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cuada aplicacién depende de una comprension
global de lasimplicaciones bioldgicas, genéticas,
econémicas y ambientales de ciertas decisiones.
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LI1-6200 Portable
Photosynthesis
System

The LI1-6200 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 controlied 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

o [] o -

Re!ative Response

o

o 20 40 80 80
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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 mathematically inverted to calcu-
late LAl 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
FAX: (91) 459 46 14

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, 0.5t050 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.

CEONICA,S.A.

GEOFISICA Y ELECTRQNIVCA“;
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Localizacion de componentes del

nodulo por técnicas

inmunocitoquimicas

M.R. de Felipe, C. de Lorenzo, M. Ferndndez-Pascual, M.M. Lucas y J.M. Pozuelo
Departamento de Fisiologia y Bioquimica Vegetal
Centro de Ciencias Medioambientales, CSIC

INTRODUCCION

La aplicacion de la Inmunocitoquimica para
lalocalizacién de los componentes de los nédulos
de leguminosas estd ayudando poderosamente al
conocimiento del proceso de la fijacién bioldgi-
ca de nitrégeno, especialmente en lo relativo al
desarrollo y metabolismo de la simbiosis
Rhizobium-leguminosa.

En esta revision se mencionardn algunos tra-
bajos de localizacién de diferentes componentes
nodulares mediante técnicas
inmunocitoquimicas, realizados a fin de enten-
der mejor la relacién entre estructura y funcion,
enel complejo procesode la simbiosis. Asimismo
se destaca la importancia de estas técnicas en el
esclarecimiento de determinadas controversias
sobre la localizacién subcelular de componentes
nodulares.

De la asociacién entre las bacterias de los
géneros Rhizobium y Bradyrhizobium y de las
plantas leguminosas resulta la formacién de 6r-
ganos especializados denominados nédulos. El
desarrollo del nédulo comienza cuando dichas
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bacterias invaden las raices de las leguminosas,
via pelos radiculares, induciendo la formaci6n
de un canal de infeccién que envuelve a las
bacterias y penetra en las células corticales de la
rafz. Como resultado, las células corticales se
dividen y diferencian en tejido meristematico.
Las bacterias son liberadas del canal de infeccion

ESTABLISHMENT
FULL KOOULE STRUCTURE
QACTEROID DEVELOPMENT
BACTERIAL MULTIPLICATION
RELEASE OF BACTERIA

NODULE INITIATION
INFECTION THREAD GROWTH
INFECTION THREAD FORMATION
CORTICAL CELL DIVISIONS

tempranos del desarrollo nodular, antes del co-
mienzo de la fijacién de nitrégeno. Los genes de
las nodulinas tardfas se expresan aproximada-
mente en el momento en que empieza la fijacién,
después de que la estructura nodular se ha forma-
do completamente (Figura 2). Se han asignado
diferentes funciones a algunas de las nodulinas
identificadas. Entre ellas
existen proteinas con
funcién estructural en la
iniciacién nodular (como
% las identificadas median-
te ensayos de hibridacién
in situ en el nédulo de
guisante), enzimas (como
uricasa y glutamina
sintetasa) y otras protei-
nas como la
leghemoglobina, esencial
para la fijacién del
nitrégeno y encontrada
unicamente en nédulos de
plantas fijadoras.

MEMBRANE
OISINTEGRATION
CELL DISIKTEGRATION
NODULE BREAKDOWN

NODULINS ?

PREINFECTION INFECTION AND NODULE FORMATION

NODULE FUNCTION
AND MAINTENANCE NODULE SENESCENCE

Algunas nodulinas

STAGE I STAGE I STAGE I
Figura 1. Esquema de un nédulo de leguminosa, con indicacion de sus distintos

componentes estructurales.

dentro del citoplasma de las células corticales, y
se transforman en bacteroides, los cuales ya son
capaces de fijar nitrégeno. Un nédulo maduro
estd formado por un tejido central que contiene
células infectadas y no infectadas, rodeado por
una corteza que, a su vez, se encuentra dividida
en corteza externa e interna por una endodermis
(Figura 1).

La formacién, desarrollo y funcionamiento
del nédulo lleva consigo la expresion diferencial
de una serie de genes especificos del ndédulo, a
los que se denomina genes de nodulinas (Van
Kammen, 1984). Los productos de dichos genes
se conocen como nodulinas, protefnas especi-
ficas del nédulo codificadas por el genoma de la
planta. Dichos genes han sido divididos en genes
de nodulinas tempranas y genes de nodulinas
tardias. Los primeross se expresan en estadios

tardfas, como porejemplo

STAGE I¥ la  leghemoglobina,
uricasa, y las existentes
en la membrana

peribacteroidal, han sido
localizadas en el tejido central del nédulo. Al-
gunas de estas nodulinas especificas fueron
identificadas por primera vez en nédulos de soja
por Legocki y Verma (1979), y por Fuller y
Verma (1983). La implicacién de nodulinas en
la funcidn de las células de la corteza estd ac-
tualmente bajo estudio. A este respecto, son de
gran interés los trabajos de Van de Wiel y cola-
boradores (1990, 1991). Estos autores han des-
critouna serie de nodulinas tempranas, unadelas
cuales (ENOD?2) se localiza en las paredes ce-
lulares del tejido cortical en nédulos de guisantie
y soja. Se piensa que dicha nodulina puede estar
relacionada con la barrera de fijacién de oxigeno,
mecanismo nodular de regulacién del flujo de 0,
hacia el tejido central donde se encuentran los
bacteroides.

Los trabajos con cepas de Rhizobium
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inefectivas pueden ser de gran utilidad para estu-
diar la expresion de los mencionados genes, ya
que la sintesis de algunas nodulinas es reprimida
en ndédulos inefectivos. Este hechoindica que las
nodulinas son esenciales para el establecimiento
de la fijaciéon de nitrégeno. La simbiosis
Rhizobium-leguminosa es determinada por los
genes bacterianos nody porlos genes de nodulinas
de la planta (Hansmann ez al., 1989).

De lo anteriormente expuesto se deduce que
la localizacién celular y subcelular de las
nodulinas y la expresién diferencial de sus
genes es esencial para el

Antes de entrar directamente en la localiza-
cion especifica de los diferentes componentes
nodulares, es importante hacer mencién de los
dos tipos de nédulos existentes, morfolégica y
funcionalmente. Atendiendo a su morfologia,
los nédulos se dividen en indeterminados y de-
terminados. Los primeros poseen un meristemo
persistente, en situacién apical, que permite la
formacién continua de nuevas células. En con-
secuencia, los tejidos nodulares muestran una
edad gradual, desde el meristemo (dpice) al punto
de unién con la raiz. Por el contrario, en los
nédulos determinados el meristemo deja de di-

mejor conocimiento de
las bases moleculares de
la simbiosis Rhizobium-
leguminosa. Hasta el
momento, s¢ han reali-
zado unos pocos estu-
dios para la
localiazacién in situ de
nodulinas. Estos estu-
dios incluyeron la
uricasa (VandenBosch y
Newcomb, 1986),
leghemoglobina
(Robertson et al., 1984;
VandenBosch y
Newcomb, 1988; Vivo
etal, 1989),y
glutamina sintetasa

CELULA INFECTADA

(Lara et al., 1988;
Brangeon et al., 1989).
Otro componente
nodular, una
glicoproteina relaciona-
da también con la regu-
lacion de la difusién de
O, hacia los bacteroides,
ha sido localizada por
técnicas inmunolégicas por VandenBosch et
al. (1989) y James et al., (1991), y en nuestro
laboratorio (de Lorenzo er al.,1993). Reciente-
mente, y también por técnicas
Inmunocitoquimicas, se han localizado algu-
nos determinantes antigénicos de diferentes
cepas de Bradyrhizobium en plantas de
Lupinus (Lucas et al., 1992).

Figura 2. Estados, secuencia de sucesos, e implicacion de las nodulinas en el
desarrollo de un nddulo fijador de nitrogeno. Los estados de la formacién del nédulo
se indican segiin Vincent (1980). Las nodulinas tempranas estén implicadas en la
infeccion de la raiz y la formacidn de la estructura nodular. La expresién de los genes
de las nodulinas tempranas se ha detectado en los pelos radiculares de raices
infectadas por Rhizobium. La expresion de los genes de las nodulinas tardias estd
relacionada con el inicio de la fijacion de nitrégeno. Se desconoce si las nodulinas
tienen alguna funcién en la senescencia nodular. (Tomado de: Nap, N.J. and Bisseling,
T. «The roots of nodulins», Physiol. Plant. 79: 407-414.)

vidirse 2-3 semanas después de la infeccién,
diferencidndose completamente en tejido nodular.
Leguminosas tales como Pisum, Trifolium,
Lupinus y Medicago desarrollan nédulos inde-
terminados, en tanto que los determinados se
forman en las raices de Glycine o Phaseolus. E1
primer grupo de plantas exporta los compuestos
de nitrégeno producidos por la fijacién biolégica
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en forma de amidas, mientras que el segundo
grupo realiza dicha exportacién en forma de
ureidos.

URICASA NODULAR

La via de la sintesis de ureidos incluye la
sintesis de novo de purinas a partir de
aminoécidos, y la posterior oxidacién de las
purinas para formar ureidos. El enzima uricasa
(EC 1.7.3.3) se encuentra casi al final de esta
ruta, y es responsable de la ruptura del dcido
tirico, producto del catabolismo de las purinas, a
dcido alantoico.

En 1988 Bergmann ez al. identificaron una
proteina especificadel nédulode soja, lanodulina-
35, como la subunidad del enzima uricasa de 33
kDa, una de las proteinas mds abundantes en
nédulos maduros de soja. Se cree que esta pro-
teinaesresponsable delincrementoenlaactividad
uricasa que tiene lugar cuando comienza la ac-
tividad nitrogenasa. La uricasa se encuentra,
junto con la catalasa, en peroxisomas de tejidos
vegetalesy animales (Vaughn and Stegink, 1987).

La presencia de numerosos peroxisomas de
gran tamafio en las células no infectadas o
intersticiales de la zona central de nédulos de
soja, condujo a Newcomb y Tandon (1981) a
predecir que los tltimos pasos de la sintesis de
los ureidos tenfan lugar en estas células. Estos
investigadores intentaron separar las células in-
fectadas de las no infectadas, determinando la
actividad uricasa en las diferentes fracciones
obtenidas. Sin embargo, no fue posible constatar
que tnicamente en las células no infectadas del
nédulo de soja tenfan lugar los pasos finales del
metabolismo de los ureidos. Posteriormente,
Selker y Newcomb (1985) indicaron que las
células infectadas contienen pequenos
peroxisomas que podrian posiblemente funcio-
nar en la produccién de ureidos. Usando técnicas
similares en nodulos de Cowpea (Vigna), Shelp
et al. (1983) encontraron algunos enzimas de la
ruta de los ureidos distribuidos entre las células
infectadas y no infectadas, y asimismo en las

células de la corteza. Ello era indicativo de una
considerable contaminacién entre las fracciones,
debido probablemente a que los procedimientos
de homogeneizacién pueden cambiar los com-
ponentes de los orgdnulos subcelulares, con la
consiguiente liberacién de proteinas solubles. A
este respecto, Hanks er al. (1981), mediante
centrifugacién diferencial y en gradiente de
sacarosa, encontraron que tnicamente un 15%
de la actividad uricasa total se encontraba en la
fraccién peroxisomal, resultado probablemente
debido ala frégil naturaleza de dichos orgdnulos.

Asi pues, se hacfa necesario un método capaz
de demostrar la presencia de uricasa in sifu, para
determinar la existencia del enzima en los
microcuerpos de ambos tipos de células nodulares
(infectadas y no infectadas).

Las técnicas inmunocitoquimicas estdn es-
pecialmente bien adaptadas para este tipo de
investigacién, yaque no conllevanladestruccion
del tejido, y todo el proceso se lleva a cabo sobre
material fijado, incluido y seccionado. Ademds,
dichas técnicas permiten combinar la
especificidad de una reaccién inmunoldgica con
la alta resolucién proporcionada por el micros-
copio electrénico. '

VandenBosch y Newcomb (1986) emplearon
técnicas inmunocitoquimicas con oro coloidal
para estudiar el momento de aparicion de la
uricasa especifica del nédulo en peroxisomas (P)
de nédulos diferenciados. Este fue uno de los
primeros estudios en correlacionar la induccion
de una nodulina con el desarrollo morfoldgico
nodular. Mediante estos estudios se pudo obser-
var si la uricasa estaba localizada en los

_)

Figura 3. Localizacién inmunocitoquimica
de diferentes componentes nodulares mediante
inmunomarcado con oro coloidal. A) Uricasa
nodular. B) Glutamina sintetasa. C)
Leghemoglobina. D) Glicoproteina nodular. E)
Determinantes antigénicos de cepas de
Bradyrhizobium sp. (Lupinus).
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peroxisomas correspondientes a las células in-
fectadas (IC) o en los de las células no infectadas
(UD), o en ambos tipos de peroxisomas. Los
autores observaron un inmunomarcado abun-
dante en los peroxisomas de las células no in-
fectadas (Figura 3A). Por el contrario, los
peroxisomas existentes, principalmente en la
periferia de las células infectadas, aparecian li-
bres de marcado. Los autores concluyeron que
los pasos finales del metabolismo de los ureidos
tienen lugar en las células no infectadas del
nédulo.

Unos afios mas tarde Newcomb et al. (1989)
observaron localizacién de uricasaen las células
de la corteza interna del nédulo, usando técnicas
de inmunomarcado con oro coloidal e
intensificacién con plata, a fin de permitir la
visualizacién del marcado al microscopio 6pti-
co. Los resultados indican que las células mds
internas de la corteza nodular son, desde un
punto de vista funcional, similales a las células
intersticiales de la regién central infectada, con
respecto a la produccién de ureidos. Asi pues,
mediante la ayuda de las técnicas
inmunocitoquimicas se ha podido conocer que
las células no infectadas de la zona central del
nédulo colaboran con las células de la corteza
interna en las produccién de los principales
productos nitrogenados de exportacion a la parte
aérea, alantoina y dcido alantoico. Dichas célu-
las podrfan ser las responsables de los dltimos
pasos en la produccién de ureidos.

LEGHEMOGLOBINA

Uno de los componentes més importantes de
los nédulos es la leghemoglobina (LHb), una
protefnamonomérica que funciona suministrando
unaconcentracién optimade O, alos bacteroides,
afinde mantener simultdneamente las actividades
respiratoria y nitrogenasa, esta tltima muy labil
ante el exceso de O,. Las leghemoglobinas tie-
nen propiedades tnicas que las capacitan para
facilitar el flujo de O, al endofito Rhizobium a
concentraciones bajas y constantes.

Como otras hemoproteinas transportadoras
de O,la leghemoglobina es sensible a la
autoxidacién. Puppoetal. (1981) observaron que
dicha reaccién resulta en la produccién de
ferrileghemoglobina (LHb*") y radical superéxido
(O,)- La LHb* es inactiva en el proceso de
fijacién de nitrégeno, al serincapaz de combinarse
con el oxigeno para formar oxileghemoglobina
(LHb.02). La LHb3+ es oxidada a LHb(IV) por
el peréxido de hidrégeno existente en los tejidos,
y esta reaccién irreversible conduce a una
inactivacién completa de la hemoproteina. Los
enzimas superéxido dismutasa y catalasa son
capaces de atenuar las oxidaciones mencionadas,
limitando la produccién de radical superéxido y
perdxido de hidrogeno.

El conocimiento exacto de la funcién de la
LHDb en la simbiosis ha sido dificil de confirmar,
debido a la inseguridad existente en lo referente
a su localizacién en los tejidos del nédulo.

En efecto, la localizacién citoquimica de la
LHb ha estado sujeta a controversia. Se han
usado técnicas histoquimicas convencionales,
como lasde ladiaminobenzidina, y Microandlisis
de Rayos X (Bergersen and Goodchild, 1973)
para su localizacién. La mayoria de estos estu-
dios coincidian en que el pigmento rojo se en-
contraba en las membranas bacteroidales y en el
espacio peribacteroidal, que separa el bacteroide
del citosol del nédulo. En 1978, Robertson et al.
aislaron las membranas peribacteroidales de
nédulos de soja y llegaron a la conclusion de que
la LHb estaba localizada dnicamente en las cé-
lulas del citosol nodular, y noen los componentes
del microsimbionte. Sin embargo, posterior-
mente, Bergersen y Appleby (1981) aislaron las
membranas intactas de los bacteroides de soja, y
encontraron que contenian LHb. Estos resultados
controvertidos indican una vez mds que los
procesos de fraccionamiento y centrifugacion
originan una importante contaminacién entre las
diferentes fracciones, conresultados pocofiables
en lo referente a su localizacién especifica.

Esta controversia acab6 cuando Robertson et
al. (1984) localizaron la LHb en el citosol del
nédulo de guisante y, contrariamente alos autores
precedentes, noencontraron LHb nien el espacio
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peribacteroidal ni en la membrana bacteroidal.
La confirmacién de esta localizacién
inmunocitoquimica en otras leguminosas fue
realizada por Vivo et al. (1989), quienes obser-
varon una abundante localizacién de LHb en el
citosol de nédulosde Lupinus (Figura 3B), trasla
purificacién de la hemoproteina y la caracteri-
zacién del sueroresultante de lainmunizacion de
conejos. Los autores de este trabajo encontraron
también localizacién de LHb sobre la membrana
peribacteroidal (pbm) y en el nicleo.

En 1988 VandenBosch y Newcomb obser-
varon por vez primera la localizacion de LHb en
lascélulasnoinfectadasointersticiales del nédulo
de soja, si bien no se determind si se trataba de la
hemoproteina funcional o unicamente de la
apoproteina. Ambos tipos de células, infectadas
y no infectadas, contienen numerosas
mitocondrias (Newcomb et al., 1985) que ne-
cesitan disponibilidad de O,. Las mitocondrias
de las c€lulas infectadas se situan en la periferia
celular, por lo que, segin el modelo de difusién
del O, através delos espaciosintercelulares de la
zona infectada, se encuentran en una zona de
mayor disponibilidad de O, Sin embargo, en las
células no infectadas, las mitocondrias se dis-
tribuyen a través del citoplasma. En este caso se
haria necesaria la presencia de un transportador
(LHb) que proporcione una difusién facilitada
de O, a este importante orgdnulo subcelular. E1
problemade la disponibilidad de O, se encuentra
también en las células infectadas, debido a la
activa respiracion bacteroidal. La presencia de
LHb en ambos tipos de células corrobora el
importante consumo de O, por los bacteroides y
la funcién de la LHb como transportador del
mismo.

GLUTAMINA SINTETASA NODULAR

Uno de los enzimas clave implicados en el
procesodelafijacidndenitrégenoesla glutamina
sintetasa (GS) (EC 6.3.1.2), cuya funcién, re-
gulacién y localizacién han sido objeto de nu-
merosos estudios. Particularmente importante es

su papel en la incorporacién de amonio, bien via
fijacién de nitrégeno o reduccién de nitrato.

La GS de plantas superiores se encuentra en
forma de diferentes isoenzimas, en diferentes
6rganos y compartimentos subcelulares. En le-
guminosas, la asimilacién del nitrégeno fijadoes
catalizada por la GS en la ruta GS-GOGAT. La
GS estd formada por distintos polipéptidos en los
nédulos de las leguminosas donde este enzima
ha sido estudiado. Pero la mayor parte de las
investigaciones llevadas a cabo para su identifi-
cacién han sido realizados utilizando métodos
bioquimicos y extraccién de érganos enteros,
con pocas excepciones, como el trabajo
inmunohistoquimico de deteccién de GS en el
nédulo de soja (Verma et al., 1986). Falta in-
formacién con respecto a la
compartimentalizacidn subcelular del enzima, y
los trabajos bioquimicos existentes son contra-
dictorios.

Lara et al. (1988) llevaron a cabo la locali-
zacion subcelularde la GS, intentando conocerel
papel que los diferentes polipéptidos del enzima
juegan en la asimilacién del amonio durante la
simbiosis. Con anterioridad a la localizacién in
situ, los autores analizaron mediante Western
Blot el extracto crudo, proteinas solubles y
fraccién  peribacteroidal  (membrana
peribacteroidal y espacio peribacteroidal), ob-
servando que la GS se encontraba tinicamente en
la fraccién peribacteroidal. Estos resultados
fueron confirmados mediante técnicas
inmunocitoquimicas por Brangeon et al. (1989),
quienes observaron la localizacién de GS,
mayoritariamente, sobre la membrana
peribacteroidal, rodeando los bacteroides (Figura
3C). Estos resultados indican que 1a asimilacién
de amonio podria tener lugar en este
compartimento subcelular, lo cual destaca la
significacién metabédlica de la fraccién
peribacteroidal en la simbiosis Rhizobium-le-
guminosa, de ser estos resultados confirmados
en posteriores investigaciones.
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GLICOPROTEINA NODULAR

Recientes investigaciones sobre los factores
fisiolégicos que regulan la tasa de fijacion de
nitrégeno, han subrayado la importancia de la
regulacién de la concentracién de O, dentro del
nédulo (Layzell and Hunt, 1990). Hay evidencia
probadade laexistencia de una barreraque limita
la difusién de O, a la zona central del nodulo
(Tjepkemaand Yocum, 1974; Witty etal., 1987).
En 1975, Pankhurst y Sprent demostraron que la
actividad nitrogenasa en nédulos de plantas en
condiciones de sequia estaba limitada por una
falta de O, Posteriormente, el uso de sistemas de
flujo continuo paramedir la actividad nitrogenasa
comenz6 a proporcionar una serie de evidencias
que apoyaban laideade unabarrerade resistencia
a la difusién de oxigeno. La resistencia de esta
barrera es variable y cambia bajo diferentes
condiciones ambientales y fisioldgicas de la
planta, entre ellas la presencia de nitrato en el
suelo. La tasa de actividad nitrogenasa puede ser
limitada por la disponibilidad de O, para la res-
piracién de los bacteroides del nédulo.

En experimentos realizados con plantas de
Lupinus albus crecidas con nitrato, se observo
que la actividad nitrogenasa disminuy®é al tiem-
po que se incrementaba la resistencia a la difu-
sién de O,, determinada mediante andlisis en un
sistema de flujo continuo (Ferndndez-Pascual et
al., 1991).

Indudablemente, la situacién logica de una
barrera destinada a proteger un enzima
(nitrogenasa) situado en la zona central infecta-
da, es la corteza nodular. Mediante microscopia
6ptica de campo oscuro se observé una dismi-
nucién delos espaciosintercelulares de la corteza
interna del nédulo de soja. Asimismo, mediante
el empleo de microelectrodos especificos de O,
se comprobd que la zona de brusco descenso de
la concentracion interna de O, coincide con la
corteza interna (Witty et al., 1987).

Trabajés anteriores (James et al., 1991) ha-
bian estudiado morfoldgicamente la barrera de
resistencia a la difusién de O, en la corteza de

nédulos de soja. Las observaciones realizadas en
estos tiltimos afios sobre la estructura de la cor-
teza nodular han dado como resultado la locali-
zacion exacta de la barrera de resistencia a la
difusién de O,, asi como su naturaleza. Parsons
and Day (1990) establecieron claramente la es-
tructura de la corteza del nddulo de soja, obser-
vando la existencia de una capa celular sin es-
paciosintercelulares, situadaen lacorteza interna,
y que denominaron «boundary layer».

En nuestro laboratorio se han realizado estu-
dios que han conducido a la identificacién de la
barrera de difusion en ndédulos de Lupinus, en-
contrdndose diferencias morfoldgicas con res-
pecto al nédulo de soja. La corteza del nédulo de
lupino es un buen material para estos estudios
por encontrarse muy bien diferenciados sus
distintos componentes. La barrera de resistencia
en lupino estd formada por 2-3 capas de células
situadas entre la corteza interna y externa, con
paredes celulares engrosadasrodeando a grandes
espacios intercelulares, y por una capa de células
carente de espacios intercelulares situada en la
corteza interna (de Lorenzo et al., 1992).

Un importante descubrimiento en la investi-
gacién de la naturaleza de la barrera de difusion
fue la observacién de una glicoproteina que
ocluye los espacios intercelulares de las células
que forman dicha barrera. La existencia de esta
glicoproteina en la corteza interna nodular fue
primeramente descrita por VandenBosch et al.
(1989) en plantas de guisante, mediante los
anticuerpos monoclonales MAC 236 y MAC
265, y recientemente por nuestro equipo de in-
vestigacién, en colaboracién con los Dres.
Minchin (AFRC-Institute of Grassland and
Environmental Research, Aberystwyth, UK.) y
Sprent (Dpt. of Biological Science, University of
Dundee, U.K.) (de Lorenzo et al. 1993, lannetta
et al. 1993) en noédulos de lupino (Figura 3D).
Nuestros resultados ponen de manifiesto que los
engrosamientos de las paredes alrededor de los
espaciosintercelularesdelascélulasde la barrera,
y la oclusién de dichos espacios con la
glicoproteina, son los componentes estructurales
de la barrera mas importantes en el mecanismo
deregulaciénde ladifusionde oxigenoennddulos
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de lupino. La inmunolocalizacién con el
anticuerpo MAC 236 (cedido por el Dr. N.J.
Brewin, John Innes Institute, Norwich, U.K.) ha
permitido observar el incremento en la localiza-
cién de dicho epitopo en los espacios
intercelulares, como respuesta a condiciones
ambientales de estrés. El empleo del anticuerpo
MAC 265 ha permitido asimismo observar su
localizacién en los espacios intercelulares de la
corteza, mediante técnicas de marcado con oro
coloidal e intensificacion con plata.

La exposicion de plantas de lupino a nitrato
conlleva un mayor grado de oclusién de los
espaciosintercelulares situados entre las paredes
celulares engrosadas. Al microscopio electréni-
coes posible observar un aumento en ladensidad
del inmunomarcado, que resulta significativo
tras 4 dfas de exposicién a KNO, 20 mM (lannetta
et al., 1993; de Lorenzo et al., 1993). Estos re-
sultados constituyen la primera evidencia de que
cambios en el contenido o configuracion de la
glicoproteina intercelular tienen lugar en res-
puesta a cambios en las condiciones ambienta-
les. La riqueza en glicoproteina del nédulo de
lupino sugiere que, al menos en esta simbiosis,
este componente celular constituye uno de los
mecanismos de funcionamiento de la barrera a la
difusién de oxigeno.

COMPETITIVIDAD DE CEPAS DE
RHIZOBIUM

El suelo es un medio complejo donde las
cepas inoculadas de Rhizobiwm han de competir
con la poblacién enddgena, bien establecida y
completamente adaptada a las condiciones del
medio.

La competitividad entre las cepas de
Rhizobium es un proceso no bien conocido en la
actualidad, pero que resulta de gran interés.
Diferentes factores, como el tipo de suelo, tem-
peratura, pH, genotipo del huésped, etc, puden
afectar el resultado de la competencia entre di-
ferentes cepas rizobianas.

Se han realizado algunos trabajos para obser-
var la distribucién de diferentes cepas de bacte-
rias en los nédulos, utilizando compuestos
fluorescentes y observacién al microscopio 6p-
tico. Sin embargo, dadas las limitaciones fisicas
impuestas por el bajo poder de resolucién del
microscopio 6ptico, no fue posible la precisa
localizacién de los distintos constituyentes
rizobianos del nédulo. La técnica serolégica de
ELISA ha sido asimismo utilizada para analizar
la presencia de diferentes cepas de
microorganismos en nédulos, haciendo posible
su caracterizacién desde un punto de vista fi-
siolégico y agronémico. En la literatura pueden
encontrarse algunos trabajos en que se estudia el
proceso de la competitividad mediante estas
técnicas (Kishinevsky et al., 1982; Martensson
and Gustafsson, 1985).

Sin embargo, las técnicas de inmunomarcado
con oro coloidal han sido apenas aplicadas a los
estudiosde diferenciacién de cepas de Rhizobium
en un nédulo. Uno de estos trabajos ha sido el
realizado por Trinick ez al. (1989), quienes es-
tudiaron la distribucién nodular de cepas de dos
grupos separados fisiolégicamente: Rhizobium
leguminosarumy Bradyrhizobium sp.ennédulos
de Parasponia andersonii, una planta no legu-
minosa. Tambien Levanony et al. (1989) apli-
caron técnicas de inmunomarcado con oro
coloidal para observar la distribucién de
Azospirillum brasilense en raices de trigo.

Recientemente, Lucas ef al. (1992) han rea-
lizado el inmunomarcado con oro coloidal para
laidentificacién de cepas de Bradyrhizobium sp.
(Lupinus) en ndédulos de lupino. Mediante esta
técnica, a nivel de microscopfa electrénica, y
seguida de intensificacién con plata para su ob-
servacion al microscopio 6ptico, los citados in-
vestigadores han demostrado la persistencia de
determinantes antigénicos diferenciales de las
cepas rizobianas, bien en bacterias en cultivo
conjunto en medio nutritivo, oen elinteriorde un
nddulo de lupino resultante de Ia coinfeccién.

Este trabajoincluye el efectode lafertilizacién
fosfatada, en distintos experimentos de campo,
sobre la competitividad de las cepas. Se ha
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comprobado un efecto favorable de la aplicacion
de P sobre la competitividad de 1a cepa inoculada
respecto de la autéctona. Como se advierte en la
Figura 3E, el inmunomarcado se situa sobre las
membranas de los bacteroides y en las fibrillas de
DNA de los mismos, en los bacteroides corres-
pondientes a la cepa cuyo antisuero fue utilizado.
Los bacteroides que no presentan localizacion
inmunocitoquimica son los correspondientesala
cepa heterdloga.

PERSPECTIVAS

La aplicacién de las técnicas de marcado con
oro coloidal a lalocalizacidn de los componentes
nodulares ha recibido un gran impulso en los
Gltimos afios. Sin embargo, aun queda mucho
por hacer para tener un conocimiento completo
del metabolismo nodular. Las técnicas
inmunocitoquimicas resultardn sin duda de gran
utilidad, al poner de manifiesto la relacion entre
estructura y funcién de los diferentes compo-
nentes nodulares. Porejemplo, 1alocalizaciénde
enzimas y protefnas relacionadas con el inter-
cambio de metabolitos entre el citosol y los
bacteroides. Del mismo modo que se estd pres-
tando gran atenci6n a la localizacién de enzimas
relacionados con la asimilacién del nitrégeno,
serfa de gran utilidad la localizacién de enzimas
y metabolitos relacionados con el metabolismo
del carbono. También presenta gran interés el
estudio de la evolucién en las caracteristicas
inmunoldgicas de los componentes nodulares,
en respuesta a la variacién de las condiciones
ambientales y durante el desarrollo nodular.
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» Sistema de iluminacién situado fuera de la
camara con refrigeracion independiente.

Ash SSImm/rﬂlbnmﬂn,a Dlave 2
Antaros . Gernénds de Henares . Matrig .
el (91) 675 2411

» Maxima precision de temperatura 0,5° C.

s Alta gama de humedad hasta el 95% de
HR.

Nueva patente ASL MICROCLIMA.
Intensidad de luz hasta 100.000 lux.

+ Cualquier tamafio -SEGUN NECESIDAD- y
espacio disponible.

» Bandejas de trabajo ajustables en altura.

PROGRAMA DE FABRICACION

s Camaras para Crecimienio de Plantas.

» Camaras para cultivos «IN VITRO».

» Camaras para Entomologia, cria de insectos, acaros, etc.
*» Germinadores de semillas.

*» Camara Universal para cultivos.

» Camaras Frias.

* Arcones Congeladores.

+ etc., etc., etc.

CAMARA DE CULTIVO CON
BANDEJAS DE LUCES

, ASh 8. A.

A s h SIERRA DE ALBARRACIN, 3
TELEFONO (91) 675 24 11

FAX (91) 676 53 71

APARATOS CIENTIFICOS 28830 SAN FERNANDO DE HENARES (MADRID)
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I Simposio Hispano-Portugués de
Relaciones Hidricas en Plantas

Palma de Mallorca 21-23 Abril 1993

Este Simposio es la primera actividad que
realiza la Seccién de Relaciones Hidricas de las
Sociedades portuguesa y Espaiola de Fisiologia
Vegetal. Cont6 con 58 asistentes (unos 12 Por-
tugueses, y 46 Espafioles) y 7 Conferenciantes
invitados (R. Austin, T. Hsiao, B. Davis, D,
Lawlor, M. Chaves, J, Tenhunen, y JA Pintor-
Toro).

Se contd con el apoyo de la Universitat de
les Illes Balears, Institut d Estudis Avancats,
CSIC, British Council, Ayuntamiento de Calvid,
Banca March y Caja de Ahorros de Baleares y
con el de las Sociedades Portuguesa y Espafiola
de Fisiologia Vegetal.

Las aportaciones al simposio (33) se agru-
paron en torno a tres temas: Déficits hidricos y
Produccion Vegetal, Influencia de los déficits
hidricos en el metabolismo y crecimiento I, y II.
Aparte de exponer las aportaciones en posters, se
articularon sesiones de Discusién que contaron
con una participacion general y activa de asis-
tentes y Conferenciantes. Los Conferenciantes
mantuvieron a la par, el mdximo nivel cientifico
en sus intervenciones, y una amplia discusién
con los asistentes. El resultado global fue muy
estimulante para todos.

Al final se realiz6 una asamblea en la que
se recordd la primera reunién en Madrid (Sept,
1991), las gestiones realizadas por el Presidente
Dr. M. Sdnchez-Diaz para elaborar una primera
lista de interesados, los esfuerzos para organizar
este primer Simposio, y la buena acogida y éxito
del mismo. En esta asamblea, se acordé consti-

tuirse formalmente como Seccién Hispano-Por-
tuguesa de Relaciones Hidricas en Plantas y que
la préxima Reunién (1995) sea en Portugal
(tentativamente Faro), asi como la conveniencia
de establecer una alternancia de la Presidencia, y
que el Presidente sea del pais en que debe desa-
rrollarse el correspondiente Simposio. Para es-
tos dos préximos afios se escogid al Dr. Pereira
como presidente, al Dr. Sdnchez Diaz como
Vicepresidente y al Dr. Medrano como Secretario
de la Seccién. Se acordé considerar miembros
del grupo a todos los asistentes al Simposio. Para
adherise, los interesados de la SEFV y SPFV
deben enviar sus datos, al Sr. Secretario (ver
direccién abajo).

Dr. J. Pereira, Dr. M. Sanchez-Diaz, Dr. H.
Medrano

Nuevos interesados contactar con:

Dr. H. Medrano,

Lab. de Fisiologia Vegetal
Dpto. de Biologia Ambiental
Universitat de les Illes Balears
Ctra. Valldemossa Km 7,5
07071 Palma de Mallorca
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Botuatomatros Automitizos de Eveion

REFRACTOMETRO UNIVERSAL + MICRO-PROCESADOR = DUR

» Alta Exactitud.

 Escala no

» Escala Brix (Con y sin compensacion de
temperatura a 20° C)

* 6 escalas adicionales «Libre Uso
(Programables).

» Totalmente Programable.

» Posibilidad de Solapamiento de tres
escalas.

« Muy simple Manejo.

* Preparado para la Conexion a sistemas

* de proceso de DATOS (RS-232).

» Posible Control Remoto.

» Medida Independiente de coloracion,
turbidez y capacidad de absorcion.

*» Medicion Final=Resultado de

10 Mediciones.
« Fiabilidad (Vida til ldmpara haldgena)
=720 000 Mediciones.
DUR/S
DIGITAL UNIVERSAL
REFRACTOMETER
DUR CUBETA DE
FLUJO CONTINUO
>
DUR
DIGITAL UNIVERSAL
REFRACTOMETER
DUR CUBETA FlJA

COMERCIAL
LLOFRIU

L

DIVISION ANALITICA - ALIMENTACION

08007 BARCELONA Balmes 21 Tels. (93) 318 97 08 - 30194 04 Télex 97178 LLOF E Fax 317 69 00
28014 MADRID Plaza de las Cortes 3 Tel. (91) 429 3517 ® 41011 SEVILLA Pedro Pérez Fernandez 7 Tel. (954) 27 77 46
PORTUGALETE (Bilbao) Tel. (94) 462 70 87 # MURCIA Tel. (978) 26 47 58

---u-bl-.u-i--Iiunn-l:uuu-mulwl---:mu-nmlumﬂamuu----nnu:--nun-:un:‘u-l-n-w>€

Deseo recibir {1 Informacién técnica y econdmica Nombre
(O Visita comercial
1 Demostracion Empresa
Direccion

de los equipos [ TECAN KARL FISCHER
Teléfono
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Regulations for FESPP Advanced

Courses and Workshops
(Accepted by the Council at Antwerpen,

August 25, 1992)

1. Advanced Courses and Workshops may be organized by a member society or and
individual member of one of the societies. Applications are evaluated by the
Advanced Courses Committee and should be submitted to the Chairman of the
Commuittee.

2. Workshops or Advanced Courses should be restricted to a maximum of 200
participants. Regular meetings organized by international organizations will not be
supported. International meetings organized in one of the European countries with
the support of a member society can be considered as a Workshop or Advanced
Course eligible for funding, even when related meetings occur more or less
regularly in other years and other countries. The grant from the Committee should
be seen as «seed money» only and the organizers are expected to apply for additional
support elsewhere.

3. The topics must deal with modern plant physiology.
4. The announcement, presentations, discussions and posters must be in English.

5. The majority of the participants must be from FESPP countries and at least half of
the participants are expected to come from outside the host country.

6.  The announcement of the meeting and the programme must indicate that FESPP is
involved (e.g. Workshop on ..................... , organized by the Polish Botanical
Society and the Federation of European Societies of Plant Physiology (FESPP)).

7. Immediately after the meeting, the organizer(s) are expected to submit a report in
English of the workshop or advanced course to the Chairman of the Advanced
Courses Committee.
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Carretera Leketio. Km. 53,5
Tels. (94) 684 00 61 - 684 07 66 / Telgx. 34642-BURD £

MOBILIARIO DE LABORATORIO 50 morcro wizcava span
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Sociedad Espanola de Fisiologia Vegetal

Propuesta de Adhesion

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

Teléfono ......ccccovevveeeeecieeeieeree, Poblacién ................. CP.enn Provincia ......cccocevveeienenns
Desea hacerse Socio Adherido de la Sociedad Espaiiola de Fisiologia Vegetal.
Areas de Interés:

[]1.- Crecimiento y desarrollo Jo.- Histologia y anatomia vegetal []17.- Relaciones hidricas
[ ]2.- Productividad Vegetal 110.- Palinologia _118.- Micorrizas
(] 3.- Nutricién Mineral [J11.- Cultivo in vitro [119.- Metabolismo
[ ] 4.- Metabolismo Secundario (112 Transporte [120.- Ecofisiologia
(]5.- Fotosintesis [ 113.- Metabolismo Nitrégeno [121.- Herbicidas
[ 16.- Regulacién desarrollo __114.- Floracion []22.- Fisiologia de liquenes
[17.- Fisiologia del fruto | _115.- Fis. Cond. Advers. (Estrés) (_]23.- Paredes celulares
[[18.- Germinacién | 16.- Fitopatologia [_]24.- Propagaci6n
Socios Ordinarios que lo presentan:
Don/Dofia: ...ueeeeeeieeceiieiecieee e DOoN/DOMRa: ..eviiiiieciiiiiee ettt s
................... Aiievireee d€ v dE
Para la Sociedad
DON/DIOMNA ..ttt ere et ettt be et e beerbe et e et s e s ee s eesse e es et e st senteentesne et e saeenesneeneaans
Autorizo ala Sociedad Espafiola de Fisiologia Vegetal para que, con cargo a mi cuenta corriente/Libreta
de ahorro n® .....c.occvenennnnn, en el Banco/Caja de AROITOS .....cceevviviiiiiiieieeeee e ,
AZeNCiA ..covvvieniiniieieeeeeiie e de la calle/plaza ........ccocevveiinniiiiiniieee e de la
ciudad de ..oveoveeiieeeee e LSO e, , ProvinCia de ....ceeeeeiiiiniiieveeeeevenenens , cobre la
cuota anual de la mencionada Sociedad.
................... Qevvereennens A€ i d€
Firma,
Para el Banco o Caja
DON/DOMA ...ttt ettt ettt ettt ettt as et st et et eaeaneeeaeeae et e e saee e ensesansenseas
Banco/Cajade AhOITOS .....ccoccvnieiiiniiirie ettt JALENCIA et
de lacalle/plaza ....coccoeceiveieiiniiii i delaciudadde .....oooomvveveivreceeennenns ,C.P.
...................... ,Provinciade ..............cccceeuenneeens, CON cargo a mi cuenta corriente/libreta de ahorros
N2 e , 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.
................... Qeervieeene € v, d€
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- AGUA ULTRA
PURA

GIRALT

TRADIGION
EMN
INSTRUMENTACION GIENTIFIGA

UL
| * ROTURA DE CELULAS

* DESINTEGHAR

* HOMOGENEIZAR

* ATOMIZAR

* SONICAR

*ANALITICAS

*PRECISION

INTERNAT




