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et al., 1993) no se alter6 el nivel celular de B-glucanos ciclicos por la hipersalinidad,
aunque si se acumularon compuestos no identificados ricos en glucosa.

El NaCl modifica el perfil de proteinas totales de cepas de Rhizobium, obser-
vandose diferencias cualitativas y cuantitativas en ausencia o presencia de sal.
Natarajan et al. (1996) proponen que la induccién de ciertas proteinas de elevado
peso molecular en condiciones de estrés salino, puede estar directamente relacionada
con la respuesta adaptativa de la bacteria. Los cambios en los perfiles de proteinas en
cepas isogénicas tolerantes estarian relacionados con los mecanismos de tolerancia
adquiridos por las mutantes de Rhizobium sp. obtenidas por Zuiiiga (1997).

b) Mecanismos de osmorregulacién.

Un mecanismo de osmorregulacién comiin en bacterias es la acumulacién de solutos
intracelulares orgénicos y/o inorgénicos de peso molecular bajo en el citosol para
regular la turgencia. Los solutos organicos osméticamente activos son polioles (azi-
cares, azucares-alcoholes, glicerol) aminoécidos y aminoéacido-derivados (glutamato,
prolina, betainas, 4cido y-aminobutirico, taurina), urea y metilaminas (Cummings y
Gilmour, 1995).

Craig et al. (1991) detectaron incrementos significativos en la concentracién total
de aminoacidos en tres cepas de Rhizobium cuando crecieron con 300 mM de NaCl.
Ademiés observaron que el glutamato y la alanina fueron los aminoacidos que se
acumularon en mayor proporcién. Esta establecido que el glutamato es predomi-
nante en el “pool” de amino4cidos intracelular en bacterias gram negativas, sensible
a los cambios en las condiciones de cultivo como el aumento de NaCl, constituyendo
el 88% del “pool” de aminoéacidos intracelular e incrementdndose ocho veces en pre-
sencia de sal (Botsford y Lewis, 1990). El glutamato es una molécula clave para la
asimilacién del nitrégeno en forma de amonio y es un intermediario prioritario de la
biosintesis de aminoéacidos, purinas, pirimidinas y aminoaztcares. Por tanto, solo
pequerios cambios en algunas de las reacciones involucradas en la sintesis o en la
utilizacién del glutamato, pueden condicionar que se acumule en respuesta al estrés
osmoético.

El potasio también se acumula en distintas especies de Rhizobium con el estrés
salino (Le Rudulier y Bernard, 1986). El nivel de potasio puede ser requerido para la
activacién de enzimas o para incrementar la hipertonicidad de las células y asi com-
pensar el elevado potencial osmético del medio. La absorcién de potasio no requiere
una proteinosintesis ya que la adicién de desacopladores (2-4 dinitrofenol) y de
cloranfenicol y rifampicina no anula la absorcién de potasio. La acumulacién de potasio
es concomitante con la acumulacién de glutamato. Otro catién que se incrementé
significativamente en todas las cepas con el estrés salino fue el sodio, mientras que
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la reduccién del magnesio en estas condiciones es sefialada por Fujihara y Yoneyama
(1994).

Otra de las respuestas identificadas en los rizobios es la acumulacién intracelular
de glicina-betaina que actuaria como protector osmético. En las cepas de Rhizobium
tolerantes a la sal, el NaCl favorece la absorcién y sintesis de la glicina-betaina a
partir de la colina y disminuye su catabolismo. Asi, la alta osmolaridad en el medio
inhibe la actividad de las enzimas degradativas de la glicina-betaina (glicina-betaina
transmetilasa, dimetilglicina deshidrogenasa y serina transhidrogenasa) mientras
que las enzimas que transforman la colina en glicina-betafna (colina oxidasa y betaina
aldehido deshidrogenasa) aumentan. Le Rudulier et al. (1991) encontraron que la
adicién de glicina-betaina al medio de cultivo reduce el tiempo de generacién de las
cepas de R. meliloti expuestas al NaCl. Estos mismos autores identifican un sistema
de transporte para la glicina-betaina en el que interviene una proteina peripldsmica
que se induce con el estrés salino. La glicina-betaina presenta una doble funcién en la
osmorregulacién y en la nutricién, puesto que es considerada como fuente de carbo-
no, de nitrégeno y de energia, aunque no se conoce el mecanismo de integracién.

Otro osmoprotector que puede jugar un papel interesante en la osmorregulacién
es la trehalosa, que se acumula en Rhizobium con la hipersalinidad (Breedveld et
al., 1991). También aumenta durante la fase logaritmica y estacionaria de crecimien-
to de la bacteria cuando el medio se suplementa con dosis elevadas de NaCl. La
adicién de prolina en estas condiciones de crecimiento disminuye la acumulacién de
trehalosa mientras que la adicién de glicina-betaina no, lo que indica que la trehalosa
funciona como un soluto compatible y que la prolina exégena es un soluto compatible
preferente a la trehalosa (Ghittoni y Bueno, 1995).

Talibart et al. (1994) demostraron que la ectoina (tetrahidropirilhidina) actia
como osmoprotector en varias especies (R. leguminosarum, B. japonicum y Rhizobium
sp.). Por resonancia magnética nuclear (RMN) se ha demostrado que este soluto no se
acumula intracelularmente y no reprime la sintesis de solutos endégenos compati-
bles (glutamato, trehalosa). E1 aumento de glutamato en células osméticamente
estresadas en presencia de ectoina, sugiere que en vez de estar involucrada en la
restauracién del balance osmético, la ectoina puede jugar un papel desencadenante
de la sintesis de osmolitos endégenos. Por tanto se propone que existen dos tipos de
osmoprotectores: aquellos como la glicina-betaina y el glutamato, que actian como
verdaderos osmolitos, y la ectoina que actia como mediador quimico.

También se ha podido detectar por RMN-C13 en R. meliloti un dipéptido que ac-
tia como osmorregulador identificado como N-acetilglutamilglutamina amida
(NAGGN), siendo la concentracién intracelular de este compuesto proporcional a la
concentracién de NaCl del medio. Sin embargo, esta acumulacién no ocurre cuando
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se adiciona sacarosa al medio salino, tal vez porque ésta se acumula en la célula como
osmolito, reduciendo la concentracién de glutamato y de NAGGN. Este dipéptido no
se ha identificado en especies de Rhizobium muy sensibles a la sal como R. trifolii y
S. fredii (Smith et al., 1994).

Los rizobios, tanto en vida libre como en simbiosis, contienen distintas poliaminas
como la putrescina y homoespermidina entre otras, incluso se ha detectado especifi-
camente en rizobios de crecimiento rapido una tetraamina identificada como
aminobutilhomoespermidina, por lo que el metabolismo de las poliaminas puede
ser distinto en Rhizobium y Bradyrhizobium (Fujihara y Yoneyama, 1993). La acu-
mulacién de homoespermidina estd inversamente relacionada con la sal en el medio,
pudiendo favorecer asi el equilibrio iénico, manteniendo la neutralidad de cargas o
restaurando el balance iénico intracelular, provocado por la acumulacién de iones
potasio en células osméticamente estresadas. Sin embargo, utilizando ionéforos, que
son muy selectivos por los solutos catiénicos inorganicos monovalentes y divalentes
en el transporte a través de las membranas, se comprueba que: el potasio estricta-
mente controla al magnesio y no al revés, que el glutamato y la homoespermidina
escapan del control del potasio, y el magnesio, que no afecta al pool del glutamato, es
uno de los factores que regulan el contenido de homoespermidina en las células de
Rhizobium.

2. Efecto del estrés salino en la simbiosis.

Las leguminosas inoculadas con Rhizobium son generalmente més sensibles al
estrés salino que el microsimbionte. Se ha descrito que el nivel de sal que inhibe la
simbiosis Rhizobium-leguminosa difiere de la concentracién que inhibe el crecimien-
to de los simbiontes individualmente (Bordeleau y Prévost, 1994). De hecho, los nive-
les de NaCl que afectan a la simbiosis R. meliloti-Medicago sativa son menores que
los que afectan al crecimiento de la planta y a la supervivencia de la bacteria. Ade-
mas, se tienen evidencias de que la tolerancia a la sal de las leguminosas puede
variar dependiendo del modo de adquisicién del nitrégeno. Hay varios ejemplos en la
bibliografia: el haba o el garbanzo son més sensibles a la sal cuando crecen
simbiéticamente que con fertilizacién nitrogenada, en leguminosas de origen tropical
parece que la planta en simbiosis tolera mejor la salinidad que la fertilizada con
nitratos; sin embargo, en alfalfa la inhibicién del crecimiento fue similar en ambas
situaciones (Lauchli, 1984).

El estrés salino puede actuar en la simbiosis Rhizobium-leguminosa indirec-
tamente reduciendo el crecimiento del hospedador y afectando a determinados pro-
cesos fisiolégicos de la planta como la germinacién, la fotosintesis, el transporte de
solutos inorgéanicos, asimilados y hormonas a los tejidos en crecimiento y determina-
das actividades enzimaticas, entre otros. Los dos efectos identificados como la causa
probable de la toxicidad de la salinidad son el efecto iénico, provocado por la acu-
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mulacién de iones téxicos de sodio y cloro en los tejidos, y el efecto osmético asocia-
do a la carencia de extensién de la pared celular (Bordeleau y Prévost, 1994).

La salinidad puede afectar directamente al proceso de infeccién del Rhizobium
asociado con los primeros pasos de la iniciacién del nédulo y probablemente debido a
la sensibilidad a la sal de los lugares de infeccién (Singleton y Bohlool, 1984); a la
reducci6én del nimero de pelos radicales que son més cortos, reducidos, bulbosos y sin
encurvamiento (Lakshmi-Kumariet al., 1974); a la disminucién del niimero de rizobios
que colonizan la raiz (Tu, 1981) y a la proporcién de pelos radicales que contienen el
cordon de infeccién. En consecuencia, la sal afecta mas a la nodulacién que al proceso
de infeccién (Zahran y Sprent, 1986) y asi se aprecia una reduccién del ndmero total
de nédulos por planta, del peso de los mismos (Elsheikh y Wood, 1990) y del peso
normalizado de éstos (Cordovilla et al., 1994); una disminucién de la actividad
nitrogenasa especifica, medida como actividad reductora de acetileno (Joshua et al.,
1995; Cordovilla et al., 1995a) y por ello, del contenido en nitrégeno total por planta
(Hafeez et al. 1988). Aun cuando el test de reduccién de acetileno (ARA) ha sido criti-
cado por Witty y Minchin (1988), se ha confirmado que, bajo condiciones de salinidad,
la fijacién de nitrégeno determinada por diferentes técnicas como dilucién con N 15,
contenido total de N y reduccién de acetileno muestran resultados comparables (Baker
et al., 1995).

a) Difusién de oxigeno

La respuesta de los n6dulos de leguminosas a la concentracién de oxigeno sugiere
que este 6rgano tiene una zona localizada en el cértex de baja y muy variable per-
meabilidad para la difusién del oxigeno, relacionada con cambios en el volumen o la
expansion celular o en la distribucién de los espacios aéreos (Hunt y Layzell, 1993).
El suministro de oxigeno a los bacteroides es esencial en el funcionamiento del nédu-
lo, asi como en el control de la barrera cortical a la difusién de oxigeno (Witty et al.,
1987; Ianetta et al., 1993).

Las alteraciones observadas en la estructura de los nédulos de Glycine max por el
estrés salino, vienen determinadas por una disminucién de la zona interna del cértex
nodular caracterizada por una elongacién tangencial con alargamiento del espacio
peripldsmico, y cambios estructurales en reticulo endoplasmico, niicleo, mitocondrias
y plastidios (Serraj et al., 1995), cambios que modifican la resistencia a la difusién
del nédulo lo que limitaria la disponibilidad del oxigeno para el proceso respiratorio.
En nédulos de Lupinus albus la disminucién de la conductancia del oxigeno asociada
a diferentes tipos de estrés (bajas temperaturas, oscuridad, nitratos), esté
correlacionada con la oclusién de los espacios intercelulares del cértex por una
glicoproteina (Ianetta et al., 1995). Sin embargo, el estrés salino no induce estos cam-
bios tan evidentes en la difusién de oxigeno y en el contenido de glicoproteina
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(Ferndndez-Pascual et al., 1996) lo que indica que la distinta sensibilidad de Glycine
¥y Lupinus a la sal induce mecanismos de respuesta diferentes.

b) Respiracién nodular.

La fijacién de nitrégeno es un proceso consumidor de energia y su actividad de-
pende de la presién de oxigeno. La respiracién nodular est4 unida a la fijacién de
nitrégeno a través del suministro de ATP para el funcionamiento de la nitrogenasa,
por tanto, correlacionado con la ARA. De hecho, se puede contemplar esta relacién

con la ecuacién
R =Rmg + Rf

en la que R indica la respiracién total, Rmg es la respiracién necesaria para el
mantenimiento del crecimiento nodular, y Rf representa el coste respiratorio de la
fijacién de nitrégeno. E1 NaCl disminuye el valor Rmg e incrementa el valor Rf debi-
do a un mayor flujo de energia, condicionado por un desequilibrio entre la energia
suministrada para el proceso de fijacién de nitrégeno y la energia consumida por la
nitrogenasa, debido a que hay un mayor descenso de la actividad nitrogenasa que del
coste respiratorio de la fijacién de nitrégeno (Ikeda et al., 1992).

La permeabilidad del nédulo a la difusién de oxigeno estimada por Oy consumido
o CO3 producido, disminuyé con el estrés salino. Asi, el coeficiente respiratorio en
nédulos intactos y la produccién de etanol en nédulos escindidos incrementaron con
la sal, lo que indica que en los nédulos de soja el estrés salino disminuye la disponibi-
lidad de oxigeno y estimula la via fermentativa (Serraj et al., 1994). La capacidad
respiratoria de los bacteroides, medida como absorcién de Oy, que puede utilizar
como sustrato respiratorio diversos 4cidos orgénicos como el succinato (Bekki et al.,
1987), malato, aspartato, etc. se inhibe si se adiciona al medio de incubacién directa-
mente NaCl. Esta inhibicién puede ser debida, al menos en parte, a que incrementa
la barrera de difusién al oxigeno del cértex radical, lo que favorece los procesos
fermentativos (Delgado et al., 1994).

¢) Producciéon de osmolitos.

Una respuesta de los nédulos a la salinidad es la produccién de un rango de solutos
compatibles intracelulares entre los que destaca la acumulacién de prolina en el
citosol nodular, que puede proceder de la degradacién de proteinas ricas en prolina,
de un cambio en el contenido de amino4cidos libres y/o de una sintesis de novo. Se ha
evidenciado que la produccién de prolina no desencadena el inicio de los mecanismos
de tolerancia o adaptacién a la sal, pero si interviene en el ajuste osmético, por lo que
se le considera un indicador de la sensibilidad a la sal en nédulos de haba. Asi, al
final del cultivo, el incremento de prolina en el citosol nodular de soja (Fougere et al.,
1991) y de haba (Cordovilla et al., 1996b) es espectacular con dosis altas de NaCl.
Trinchant et al. (1996) concluye que la acumulacién de prolina inducida por la sal,
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tanto en el citosol como en el bacteroide, est4 exclusivamente relacionada con el estrés
osmético y no como fuente de carbono complementaria para el microsimbionte.

La fuente de energia primaria para la nitrogenasa que opera en el bacteroide
viene determinada por los dcidos organicos producidos por la PEPC del citosol
nodular, puesto que la mitocondria es incapaz de producir acidos dicarboxilicos sufi-
cientes para mantener la actividad bacteroidal. El estrés salino disminuye la concen-
tracién total de dcidos orgdnicos aumentando abundantemente el contenido de acido
lactico pudiendo contribuir incluso al ajuste osmético (Fougere et al., 1991).

La acumulacién de aztcares solubles en los nédulos de las asociaciones mas
tolerantes a la sal indica que estos carbohidratos de peso molecular bajo podrian ser
también solutos implicados en el ajuste osmético inducido por el estrés salino. Un
aumento de aziicares solubles y de fructosa en nédulos de judia en condiciones de
estrés salino (Zafiiga, 1997) y de alfalfa bajo estrés hidrico (Irigoyen et al., 1992), han
sido descritos como osmorreguladores. Otro componente de la tolerancia nodular lo
constituye el incremento de sacarosa, que puede ser consecuencia de la movilizacién
del almidén (Ferndndez-Pascual et al., 1996). Estos cambios en los niveles de sacaro-
sa y almidén han sido descritos en diversos nédulos de leguminosas en condiciones
de estrés (Delgado et al., 1993) relaciondndolo siempre con procesos de
osmorregulacién. También el pinitol puede contribuir a la tolerancia al estrés salino
pues incrementa significativamente tanto en citosol como en bacteroide (Fougere et
al., 1991).

f) Actividades enzimaticas.

Las actividades enzimaéticas relacionadas con la asimilacién del amonio proce-
dente de la fijacién simbiética, glutamina sintetasa (GS) y glutamato sintasa (NADH-
GOGAT) son inhibidas por la sal. Esta disminucién es més espectacular en la NADH-
GOGAT que en la GS. Bajo estas condiciones la sal no solo inhibe el metabolismo del
amonio sino la proteinosintesis y, por tanto, la acumulacién de proteina. La actividad
glutamato deshidrogenasa (NAD-GDH) del citosol nodular, que no est4 asociada a la
fijacién de nitrégeno sino con la senescencia nodular, es un enzima que se afecta poco
por el estrés salino, siendo la actividad detectada en el citosol nodular la décima
parte de la actividad GS/NADH-GOGAT (Bourgeais-Chaillou et al., 1992; Cordovilla
et al., 1994, 1995a).

La fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) enzima clave en el citosol nodular,
responsable de la fijacién oscura de COg, funciona acoplada a la malato
deshidrogenasa (MDH) para el suministro de sustratos energéticos para el
bacteroide. El comportamiento observado en ambas enzimas ante el estrés salino es
diferente en nédulos de guisante (indeterminados) y de judia (determinados). Mien-
tras que la actividad PEPC citosélica y la MDH bacteroidal son estimuladas por el
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estrés salino en nédulos de guisante (Delgado et al., 1993), en los nédulos de judia se
inhibe con la sal y esta inhibicién es m4s drastica cuando las condiciones de estrés
duran un periodo de tiempo prolongado (Zufiga, 1997).

Lasacarosa sintasa (SS) parece ser la principal enzima implicada en la hidrélisis
de la sacarosa en los nédulos, siendo una enzima clave en el control del flujo de carbo-
no y de energia para los bacteroides, al menos durante el crecimiento vegetativo de la
planta, ya que en el crecimiento reproductor la invertasa alealina (IA) adquiere un
mayor protagonismo. Sin embargo el estrés salino inhibe la actividad' SS nodular
(Fernandez-Pascual et al., 1996) quizds en favor de la invertasa, tal como se ha des-
crito en frutos de tomate en condiciones de sal (Balibrea et al., 1996). Se ha estableci-
do que la actividad SS nodular y la expresién del gen de esta enzima es particular-
mente sensible al estrés (Gonzalez et al., 1995).

h) Acumulacién de iones.

La disminucién del crecimiento puede ser atribuida a la acumulacién de iones
téxicos tales como el sodio y el cloro en los tejidos donde pueden alterar las activida-
des enzimaticas. Es por ello que la mayoria de las leguminosas desarrollan la estra-
tegia propia de las glicofitas, basada predominantemente en la exclusién de ambos
iones de los tejidos radicales y/o foliares, aunque Lupinus luteus exhibe rasgos de
halofilia acumulando esta sal y utilizdndola para promocionar su crecimiento (Lauchli,
1984). La tolerancia a la sal en los nédulos parece estar relacionada con la exclusién
de sodio y cloro de la zona central del cértex posiblemente involucrando un intercam-
bio K+/Nat (Fernéndez-Pascual et al., 1996). En condiciones de estrés salino, las le-
guminosas acumulan prioritariamente el sodio en raiz constituyendo un sistema de
proteccién del metabolismo foliar frente a la toxicidad del ion sodio. En estas condi-
ciones se favorece la acumulacién de potasio en parte aérea que incluso aumenta con
la dosis de sal (Cordovillaet al., 1995b). También incrementa el contenido de calcio en
parte aérea, contribuyendo al ajuste osmético en plantas estresadas por la sal (Zaiiiga,
1997).

i) Radicales libres.

La necesidad de aumentar los sistemas de eliminacién de radicales libres, como
un factor que mitigue el estrés salino, es evidente. Todas las plantas poseen sistemas
enziméticos que incrementan la tolerancia a la sal (Bohnert y Jensen, 1996). Los
estudios realizados sobre la produccién de radicales libres y los sistemas de control
en nédulos radicales de leguminosas en condiciones de salinidad son escasos. En
nédulos de Lupinus albus las actividades antioxidantes de catalasa, peroxidasa y
ascorbato peroxidasa no se afectaron por la sal y la SOD solo se inhibié
significativamente con 100 mM de NaCl (Fernandez-Pascual et al., 1996). Por otra
parte, es posible que la acumulacién de azicares favorezca la disminucién de los
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procesos oxidativos concomitantes con la formacién de radicales libres condicionada
por la caracteristica de captador de radicales de algunos solutos (Smirnoff y Cumbes,
1989).

El desarrollo de cultivos de leguminosas tolerantes o adaptadas a condiciones de
salinidad es objetivo en un programa de mejora, por ello es necesario conocer y carac-
terizar las distintas estrategias fisiol6gicas y bioquimicas para tolerar y/o evitar el
estrés. Es indiscutible que se necesitan estudios que revelen los mecanismos de tole-
rancia y como se integran en el metabolismo de la planta. La informacién de los
procesos metabdlicos, fisiolégicos y bioquimicos indica que la salinidad afecta a am-
bos simbiontes, y al nédulo en particular, y varia con la dosis y el tipo de sal, el tiempo
de exposicién, la presencia de iones y las condiciones ambientales, humedad, tempe-
ratura y régimen hidrico del suelo. Ademads, 1a respuesta al estrés depende del estado
de desarrollo de la planta y del balance hormonal y nutricional (Hurkman, 1992).

Sin embargo, la perspectiva de utilizar la biologia molecular para mejorar la tole-
rancia al estrés salino es una estrategia méas prometedora que la mejora basada sélo
en los fenotipos vegetales. El manejo de la ingenieria genética de Rhizobium con
objeto de desarrollar cepas tolerantes adecuadas para formar simbiosis efectivas con
leguminosas relativamente tolerantes a la sal puede ser una alternativa al desarro-
llo de leguminosas adaptadas a ambientes salinos. El estrés salino est4 asociado a la
sintesis de nuevas proteinas o determinadas especies de RNAm y de un amplio es-
pectro de metabolitos (Gulick y Dvorak, 1992). Es por ello que han sido caracteriza-
dos un amplio nidmero de genes relacionados con la salinidad (Bohnert y Jensen,
1996). La lista de genes cuya transcripcién est4 relacionada con la respuesta al estrés
salino va en aumento. La funcién de alguno de estos polipéptidos esté estrechamente
identificada con un papel en el estrés. El conocimiento del mecanismo que regula la
expresién genética y la capacidad de transferir genes de otros organismos a las plan-
tas ampliarédn las posibilidades de utilizar plantas transgénicas, dando una oportu-
nidad de valorar su papel biolgico en el estrés salino (Bartels y Nelson, 1994). Para
explotar todo el potencial de estas técnicas es esencial que estos conocimientos se
apliquen a especies de importancia en la agricultura y en la ecologia.

Expresamos nuestro agradecimiento al Dr. Olivares Pascual por la lectura critica del
manuscrito.

Referencias.

Baker A, Sprent J.I. y Wilson J. (1995) Effects of sodium chloride and mycorrhizal infection on the
growth and nitrogen fixation of Prosopis juliflora. Symbiosis 19: 39-51.

Balibrea M.E., Santa Cruz A.M. Bolarin M.C. y Pérez-Alfocea F. (1996) Sucrolytic activities in
relation to sink strength and carbohydrate composition in tomato fruit growing under salinity. Plant
Sci. 118: 47-55.




Sociedad Espaiiola de , 0
Fisiologia Vegetal Boletin n® 27 19

Bartels D. y Nelson D. (1994) Approaches to improve stress tolerance using molecular genetics. Plant
Cell Environ. 17: 659-667.

Bekki A, Trinchant J.C. y Rigaud J. (1987) Nitrogen fixation (CoHjg reduction) by Medicago nodules
and bacteroids under sodium chloride stress. Physiol. Plant. '71: 61-67.

Bohnert H.J.y Jensen R.G. (1996) Metabolic engineering for increased salt tolerance - The next step.
Aust. J. Plant Physiol. 23: 661-667.

Bordeleau L.M. y Prévost D. (1994) Nodulation and nitrogen fixation in extreme environments.
Plant Soil 161: 115-125.

Botsford J.L. y Lewis T.A. (1990) Osmoregulation in Rkizobium meliloti: production of glutamic acid
in response to osmotic stress. Appl. Environ. Microbiol. 56; 488-494.

Bourgeais-Chaillou P., Pérez- Alfocea F. y Guerrier G. (1992) Evolution ontogénique de la tolérance
au NaCl chez le soja: comparaison des réponses au sel 4 deux stades de développement et chez les cals
correspondants. Can. J. Bot. 70: 1346-1354.

Breedveld M.W,, Zevenhuizen L.P.T.M. y Zehnder A.J.B. (1991) Osmotically-regulated trehalose
acumulation and ciclic (1,2)-glucan excretion by Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TA-1. Arch.
Microbiol. 156: 501-506.

Chen H., Richardson A.E. y Rolfe B. (1993) Studies of the physiological and genetic basis of acid
tolerance in Rhizobium leguminosarum biovar. trifolii. Appl. Environ. Microbiol. 59: 1798-1804.

Cordovilla M.P, Ligero F. y Lluch C. (1994) The effect of salinity on Ny fixation and assimilation in
Vicia faba. J. Exp. Bot. 45: 1483-1488.

Cordovilla M.P, Ligero F. y Lluch C. (1995a) Influence of host genotype on growth, symbiotic perfor-
mance and nitrogen assimilation in faba bean (Vicia faba L.) under salt stress. Plant Soil 172: 289-297.

Cordovilla MLP., Ocaiia A., Ligero F. y Lluch C. (1995b) Growth and macronutrient contents of faba
bean plants: effects of salinity and nitrate nutrition. J. Plant Nutr. 18: 1611-1628.

Cordovilla M.P, Ocafia A., Ligero F. y Lluch C. (1996a) Salinity tolerance in different strains of
Rhizobium leguminosarumbv. vicieae. Growth and symbiotic performance of faba bean. Soil Sci. Plant
Nutr. 42: 133-140.

Cordovilla M.P, Ligero F. y Lluch C. (1996b) Growth and nitrogen assimilation in nodules in response
to nitrate levels in Vicia faba under salt stresss. J. Exp. Bot. 47: 203-210.

Craig G.F.,, Atkins C.A.y Bell D.T. (1991) Effect of salinity on growth of four strains of Rkizobium and
their infectivity and effectiveness on two species of Acacia. Plant Soil 133; 253-262.

Cummings S.P. y Gilmour D.J. (1995) The effect of NaCl on the growth of a Halomonas species:
accumulation and utilization of compatible solutes. Microbiol. 141: 1413-1418.

Delgado M.J., Garrido J.M., Ligero F. y Lluch C. (1993) Nitrogen fixation and carbon metabolism
by nodules and bacteroids of pea plants under sodium chloride stress. Physiol. Plant. 89: 824-829.

Delgado M.J., Ligero F. y Lluch C. (1994) Effect of salt stress on growth and nitrogen fixation by pea,
faba-bean, common bean and soybean plants. Soil Biol. Biochem. 26: 371-376.

Elsheikh E.A.E. y Wood M. (1990) Salt effects on survival and multiplication of chickpea and soybean
rhizobia. Soil Biol. Biochem. 22: 343-347.

Fernidndez-Pascual M., De Lorenzo C., De Felipe M.R., Rajalakshmi S., Gordon A.J., Thomas
B.J. y Minchin F.R. (1996) Possible reasons for relative salt stress tolerance in nodules of white lupin
cv. Multolupa. J. Exp. Bot. 47: 1709-1716.

Fougere F., Le Rudulier D. y Streeter J.G. (1991) Effects of salt stress on amino acid, organic acid,
and carbohydrate composition of roots, bacteroids, and cytosol of alfalfa (Medicago sativa L.). Plant
Physiol. 96: 1228-1236.




Sociedad Espariola de
£ 0
2 O Boletin n® 27 Fisiologia Vegetal

Fujihara S. y Yoneyama T. (1993) Effects of pH and osmotic stress on celular polyamine contents in
the soybean rhizobia Rhizobium fredii P220 and Bradyrhizobium japonicum A1017. Appl. Environ.
Microbiol. 59: 1104-1109.

Fujihara S.y Yoneyama T. (1994) Response of Rhizobium fredii P220 to osmotic shock:
interrelationships between KT, Mg2+, glutamate and homospermidine. Microbiol 140: 1909-1916.

Ghittoni N.E. y Bueno M.A. (1995) Peanut rhizobia under salt stress: role of trehalose accumulation
in strain ATCC 51466. Can. J. Microbiol. 41: 1021-1030.

Gonzailez E.M., Gordon A.J., James C.L. y Arrese-Igor C. (1995) The role of sucrose synthase in the
response of soybean nodules to drought. J. Exp. Bot. 46: 1515-1523.

Graham P:H. (1992) Stress tolerance in Rhizobium and Bradyrhizobium,and nodulation under adverse
soil conditions. Can. J. Microbiol. 38: 475-484.

Gulick P.dJ. y Dvorak J. (1992) Coordinate gene response to salt stress in Lophopyrum elongatum.
Plant Physiol. 100: 1384-1388.

Hafeez FY., Aslam Z. y Malik K.A. (1988) Effect of salinity and inoculation on growth, nitrogen
fixation and nutrient uptake of Vigna radiata L. Wilczek. Plant Soil 106: 3-8.

Hunt S. y Layzell D.B. (1993) Gas exchange of legume nodules and the regulation of nitrogenase
activity. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 44: 483-511.

Hurkman W.dJ. (1992) Effect of salt stress on plant gene expression: a review. Plant Soil 146: 145-151.

Iannetta P.P.M., De Lorenzo C., James E.K., Fernindez-Pascual M., Sprent J.I., Lucas M.M.,
Witty J.E., De Felipe M.R. y Minchin F.R. (1993) Oxygen diffusion in lupin nodules. I. Visualization
of diffusion barrier operation. J. Exp. Bot. 44: 1461-1467.

Iannetta P.P.M., James E.K., Sprent J.I. y Minchin F.R. (1995) Time-course of changes involved in
the operation of the oxygen diffusion barrier in white lupin nodules. J. Exp. Bot. 46: 565-575.

Ikeda J.-I., Kobayashi M. y Takahashi E. (1992) Salt stress increases the respiratory cost of nitrogen
fixation. Soil Sci. Plant Nutr. 38: 51-56.

Irigoyen J.J., Emerich D.W.y Sanchez-Diaz M. (1992) Water stress induced changes in concentrations
of proline and total soluble sugars in nodulated alfalfa (Medicago sativa) plants. Physiol. Plant. 84: 55-
60.

Joshua D.C., Ramani S. y Shaikh M.S. (1995) Growth, nodulation, stem anatomy and nitrogen content
of Sesbania rostrata grown in different salinity levels. Cur. Sci. 68: 963-965.

Lakshmi-Kumari M., Singh C.S. y Subba-Rao N.S. (1974) Root hair infection and nodulation in
lucerne (Medicago sativa) as influenced by salinity and alkalinity. Plant Soil 40: 261-268.

Lauchli A. (1984) Salt exclusion: An adaptation of legumes for crops and pastures under saline conditions.
En: Salinity tolerance in plants - Strategies for crop improvement. R.C. Staples y G.H. Toenniessen. J.
Wiley and Sons. New York, USA. pp. 171-188.

Le Rudulier D., Gloux K. y Riou N. (1991) Identification of an osmotically induced periplasmic
glycine betaine-binding protein from RAizobium meliloti. Biochim. Biophys. Acta 1061: 197-205.

Le Rudulier D. y Bernard T. (1986) Salt tolerance in Rhizobium: a possible role for betaines. FEMS
Microbiol. Rev. 39: 67-72.

Lloret J., Bolaiios L., Lucas M.M., Peart J.M., Brewing N.J., Bonilla I. y Rivilla R. (1995) Ionic
stress and osmotic pressure induce different alter in the lipopolysaccharide of a Rhizobium meliloti
strain. Appl. Environ. Microbiol. 61: 3701-3704.

Nair S., Jha PK. y Babu C.R. (1993) Induced salt tolerant rhizobia, from extremely salt tolerant
Rhizobium gene pool, form reduced but effective symbiosis under non-saline growth conditions of legume
hosts. Microbios 74: 39-51.




Sociedad Espafiola de . o
Fisiologia Vegetal Boletin n® 27 21

Natarajan K., Kishore L. y Babu C.R. (1996) Proteins associated with NaCl stress in Rhizobium
have adaptative role in osmotolerance. Microbios 85: 89-104.

Saxena N.P, Saxena M.C., Ruckenbauer P, Rana R.S., El-Fouly M.M. y Shabana R. (1994)
Screening techniques and sources of tolerance to salinity and mineral nutrient imbalances in cool season
food legumes. En: Expanding the production and use of cool season food legumes. F.J. Muehlbauer and
W.J. Kaiser (eds.). Kluwer Academic Publisher. The Netherlands. pp. 457-471.

Serraj R., Roy G. y Drevon J.dJ. (1994) Salt stress induces a decrease in the oxygen uptake of soybean
nodules and their permeability to oxygen diffusion. Physiol. Plant. 91; 161-168.

Serraj R., Fleurat-Lessard P., Jaillard B, Drevon J.J. (1995) Structural changes in the inner-cortex
cells of soybean root-nodules are induced by short-term exposure to high salt or oxygen' concentrations
Plant Cell Environ. 18: 455-462.

Singleton P. W. y Bohlool B.B. (1984) Effect of salinity on nodule formation by soybean. Plant Physiol.
74: 72-76.

Smirnoff N. y Cumbes Q.J. (1989) Hydroxyl radical scavenging activity of compatible solutes.
Phytochem. 28: 1057-1060.

Smith L.T., Allaith A.A. y Smith G.M. (1994) Mechanism of osmotically regulated N-
acetylglutaminylglutamine amide production in Rhkizobium meliloti. Plant Soil 161: 1088-1093.

Soto M.J., Lepek V., Olivares J. y Toro N. (1993) Accumulation of cell-associated (1-2)-glucan in
Rhizobium meliloti strain GR4 in response to osmotic potential. Mol Plant-Microbe Interact. 6: 11-14.

Sprent J.I. y Zahran H.H.(1988) Infection, development and functioning of nodules under drought
and salinity. En: Nitrogen fixation by legumes in mediterranean agriculture. D.P. Beck y L.A. Materon
(eds.). Martinus-Nijhoff. Dordrecht. The Netherlands. pp. 145-151.

Talibart R., Jebbar M., Gouesbet G., Himdi-Kabbab S., Wroblewski H., Blanco C. y Bernard T.
(1994) Osmoadaptation in rhizobia: ectoine-induced salt tolerance. J. Bacteriol. 176: 5210-5217.

Trinchant J.C., Van de Sype G. y Rigaud J. (1996) Proline and its compartmentation in faba-bean
(Vicia faba L.) nodules under salt stress. Plant Physiol. Biochem. special issue S18-057.

Tu J.C. (1981) Effect of salinity on Rhizobium root hair interaction, nodulation and growth of soybean.
Can. J. Plant Sci. 61: 231-239.

Witty J.F. y Minchin F.R. (1988) Measurement of nitrogen fixation by the acetylene reduction assay:
Myths and mysteries. In: Nitrogen fixation by legumes in mediterranean agriculture. D.P. Beck y L.A.
Materon, eds. Martinus Nijhoff, Dordrecht, pp. 331-334.

Zahran H.H., Risinen L.A., Karsisto M. y Lindstrom K. (1994) Alteration of lipopolysaccharide
and protein profiles in SDS-PAGE of rhizobia by osmotic and heat stress. World J. Microbiol. Biotech. 10:
100-105.

Zahran H.H. y Sprent J.I. (1986) Effects of sodium chloride and polyethylene glycol on root-hair
infection and nodulation of Vicia faba L. plants by Rhizobium leguminosarum. Planta 167: 303-309.

Zuiiga D. (1997) Contribucién relativa de los simbiontes en la fijacién de nitrégeno por Phaseolus
vulgaris en condiciones de estrés salino. Tesis doctoral. Universidad de Granada. 302 Pp-




. Sociedad Espafiola de
2 2 Boletin n® 27 Fisiologia Vegetal

* Sistema de iluminacion situado fuera de la
camara con refrigeracion independiente.

¢ Maxima precision de temperatura 0,5° C.

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

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

e Cualquier tamafio -SEGUN NECESIDAD- y
espacio disponible.

* Bandejas de trabajo ajustables en altura.

PROGRAMA DE FABRICACION

* Céamaras para Crecimiento de Plantas.

¢ Camaras para cultivos «IN VITRO».

¢ Camaras para Entomologia, cria de insectos, 4caros, etc.
* Germinadores de semillas, camaras de enraizamiento.
¢ Camara Universal para cultivos.

* Camaras Frias.

* Arcones Congeladores.

* Bancos de Germoplasma.

* Conservacion de semillas y estaquillas.

CAMARA DE CULTIVO CON
BANDEJAS DE LUCES

ASh, S. A.

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

FAX (91) 67653 71

APARATOS CIENTIFICOS 28830 SAN FERNANDO DE HENARES (MADRID)




Sociedad Espafiola de

£ 0
Fisiologia Vegetal Boletin n® 27 23

Necrologica

En recuerdo del Profesor Horst Marschner

En el mes de septiembre, en el reinicio del curso académico, nos llegé la triste
noticia de la muerte del Profesor Marschner. La causa fue una malaria, adquirida en
Afrlca en uno de sus mdltiples viajes de coordinacién cientifica y agraria. Como era
habitual en él, apenas presté atencién a su malestar fisico y continué su vida activa.
Un empeoramiento agudo de su estado de salud le llevé rapidamente a un desenlace
fatal (21 septiembre 1996).

Horst Marschner llené siempre con gran intensidad y sentido toda su vida. Naci-
do el 30.10.1929 en Zuckermantel-Taplitz dentro de lo que tras la guerra seria la
Alemania Oriental, realizé sus estudios de licenciatura y doctorado (1957) en Agro-
nomia en la Universidad de Jena. Sus afios posteriores de formacién investigadora y
cientifica se repartieron inicialmente en el "Institut Kulturpflanzenforschung" de
Gatersleben. Poco antes de la construccién del "Muro" entre las dos Alemanias, en
1960, se pas6 con su familia a laAlemania Occidental trabajando en el grupo del Prof.
Michael en el Instituto de Nutricién de las Plantas de Hohenheim, para completar
después su formacién con una estancia en el Department of Soil Science and Plant
Nutrition de la Universidad de California, en Berkeley. Tras su habilitacién obtuvo
en 1966 su primera cétedra de Nutricién de las Plantas en la Universidad Técnica de
Berlin Oeste. En 1977 se trasladé a la catedra de la misma denominacién en la Uni-
versidad de Hohenheim, dirigiendo el Instituto de Nutricién Vegetal de esta Univer-
sidad hasta su muerte prematura e imprevisible.

El profesor Marschner era una de las personalidades cientificas mas destacadas
en el campo de la nutricién mineral de las plantas. Su curriculum muestra siempre
una gran capacidad de trabajo, potencia estimulativa para integrar y dirigir equipos,
una gran agudeza para seguir y detectar la evolucién de los conocimientos Y perspec-
tiva de visién cara al desarrollo futuro y sus aplicaciones. Tanto sus publicaciones
como su libro "Mineral Nutrition of Higher Plants" (en su 22 y madura edicién) ha-
blan claramente de estas cualidades y de su capacidad de visién y sugestién.

Preocupado desde siempre por los problemas de absorcién y transporte de los
nutrientes, estos 1ltimos afios de su madurez tan activa los dedicé fundamentalmen-
te al estudio dindmico y cientifico de las interacciones suelo/planta en la rizosfera. El
fue uno de los pioneros de la modernidad actual de la fisiologia de la raiz y de la
interpretacién fisiolégica-bioquimica en los mecanismos de la nutricién mineral de
las plantas.

Una faceta de no menos interés era su entusiasmo participativo en los congresos
cientificos y sus esfuerzos por extender relaciones de estudio mutuo entre los mas




