mantenimiento (por
ejemplo, recambio protéico) de las plantas (Amthor, 1989).

Diversas vias metabdlicas en varios compartimientos
celulares participan en el complejo proceso de la respira-
cion, las cuales convergen en el ciclo de Krebs o de los
dcidos tricarboxilicos, la cadena respiratoria y la
fosforilacién oxidativa. Estas tres vias tienen lugar en las
mitocondrias, los organulos respiratorios por excelencia,
Las caracteristicas basicas de las mitocondrias vegetales y
animales son similares, a pesar de muchos millones de
afios de evolucién divergente. Por ejemplo, la morfologia
de las mitocondrias vegetales es muy parecida a las de
animales, asi como la composicion de fosfolipidos de las
membranas, el ciclo de Krebs, Ia cadena de citocromos, el
complejo ATP sintasa y los mecanismos de transporte de
protones a través de la membrana interna. Seguramente,
estas caracteristicas bésicas de las mitocondrias son esen-
ciales para su funcionamiento como organulos
«transductores» de energia.

Sin embargo, existen algunas caracteristicas diferen-
ciales de las mitocondrias vegetales (ver Douce y Day,
1985; Douce y Neuburger, 1989; Dennis y Turpin, 1990),
como por ejemplo:

a) el mayor tamafio y complejidad del DNA;

b) el transporte por la membrana interna de determina-
dos metabolitos y cofactores (oxaloacetato, NAD", etc);

¢) la capacidad de oxidar directamente NADH vy
NADPH procedentes del citosol por deshidrogenasas ex-
ternas (es decir, situadas haciael espacio intermembranoso)
de la cadena respiratoria;

d) la presencia de una NADH deshidrogenasa resisten-
te a rotenona, alternativa a la NADH-deshidrogenasa del
complejo I, para oxidar NADH de la matriz mitocondrial,
y sobre todo,

¢) la existencia de una oxidasa terminal resistente al
cianuro, alternativa a la citocromo ¢ oxidasa.

Estas caracteristicas diferenciales contribuyen a dotar
a las mitocondrias vegetales de una mayor «flexibilidad»
metabolica, que puede ser util para su funcionamiento
dentro de un contexto metabdlico autotréfico.

El objetivo principal de este ariiculo se centra en la
revision de la caracteristica diferencial posiblemente mas
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importante de las mitocondrias vegetales en relacion a las
de mamiferos, como es la existencia de la oxidasa alterna-
tiva resistente al cianuro en la cadena respiratoria.

LA CADENA RESPIRATORIA DE LA MEMBRANA
INTERNA MITOCONDRIAL

La cadena respiratoria consta de una seri¢ de reaccio-
nes de transferencia de electrones desde moléculas organi-
cas reducidas al oxigeno diatémico. La cadenarespiratoria
se encuentra en la membrana interna mitocondrial, y
consta de unos 40 centros «redox» y 50 polipéptidos
situados en un ambiente lipidico especialmente rico en
fosfolipidos. En las mitocondrias de cualquier tipo de
organismo existen tipicamente cuatro grandes complejos
protéicos (I-1V) asociados con el transporte de electrones
y un complejo responsable de la sintesis de ATP (V), que
son (ver Fig. 1):

a)complejo o NADH-ubiquinonareductasa: contiene
laNADH-deshidrogenasasensible arotenona, y catalizala
transferencia de electrones desde el NADH interno a la
ubiquinona;

b)complejo Il o succinato-ubiquinonareductasa: consta

del enzima succinato deshidrogenasa, tinico enzima co-
miin al ciclo de Krebs y a la cadena respiratoria, que
transfiere electrones del succinato a la ubiquinona;

¢) complejo Il o citocromo c reductasa: esresponsable
del transporte elecirénico desde la ubiquinona reducida al
citocromo ¢, y consta principalmente del complejo de
citocromos b-c;

d) complejo IV o citocromo ¢ oxidasa: es la oxidasa
terminal de la via citocrémica, y contiene los citocromos
a'y a, y dos dtomos de cobre entre ambos;

¢) complejo V o ATP sintasa, €l cual no sirve para
transportar electrones, pero su funcionamiento como
transportador de protones estd acoplado a la cadena respi-
ratoria mediante un gradiente proténico generado por el
transporte de electrones.

Los complejos I, III y IV estin embebidos en la
membrana intemna de tal maneraque presentan unaparte en
contacto con €l espacio intermembranoso y otra con la
matriz, y transportan protones desde la matriz al espacio
intermembranoso gracias a la energfa del transporte elec-
trénico. Por lo tanto, un gradiente proténico se genera en
respuesta al transporte de electrones. El sitio de unién del
NADH con el complejo I ocurre en la regién de la matriz.
De forma similar se une el succinato al complejo II, pero

Ht NADH NADPH H7 M
o 4V b
/ b Fes
// Cit. ¢y ﬁ{ t\
comp. {rot. N/ compLeso | A" COMP.,
M1 I e U Qe 111 Y /
. f \\ Cit.a '
re /// com.| [Ox2 Cu
— Fp /// “ ﬂ (A 2 Cit. 33 —
roeyy
\ KCN
MATRIZ N, N *Malon* ham _ f COMPLEJO
NADH Succinato O, 0, v
/
- € - | — ADP+P; ‘ ATP

H+

Figura 1. Esquema de la cadena respiratoria de la membrana interna de las mitocondrias vegetales, mostrando los
transportadores de electrones, los sitios de «translocacion» de protones, algunos sitios de inhibicion e inhibidores mds
importantes. Abreviaciones: COMP., COM., complejo protéico; EIM, espacio intermembranoso; MI, membrana
interna; Fp, flavoproteinas; FeS, proteinas ferrosulfuradas; UQ, ubiquinona; Cit., citocromos; Ox. alt., oxidasa
alternativa; Rot., rotenona; Malon., malonato, Ant., antimicina; Sham, dcido salicil-hidroxdmico. Zonas rayadas:

caracteristicas diferenciales de las mitocondrias vegetales.
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este complejo no atraviesa por completo la membrana y no
genera gradiente protonico transmembrana cuando reduce
la ubiquinona. El complejo V o ATP sintasa atraviesa
completamente la membrana para permitir la vuelta de los
protones a la matriz, y asi disipar el gradiente proténico,
aprovechdndose la energia del gradiente para condensar
ADP y fosfato inorgdnicoa ATP (para mayor informacién
de la hip6tesis quimiosmética de sintesis de ATP

succinato) al oxigeno puede generar 3, 2, 1 o ningiin ATP
dependiendo de los lugares de entrada y salida de los
electrones. Por ejemplo, la oxidacién de una molécula de
NADH interno {de la matriz) por el complejo I (NADH-
deshidrogenasa sensible a rotenona) y la via citocrémica
(complejo III, citocromo ¢ y complejo I'V) rinde 3 molécu-
las de ATP, mientras que la oxidacién de esta misma

se sugiere consultar el libro de Nicholls, 1982).

Dos moléculas «redox» mds pequeiias (y por

Tabla 1. Inhibidores de los componentes de la cadena respiratoria y
de la fosforilacion oxidativa de uso mds frecuente.

lo tanto mucho mas moviles) deben afadirse a la

lista de transportadores de electrones para com- Componente Inhibidores
pletar la secuencia de la cadena respiratoria: en Compleio I R
primerlugar, la ubiquinona, un transportador muy ompicjo AOchtr:lma
difusible de naturaleza lipidica que conecta los P.ml. dina A
complejos I y II con el complejo III mediante rericidina
conversion a formas méds reducidas Complejo II Malonato
(1.1blsem1qu1nona y ublqumf)l); segur_ldo, el Complejo I1I Antimicina
citocromo ¢, una hemoproteina de bajo peso o

) Mixotiazol
molecular que conecta los complejos 11 y IV por
la cara externa de 1a membrana interna (ver Fig. Complejo IV HCN, cianuro

1).

En las mitocondrias vegetales existen trans-
portadores de electrones adicionales, como por
ejemplo:

a) NADH- y NADPH-deshidrogenasas sepa-
radas localizadas en la membrana interna, pero
con el sitio de unién de estos coenzimas encarado
hacia el espacio intermembranoso (ver Chauveau
y Lance, 1991), y por tanto en fécil contacto con
los «pools» citosélicos de NADH y NADPH
generados en la glicolisis y en la via oxidativa de
las pentosas-fosfato, respectivamente;

b) otra NADH-deshidrogenasa de la membra-
na interna, que oxida NADH originado en rcac-
ciones que tienen lugar en lamatriz mitocondrial,
y por lo tanto el sitio activo estd orientado hacia la
mairiz; esta deshidrogenasa no es inhibida por
rotenona;

Oxidasa alternativa

NADH-deshidrogenasa
resistenic a rotenona

NADH- y NADPH-
deshidrogenasas «externas»

Complejo V, ATP sintasa

Fosforilacién oxidativa
(Desacopladores) CCCpP

H,S, sulfuro
Azida
Mondxido de carbono

Acidos hidroxdmicos substituidos
(4cido salicil-hidroxdmico, SHAM;
4cido benzo-hidroxamico, BHAM)
Propil-gallato

Tetractiltiuram disulfuro
(Disulfiram)

8-Hidroxiquinolina (8-OHQ)

No se conocen
No se conocen

Oligomicina
Dinitrofenol (DNP)

FCCP

¢) finalmente, existe una oxidasa alternativa
terminal situada probablemente en la cara matricial dc la
membrana interna.

Estos tres tipos de transportadores cspeciales de las
mitocondrias vegetales presentan ciertas caracteristicas
comunes, aparte de surelativa simplicidad estructural: son
pequefios complejos protéicos que no atravicsan toda la
membrana, no bombean protones hacia ¢l otro lado de la
membrana, y por tanto no permiten conservacion de encr-
gia en forma de ATP (naturaleza no fosforilantc).

Asumiendo que cada sitio de bombeo de protones de la
cadena respiratoria se asocia con la sintesis de una molé-
cula de ATP por cada dos electrones circulantes, sc pucdc
deducir del esquema de la Fig. 1 que el transporte de dos
electrones desde un substrato reducido (NADH, NADPH,

molécula por el complejo Iy luego por la via alternativa
solo rinde 1 ATP. La oxidacién de NADH interno por la
NADH-deshidrogenasaresistente arotenona y la viaalter-
nativa es completamente no fosforilante. La oxidacién de
NADH y NADPH citosélicos y de succinato por la via
citocrémica rinde 2 ATP, mientras que por la via alierna-
liva no produce ningiin ATP (ver Fig. 1). Es evidente que
gracias a las vias alternativas, el acoplamiento entre el
transporte de clectrones y la fosforilacién oxidativa puede
scr muy variable y flexible en mitocondrias vegetalcs.

Los detalles de los componentes citados de la cadena
respiratoria quedan fuera del alcance de este articulo, pero
han sido revisados por Douce y col. (1987). Sin embargo,
dada la importancia del uso de inhibidores mds o menos
especificos en puntos concretos de la cadena respiratoria
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para su estudio, se considera interesante dar una relacion
de los inhibidores mds importantes en la Tabla 1.

RESPIRACION RESISTENTE AL CIANURO

Es un hecho conocido desde hace mas de 6() afios que
larespiracion vegetal (medida como consumo de oxigeno
en la oscuridad) no resulta inhibida totalmente por cl
cianuro, sino parcialmente e incluso a veces es estimulada
por este potente inhibidor de 1a citocromo ¢ oxidasa. Este
comportamiento contrasta enormemente con el de las
células de mamiferos, que son muy sensibles al cianuro.
Esta respiracion «resistente» al cianuro es un fenémeno
muy habitual y ampliamente distribuido en el mundo
vegetal, y se debe a la existencia de una segunda oxidasa
terminal, 1a «oxidasa alternativa», en la cadena respirato-
ria mitocondrial (Fig. 1). Esta oxidasa también ¢s resisten-
te a otros inhibidores de la citocromo ¢ oxidasa (por
ejemplo, mondxido de carbono, azida sédica, sulfuro de
hidrégeno) y del complejo de citocromos b-¢, (antimicina).

Lanaturaleza de la oxidasa alternativa y de los compo-
nentes de la via de transporte de electrones en donde se
integra aln no se conoce bien (ver mas adelante), pero se
sabe con certeza que esta via se inicia a nivel de la
ubiquinona reducida constituyendo una ramificacion de la
cadena respiratoria «convencional»; que consume O,
(produciendo agua y no H,0,) con una afinidad mucho
menor por este substrato gaseoso que la que presenta la
citocromoc oxidasa; y finalmente, que no genera gradicnte
proténico a través de la membrana (ver Ishida y Palmer,
1988), y por tanto no contribuye a la sintesis de ATP
(naturaleza no fosforilante) y si en cambio a la produccién
de calor (naturaleza termogénica). Estas y otras caracteris-
ticas de la via alternativa han sido revisadas en los dltimos
afios por diversos autores (Lambers, 1985; Siedow y
Berthold, 1986; Douce y col., 1987; Amthor, 1989; Douce
y Neuburger, 1989; Siedow, 1990).

Se conocen varios inhibidores mas o menos especifi-
cosdelaviaalternativa (Tabla 1; Fig. 2 ), peroel mas usado
de ellos por su idoneidad es sin duda el 4cido
salicilhidroxamico (SHAM). L.a combinacidn de concen-
traciones adecuadas de cianuro y SHAM inhibe casi total-
mente la respiracion vegetal en la mayoria de tejidos y
mitocondrias (Lambers y col., 1983; Mgller y col., 1988).
Sin embargo, hay que tener en cuenta que el SHAM puede
tener también algunos efectos laterales que pucden inter-
feriren lamedidadela viaalternativa (Mgllery col., 1988).
Operativamente, larespiracion alternativa puede definirse
como la fraccion del consumo de O, que es resistente al
cianuro y sensible al SHAM (Siedow y Berthold, 1986).
Hay que tener en cuenta también que aunque ¢l cianuro es
elinhibidor de la viacitocrémica mas utilizado cn estudios
invivo,no es el mas efectivo yaque el sulfurodc hidrégeno
inhibe esta via a concentraciones mds bajas en tejidos
intactos (Azcén-Bieto y col., 1989).

El grado de resistencia de la respiracién al cianuro es
muy variable dependiendo del tipo de tejido o mitocondria.
Algunos tejidos presentan mitocondrias con un porcentaje
de resistencia al cianuro del 80-100%, destacando en este
sentido las mitocondrias de los espadices de las Araceas
durante la antesis; en cambio, otras mitocondrias pueden
presentar valores muy pequefios o nulos. Se han detectado
importantes niveles de resistencia al cianuro en raices,
hojas, flores, frutos, y menos en d6rganos de reserva. La
resistencia al cianuro puede variar significativamente en
mitocondrias aisladas de diferentes 6rganos de una misma
planta, en diferentes tipos celulares de un 6rgano determi-
nado, e incluso en un mismo tejidoen diferentes estados de
desarrollo (Azcén-Bieto y col. 1983a; Lambers, 1985;
Siedow, 1990).

Laresistencia al cianuro no es un fenémeno confinado
a plantas y algas, sino que también aparece en hongos,
bacterias e incluso animales inferiores (Henry y Nyns,
1975), habiéndose relacionado conlaexistenciade oxidasas
alternativas en la cadena respiratoria, de naturaleza pare-
cida o distinta a la de las plantas. Esto sugiere que la gran
sensibilidad de las mitocondrias de mamiferos al cianuro
es mas bien una excepcion en lugar de la regla general en
los diferentes organismos vivientes.

Una observacién interesante realizada principalmente
en células de algas y hongos (especialmente levaduras) es
que la incubacion de estas células con inhibidores de la via
citocrémica (antimicina, cianuro, mondxido de carbono)
induce en pocas horas nueva sintesis de la via alternativa,
y por tanto, una respiracién con un grado mayor de
resistencia al cianuro (Henry y Nyns, 1975; Minagawa y
Yoshimoto, 1987; Benichou y col., 1988).

NATURALEZA DE LA OXIDASA ALTERNATIVA

El problema de la naturaleza molecular de la oxidasa
alternativa ha sido motivo de grandes discusiones debido
a la dificultad experimental de aislar y purificar esta
oxidasa con éxito. Algunos autores han dudado de su
existencia argumentando que en realidad se debe a una
contaminacién de lamembrana mitocondrial por el enzima
lipoxigenasa, o bien se trata simplemente de una serie de
reacciones quimicas de peroxidacién entre quinoles y
lipidos insaturados de la membrana, con formacién de
radicales libres; ambos tipos de reacciones son resistentes
al cianuro y sensibles al SHAM (ver revisién de esias
hipétesis en Douce y col., 1987).

Sin embargo, la polémica se ha cerrado recientemente
con la identificacién de la oxidasa alternativa del espadice
termogénicode laardceaSauromatum guttatumporel grupo
de Mclntosh, como un complejo proteico con actividad
quinol oxidasa, compuesto por varias subunidades funcio-
nales de 35-37 kDa cadauna (Elthon y McIntosh, 1987; ver
también Bonner y col., 1986). Este grupo ha obtenido
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también anticuerpos policlonales y monoclonales contra
la oxidasa alternativa de esta especie, los cuales reaccio-
nan contra la oxidasa alternativa de otras especies vegeta-
les, del hongo Neurospora, e incluso del parasito sangui-
neo I'rypanosoma brucei (Elthon y MclIntosh, 1987; Elthon
y col., 1989a; Lambowitz y col., 1989). La oxidasa alter-
nativa tiene codificacion nuclear (una sola copia) y las
diferentes subunidades se sintetizan en el citosol como
precursores de 42 kDa, incorporando un péptido de transi-
to que pierden al entrar en la mitocondria (Mclntosh,
comunicacion personal). Laexpresion del gen dela oxidasa
alternativa aumenta paralelamente a la actividad
termogénica en Sauromatum, y se induce por el dcido
salicilico (Elthony col., 1989b). En lalevadura Hansenula
anomala la expresion génica de la oxidasa alternativa s¢
induce con inhibidores de la via citocrémica, como la
antimicina (Minagawa y col., 1990). La oxidasa alternati-

o)
"-N<:H é‘:—o-—cBH7
OH
HO OH
OH
SHAM PROPIL -

GALLATO

de oxigeno (medida con un electrodo de oxigeno) que
queda en presencia de cianuro (o sulfuro o antimicina),
dado que se considera, en lineas generales, que la inhibi-
cién total de la viacitocrémica permite expresar almaximo
laviaalternativa, siempre y cuando no haya una limitacion
por falta de substratos reducidos para la cadena respirato-
ria. La actividad de la via alternativa en ausencia de
cianuro se estima mediante la tasa que resulta inhibida por
SHAM, y siempre es una fraccién (entre 0 y 1) de la
capacidad de la misma. La tasa resistente a SHAM propor-
ciona una estima de la actividad de la via citocrémica. El
uso combinado de cianuro y SHAM deberia inhibir com-
pletamente el consumo de oxigeno respiratorio, dado que
se bloquean simultdneamente ambas vias, pero con fre-
cuencia permanece una pequefia respiracion residual de
naturaleza poco conocida, la cual debe tenerse en cuenta
para estimar la actividad y capacidad de las vias respirato-

DISULFIRAM

Figura 2. Inhibidores de la oxidasa alternativa de utilizacién mds frecuente.

va parece contener hierro no heminico esencial (Bonner y
col., 1986; Minagawa y col., 1990), y se encuentra locali-
zada en la cara matricial de la membrana interna
mitocondrial, segtin sugiere un estudio de sensibilidad a
tripsina (Rasmusson y col., 1990).

REGULACION DE LA VIA ALTERNATIVA

El funcionamiento de la via alternativa pucdc tencr
gran importancia para el balance energético dc¢ la
mitocondria vegetal, por su naturaleza no fosforilante, y
tiene gran interés cémo se regula su actividad en relacion
ala viacitocrémica. En primer lugar, cabe distinguir entre
la «capacidad» y la «actividad» de la via aliernativa. La
capacidad de la via alternativa se refiere a la tasa maxima
que puede alcanzar, y se estima como la tasa de consumo

rias. Eluso de inhibidores para estimarlas vias de transpor-
te electrénico mitocondriales es una metodologia bien
establecida en la actualidad (Lambers y col., 1983; Mgller
y col., 1988), aunque puede tener un cierto margen de error
dcbido a problemas de penetracién de los inhibidores, a la
falta de especificidad absoluta de los mismos, y a que la
inhibicién de una via puede afectar la expresion de la otra
por redirecciones internas del flujo electrénico.

Recientemente, se ha desarrollado una metodologia
basadacenel descubrimiento de que las oxidasascitocrémica
y alternativa discriminan de forma diferente las moléculas
de oxigeno (normalmente '°0O-'°0) que tienen un isGtopo
mas pesado (**O-'°0) (Guy y col., 1989). Esta técnica
requierc ¢l uso de un espectrémetro de masas, y permite
estimar la contribucién de cada una de [as vias «in vivo» en
ausencia de inhibidores. Es de destacar que los primeros
resultados obtenidos con esta nueva técnica no invasiva
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confirman los obtenidos mediante el uso adecuado de
inhibidores (Guy y col., 1989; Weger y col., 1990).

Los datos experimentales resultantes de la aplicacion
de ambas metodologias descritas son consistentes con el
clasico modelo de distribucién de electrones de Bahr y
Bonner (1973), que postula que la via citocrémicaes la via
preferencial para los electrones, y la via alternativa no
compite por los electrones con la via citocrémica. Sola-
mente cuando el estado de reduccién del «pool» de
ubiquinona (punto de inicio de 1a via alternativa) sobrepa-
sa un valor determinado puede activarse la via alternativa.
El nivel de reduccién de la ubiquinona puede aumentar
porque la via citocromica esté saturada y haya un exceso
de electrones, o bien porque esta via esté totalmente inhi-
bida por cianuro, sulfuro o antimicina (en cuyo caso la via
alternativa suele expresarse al médximo, si hay una presion
adecuada de electrones), o bien porque la via citocrémica
esté parcialmente inhibida mediante control respiratorio
(es decir por los niveles de ATP/ADP celular). Es frecuen-
te observar en mitocondrias purificadas una mayor expre-
siénde la viaalternativa alacitocrémicaen condicionesen
que el ADP es limitante para la respiracion (estado-4
mitocondrial) (Day y col., 1988; Dry y col., 1989).

La reciente introduccién de un electrodo de quinonas
para determinar el esiado de reduccién del «pool» de
quinonas en la membrana mitocondrial (Moore y col.,
1988) ha permitido estudiar de forma simultdnca la activi-
dad de las vias respiratorias (con un electrodo de oxigeno)
y el estado «redox» de las quinonas, y los resultados
confirman también las predicciones del modelo de Bahr y
Bonner (1973). Por ejemplo, en mitocondriasdecotiledones
de soja, la via alternativa sélo se activa cuando la propor-
c¢ion de ubiquinonareducida en relacion a la total aumenta
apartir de aprox. 50% (Dry y col., 1989). Encambio, la via
citocrémica se activa con valores mucho mas pequefios de
reduccién del «pool» de ubiquinona. Observaciones reali-
zadas en tejidos intactos también concuerdan con este
modelo de distribucién del transporte electrénico. Por
ejemplo, la via alternativa de hojas de trigo s¢ activa
cuando los niveles enddgenos de azicares (substratos
glucoliticos) son elevados (Azcon-Bieto y col., 1983b; ver
también Lambers, 1985). Estos resultados permiten expli-
car porqué la via alternativa funciona como un «overflow»
termodinamico de la via citocrémica: un exceso de poder
reductor en la cadena respiratoria conducird a una activa-
cién de la via alternativa, especialmente cuando la via
citocromica esta total o parcialmente inhibida. Un caso
interesante de activacion automética de la via alternativa
por inhibicidn parcial de Ia via citocrémica ocurre cuando
tejidos vegetales son expuestos a altos niveles de CO,/
bicarbonato (Palet y col., 1991).

Actualmente se estd dcbatiendo st el «pool» de
ubiquinona es homogéneo para la via altcrnativa, o si cs
distinto dependiendo del substrato oxidado por la cadena
respiratoria (por ejemplo, succinato, NADH externo; Day
y col., 1991). La realizacién de experimentos donde se
determine el consumo de oxigeno mediantc la utilizacién

de unelectrodo de oxigeno y de un espectrémetro de masas
(discriminacién isotépica de O,; ver mds arriba), y simul-
tdneamente se pueda monitorizar el estado de reduccion
del «pool» de ubiquinona con un electrodo de quinonas
permitird avanzar en un mejor conocimiento de laregula-
cién de la oxidasa alternativa y del transporte electrénico
en general,

FUNCION DE LA OXIDASA ALTERNATIVA

El papel fisiolégico de laoxidasaalternativaes un tema
que no estd resuelto, excepto en algunos casos concretos y
peculiares. La naturaleza no fosforilante de la oxidasa
alternativa es la base de su funcidn en la termogénesis de
organos reproductores de algunas plantas (por ejemplo,
6rganos florales de las Araceas y de otras familias, Raskin
y col., 1987; Skubatz y col., 1990a,b; frutos de mango en
fase de maduracién, Kumar y col., 1990; etc). Porejemplo,
la estrategia reproductora de algunas especies de Ariceas
incluye el calentamiento del espadice floral varios grados
por encimadel ambiente,con el fin de volatilizar compues-
10s que atraen insectos polinizadores. El resto del 6rgano
floral funciona como unatrampa de insectos. Elmecanismo
molecular de este comportamiento termogénico esta re-
lacionado con una fuerte activacién durante unas pocas
horas de la respiracién mitocondrial, y particularmente de
la oxidasa alternativa, la cual se sintetiza en grandes
cantidades en detrimento de la citocromo ¢ oxidasa
(Diamond, 1989; Elthon y col., 1989b). El proceso
termogénico se desencadena por el 4cido salicilico, iden-
lificado como el «calorigeno» propuesto antiguamente
(Raskin y col., 1987; Diamond, 1989), ya que esta molé-
cula controla la expresion génica de la oxidasa alternativa
(Elthon y col., 1989b).

Sin embargo, la oxidasa alternativa también esta pre-
sente en érganos no termogénicos (hojas, raices, 6rganos
reproductores y de reserva, etc), y frecuentemente se
encuentra activa en condiciones normales (Azcén-Bieto y
col.,1983b; Lambers ycol., 1983; Lambers, 1985; McNulty
y Cummins, 1987). En estos casos no est4 clara cuél puede
ser su funcién, pero no parece ser que esté relacionada con
termogénesis (McNulty y Cummins, 1987), especialmen-
le en plantas acudticas sumergidas, dado el alto calor
especifico del agua (Azcén-Bieto y col., 1987). Sin em-
bargo, la significacion exacta de la via alternativa en
respuestas de las plantas a bajas temperaturas deberia ser
estudiada con més detalle (Siedow, 1990).

Varias funciones de la oxidasa alternativa se han pro-
puestoen el caso de tejidos no termogénicos, y seria dificil
enumerarlas todas, pero no existe Consenso en aceptar una
funcién general, ni en lacomprension de las implicaciones
ccoldgicas de la existencia de vias de transporte electréni-
co no fosforilantes. Cualquiera que sea la funcién de la
oxidasa alternativa, parece claro que su actividad conduce
a una menor eficiencia energética para la planta. En este
sentido, es interesante mencionar que genotipos de guisan-
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te que carecen de la oxidasa alternativa presentan tasas de
crecimiento superiores a genotipos parentales que la pre-
sentan (Musgrave y col., 1986), sugiriendo que la oxidasa
alternativa puede no ser esencial para la planta.

Una hipdtesis que goza de cierta aceptacion es que la
oxidasa alternativa funciona como un «overflow» energé-
tico, es decir como una vélvula de exceso de flujo para
consumir substratos respiratorios acumulados en exceso
(Lambers, 1985). Esta hipétesis €s consistente con el
hecho de que laactividad de la oxidasa alternativa depende
de la concentracion de substratos glucoliticos en algunos
tejidos (ver la seccion anterior). De Visser y col. (1986)
consideran que en ocasiones el funcionamiento de la via
alternativa puede servir para incrementar la concentracion
de ATP, no directamente sino a través del sitio 1 de
fosforilacion, el cual precede a la via alternativa cuando se
oxida NADH interno (ver Fig. 1). Algunos autores consi-
deran que en condiciones que la célula precise un gran
aporte de esqueletos carbonados para biosintesis, proce-
dentes del ciclo de Krebs y de otras vias respiratorias,
puede ser itil que funcione la oxidasa alternativa para
evitar que se inhiba el metabolismo respiratorio por exceso
de ATP, dado que la via alternativa estd sujeta a un control
respiratorio por niveles de ATP/ADP mucho menor que la
via citocrémica (Palmer, 1976; ver también Lambers,
1985; Siedow, 1990).

En mi opini6n, una funcion mas general de la oxidasa
alternativa, que podria englobar gran parte de las hip6tesis
propuestas, es que funciona como una «valvula de sobre-
reduccién» de la cadena respiratoria, ya que la oxidasa
alternativa es capaz de reaccionar automdticamente en
respuesta.a cambios de la via citocrémica (ver la seccién
anterior). De esta manera, la oxidasa alternativa puede
prevenir un exceso de reduccién de la cadena respiratoria
cuando la via citocrémica no puede acomodar todos los
electrones de la oxidacién de substratos en exceso a la
demanda metabdlica, contribuyendo a aumentar la «flexi-
bilidad» del transporte electrénico (ver Palety col., 1991).

CONCLUSIONES

La via alternativa resistente al cianuro sc ha asociado
con las mitocondrias vegetales desde hace tres décadas.
Sin embargo, muchos aspectos de su estructura, regula-
cién y funcion audn se desconocen. En los Gitimos afios ha
habido un progresomuy considerable en cstas res dreas,
especialmente por lo que hace referencia a la estructura y
la regulacidn, aunque se esperan grandes avances cn los
proximos afios en la comprension de la oxidasa alternativa
y su papel e importancia dentro del mectabolismo y creci-
miento de la planta.
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Balance econdémico de la VIII Reuni6n Nacional
de la SEFV y I Congreso Hispano-Luso de
Fisiologia Vegetal

Ingresos

Cuotas inscripeion ......cueesssssssssenesss 3.777.000
125 x 17.000 (NOTMAIES) ....ccveevrerrireruereennanes 2.125.000
40 x 15.000 (estudiantes N0 SOCIOS) ....eerveeevnen. 600.000
54 x 12.000 (estudiantes SOCIOS) .......cceeurrrurenees 648.000
16 x 20.000 (no socios e inscripciones tardias) 320.000
24 x 3.500 (acompafiantes) ..........cecereereruerererens 84.000

Subvenciones ....c.....ceeeresssssscnsesasssoses 3.082.525
SEFV ettt sieer e ssse s e sseonas 200.000
CSIC sttt s s 200.000
INTA .ottt sr s een 200.000
Diputacion de Barcelona ..........ccccecennnvcncnnn 500.000
Universidad Auténoma de Barcelona.................. 75.000
Universidad de Barcelona.........c.cccceevveneennnnnnn 400.000
CAYCIT oot eras e 500.000
FESPP ...ttt e e s esas s evens 83.525

Generalitat de Catalunya, Dep. Ensenyament ..449.000
Generalitat de Catalunya, Dep. Agricultura .....475.000

VATIOS covveeerevrserrsssesssesssnseessssesssasesnnene 1.118.302
Aportaciones empresas comerciales................. 750.000
Cena ClauSura......cccevvevvenreeeniesvveveenecrecsnesesennes 121.500
Intereses Banco.......ccoveveeecvenencsienesesinieenenns 246.802

TOTAL ..vvrviriiiririnniirnnnnnnn 7.977.827

Ingresos
7.977.827

SALDO

Gastos
Conferenciantes invitados ......coecsrennes 561.748
Hoteles y eStancias.....ueeeeeercesesseescssessassunsnnane 451.970
VIQJES oocvrevrerrenrerieeresrirssesseseeeseeseeseeesessseasssessnsane 109.778
IMPrenta ..c.eeeecensiecssssscnssssssssssossssssas 977.165
Libro reSimenes.........cocceveeneercrcemecnncnennecennens 619.018
POSLETS ..evvierrerrrereesireseenreeseeeseceeessasssanssacssnens 135.240
Circulares, programas, invitaciones, vales ....... 227.907
Paneles y Carteles ........ocovvirvveererneeneecrnseenecrienenne 256.480
Carteras, carpetas y obsequios acompariantes ....942.944
Cafés y 1EfTESCOS .ouvvvvrrerieerer e seceeeeeenene 314.000
Comidas CONGresiSias ....ccevevvereernierrereecsseerenaens 535.500
Atenciones sociales organizacion ...........ccce....... 191.610
Gastos transferencias y comisiones Banco ........... 78.870
Actos sociales (incluidos los correspon-
dientes al comité organizador)....... 1.561.158
Cena eXCUTSION ....cvevvrveeerereeeereeereneereeesrereeneane 717.842
Recepcion CONGIresistas ..o eerererervcererecnssneenene 180.500
Cena Claustra ....ovveeevveeeeeeeseererecrieeneseesssercessenesns 522.816
Concierto habaneras ........ccooeeervveererccrsererennenes 140.000
Transportes congresistas (incluidos los del
comité organizador) .....cccevvevnrirnirenerissesesisnns 375.370
Gastos secretaria (papeleria, sellos, fax,
TEPIOErafia, €1C.) .cvvvrerrieeereerrereeecsnreseeeeneseseene 250.556
Devoluciones congresistas (moderadores
de MESa Y CENAS) .veeveeruveeeieieneieieeer e ecenane 199.500
Gratificaciones conferenciantes .............ceceeenene. 533.558
Gratificaciones personal auxiliar
(bedeles y ayudantes) .......oveeveeeereeneeseriieseeeeeae 305.000
Gratificaciones personal de secretaria ................ 200.600
Utilizacién aulas y demas locales ...........ccoeeveinne 187.760

TOTAL uueerervrirssessrsarennnnnnns 7.471.219

Gastos

7.471.219 = 506.608

Barcelona, 16 de mayo de 1991
Dra. Dolors Vidal, Tesorera.
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FLUWJO CONTINUO

DIVISION ANALITICA - ALIMENTACION

08007 BARCELONA Balmes 21 Tels. (33) 318 97 08 - 30194 04 Télex 97178 LLOF E  Fax 317 69 00
28014 MADRID Plaza de las Cortes 3 Tel. (91) 429 35 17 ® 41011 SEVILLA Pedro Pérez Ferndndez 7 Tel. (954) 27 77 46
PORTUGALETE (Bilbao) Tel. (94) 462 70 87 ® MURCIA Tel. {978) 26 47 56

--n--a-nwmi-n-------nuana-nunmuuu-luuu-uuuuuucuu-auuuau-uuuuumuuuuu-num.a>€

Deseo recibir [ Informacién técnica y econémica Nombre
[3 Visita comercial
[ Demostracion Empresa
Direccion

de los equipos (3 TECAN KARL FISCHER
Teléfono
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Cursos y Congresos

- Computers in Microscopy
University of Cambridge, 9 - 11 julio, 1991

Organizador: D.M. Holburn, University
Engineering Department, (Cambridge).

- Regulation of Cloroplast biogenesis
18 julio - 2 agosto 1991. Aghia Pelagia (Creta)

Informa: Prod. J.H. Agryrondi-Akoyunoglon,
Institute of Biology NRCPS «Demokritos»-15310 Aghia
Paraskevi, Athens (Grecia).

- Modern Methods in Molecular Biology

Late September - early October 1991 (8 days)
Praga (Czechoslavaque)

Informa: Dr. J, Weiser, Institute of Microbiology,
Czechoslovak Academy of Sciences.. Videnska 1083,
14220 Praha 4 (Czechoslovakia).

- 9th International Congres of Histochemistry and
Cytochemistry. Maastrieht. The Netherlands. 1991

Informa: Dept. of Molecular Cell Biology. Univ, of
Limburg P.O. Box 616. 6200 MD

Maastrieht.

- X European Congress on Electron Microscopy.
EUREM 1991.

Granada. Septiembre 7-11, 1992,

Organizador: A. Rios, Dpto. of Cell Biology. Uni-
versidad de Granada.

- 6thInternational Symposium on microbial ecology.
Barcelona 6-11 septiembre 1991

Organizador: Prof. Ricardo Guerrero. Apartado
16009. E-08080 Barcelona.

- International Symbiosis Congreso.
Jerusalem. Israel. November 17-22, 1991

Organizador: M. Galum, Department of Botany,
Tel Aviv University.

- XII International Plant Nutrition Colloquium.
21-26 septiembre 1993. Perth Western. Australia.

- International Symposium Zinc in soils and plants.

27-28 September 1993. University of Western
Aaustralia.

- 5th International Congress on Cell Biology.
26-31- julio, 1992, Madrid.

F.J. Medina. Centro de Investigaciones Bioldgicas
C.S.1.C., Velazquez 144-Madrid

- Symposium on Plant Bionergetics and ion
translocation.

Rehovot. Israel. 1-3 August, 1991.

Informacién: Prof. Z. Gromer-Elhanan, Department
of Biochemistry, WeizmannInstitute of Science, Rehovot
76100. Israel.

- 5th International Conference on Inorganic
Biochemistry.

Oxford UK., 4-11 agosto, 99.

Informacién: Prof. C.D. Gamer, Department of
Chemistry, University of  Manchester, Manchester M
139PL. UK.

- 8th World Congress of Food Science and
Technology.

29 Sept. - 4 Oct., 1991 Toronto, Canada.

Informa: The Secretariat of the Congress. 3340
Orlando Drive, misanga. Ontario.

Canadi L4V 1C7.

- IV Portuguese-Spanish Biochemistry Congress.
29 Sept.-20ct., 1991. Povoa de Varzin.

Informa: Centro de Citologia Experimental. Rua
do Campo Alegre 823 P-4100 Porto. Portugal.

Advanced methodologies for the structural and
functional analysis of proteins.

- 42 Congreso de la Sociedad Espariola de Biologia
Celular.

Ultima semana de octubre 1991, Valencia.

Informa: Dra. ML.J. G6mez-Lechén, Hospital 1a Fé,
Avda. Campanar, 21. 46009 Valencia

Spain.

- 8thCongressof the Federation of European Societies
of Plant Physiology.
23-28 agosto 1992. Amberes (Bélgica)

Informacién: J.P. Verbelen, Department of Biology,
Universidad de Amberes,
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Sociedad Espanola de Fisiologia Vegetal

Boletin de Inscrpcion

Don/Doiia........... eeeeetreentt e ses st e et b s e s naes cterseresns e steessaesanee rererressaeerassaesntesrasns ceeeenee ceeerereenae s
Titulacion ........... ceerereneenes reeeeenrere et e sne st saee st et e e e saen creeseertestesrsesaeanne reereeraresasesseseseaessans crveraens
Direccién Profesional................. creeene reeeseeeee et e b st es b e s snaesane cvreeeeansenaes cevessnes rrveeenreesssesaees
Teléfono .....cocvveeveevnennne. Poblacion.........ceceevveeerenecnee CPuieineeee. PIOVINCIA covcvvveniiinieenrccienne
Domicilio partiCular ........cceceeeerneeniennnnneecscenscnsseesessncens trerenneresnsesereensnanens teveseseeeenteesansssssosasesssreen s
Poblac1on. ceete et e ceaassraserane eeereeerebe e e saae e es C P.oceeen Provincia c.cceneeevicniieniecnenennnns
desea hacerse miembro de la Sociedad Espafiola de FlSlOlOgla Vegetal.
Lineas de Investigacién (Cédigos de 1a UNESCO)
eeeoeertrene et s Byeeenneens de....... reeeereseeaseane SSUURINN « | cereseaeens
Firma,
PARA LA SOCIEDAD
DON/DOMIA ..ceceureeniiirnteenetireecesere et ceseresese e sses st eesraesasesnnes teeteereeestesareeesaeeeesaesestassatae b besabeens e
Autorizo a la Sociedad Espaiiola de Fisiologia Vegetal para que, con cargoami cuenta corriente/libreta
de ahorrro n......oviiniivenninninnennns en el Banco / Caja de Ahorros ............. ceessesneeans veeeveenns
ALENCIA .eovrrirreenreenrennreeeeneceseeenees oo CBllE/PlazZA ..oooneeereeeee e creeeneeae de la ciudad de
.............. vrerreneens CP. Provincia de....uoeerieeeeeieciesecinesieiensevesenenenne,  CODIE 12 cuota anual de la

mencionada Sociedad.

Firma,

(Cortar por la linea de puntos)

PARA EL BANCO

Don/Dofia .......covieviiiiiiiiniieniniintenteetit e reteeree et ee st raesae s aaes veeesreeessneennnssntasns
Banco / Caja de Ahorros .....cccoveevivvennennne rereeaaens v AGENCIA i ceeseeentensseraenas oo
CAllE/PIAZA ...ueiriiiiiiiicciir et de laciudad de ......ccoevveevninnicnnnnc .
CP...... reeeereeenteeateetteeneaesetenran s Provincia de ......coveeveerinneeeniinneneneenececssseesneenneenes

Con cargo a mi cuenta corriente/libreta de ahorrro n® .........coveevieveenicncnceneas. sirvanse pagar, hasta

nueva orden los recibos que, en concepto de cuota anual, le sean presentados a mi nombre por la
Sociedad Espafiola 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 (SUIMIAIMNE) ...uevvrvrieeiecrrieieeiereesirtereeseestreeessarssessesssressesssssseessssssssssesssssssssesnnse s

(FFOTEINAIMES) vveeevveeeerrerreeesvreesssreerssseeessreesisessesssnsssssssesssuesesssesesssssessssssesssssassssssanssssssnn s
.

INSTITULE c.uvvereieieeeeeieereessreeeessraesrtseessseeesssasssssaessssasssessnsessnnas revresserrsrareseantreesennnareaens

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

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

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

(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 )

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo
ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo
.........................................................................................................................

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

SIgNAUTE .eovvevrrreeeeeerecrreecreeeaeenaeees DAl nvvreeeeerreereereerrsrueeesnraeessseessssnnssessessans

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




