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PRESENTACION

La XI1 Reunion Nacional de la Sociedud Espainola de Fisiologia Vege-
tal y 'V Congreso Hispano-Luso de Fisiologiu Vegetal acoge en Cordoba a
casi 350 investigadores de Espana, Portugal y otros paises iberoamericanos
y europeos. Esta Reunion constituye ¢l foro en ¢l que se presentan v discu-
ten los principales avances cientificos en la fisiologia de lus plantas produ-
cidos en los dos iltimos anios -desde la iiltima Reunion celebrada en Estoril
(Portugal) en 1995. En el presente libro se recogen los restimenes de los
trabajos presentados. Al leerlo, se pucde upreciar v valorar la calidad de
las investigaciones que se estdn llevando a cabo en Espaiia y Portugal, que
ya gozan de un bien ganado reconocimiento internacional.

La presente Reunion consta de dos Conferencias Plenarias (de Apertu-
ra 'y de Clausura), tres Mini-Simposios v cusi trescientas comunicaciones. A
la hora de seleccionar los temmas de los Simposios v de las Comunicaciones,
hemos pretendido ofrecer una panordmica de la Fisiologia Vegetul desde
los niveles molecular 'y celular hasia el de organismo completo, todos ¢llos
de importanie repercusion hiotecnolégica, agrondmica v ambiental.

Es un motivo de grun satisfaccion para todos nosotros el que en este
Congreso de Cordoba se haga entrega de los nombiramientos de Socio de
Honor de la SEFV « los Profesores D. Manuel Losada Villasante y D.
Ernesto Vieitez Cortizo por sus reconocidos méritos cientificos y apoyo a
nuestra Sociedad desde su fundacion, ademds en un aiio en el que se com-
memora el XXV aniversario de la Universidad de Cordoba. Es nuestro -
deseo que esta Reunion sirva para promover un fructifero intercumbio de
conocimientos que permita seguir avanzando en la comprension de los pro-
cesos vegetales y conseguir un mejor aprovechamiento de los recursos natu-
rales, a la vez que pava disfrutar de unos agradables dius de convivencia. A
todo ello contribuird, sin duda alguna, el atractivo y la herenciu cultural
que posee la ciudad de Cordoba.

EL COMITE ORGANIZADOR
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Es el mecanismo de la fosforilacion otro huevo de Colén?

M. Losada
Instituto de Bioguimica Vegetal y Fotosiniests,
Centro de Investigaciones Cientificas Isla de la Cartuja,
Avda. Américo Vespucio s/n, 41092 Sevilla

Es para mi un gran honor y un alto privilegio haber sido invitado por el Comité Orga-
nizador de la XIT Reunidn Nacional de la SEFV y V Congreso Hispano-l.uso de Fisiologia
Vegetal a pronunciar la Conferencia Inaugural, asi como ser admitido, junto con ¢l profe-
sor don Emnesto Vieitez, como Socio de Honor de la SEFV. Mi carrera cientifica ¢ investi-
gadora se 1nicid en 1947, cuando tuve la fortuna de conocer en Madrid al profesor don José
Marfa Albareda. De cntonces arranca mi vocucion por la Biologia vegetal, que él supo des-
pertar y promover. Después de mi estancia como becario predoctoral en el Instituto Botidni-
co de la Universidad de Miinster —donde trabajé en la citologfa de los orginulos fotosinté-
ticos y respiratorios bujo la direccion del profesor Strugger— y en el Laboratorio Carlsherg
de Copenhaguc —donde realicé nu tesis doctoral sobre genética-bioquimica de levadura
bajo la direccidon del profesor Winge— marché como postdoctor en [958 al Departamento
de Suclos y Nutricidn Vegetal de la Universidad de Calitornia, donde trabajé durante cua-
tro afios en Fotosintesis bajo Ja direccion del profesor Arnon. A mi llegada a Berkeley era
un dogma cientifico que la energia de [a luz se utilizaba directamente para romper los enla-
ces de ta molécula de didxido de carbono (Warburg) o de agua (Van Nicl, Hili). Al estu-
diante de hoy dia le resulta dificit darse cuenta de que ef concepto de que la luz induce un
transporte ciclico y no ciclico de electrones en los cloroplastos no fue introducido hasta
comienzos de los afos 60, y & mi me cube ciertamente el orgullo de haber contribuido deci-
sivamente a esta concepeidn fundamental en bioenergéuica: pronto quedaria definitivamen-
te establecido que Ja reaccion bdsicu de la fotosintesis oxigénica es la fotoelectrolisis del
agud catalizada por la clorofila con el concurso de dos fotosistemas.

Otro concepto fundamenta! introducido en las décadas de los 60 y 70 por nuestro
grupo fue el de que la fotosintesis no se limita a la asimilacion del didxido de carbono a
expensas de la energia solar —proceso esclarecido por el profesor Culvin- -0 sino que
incluye igualmente la reduccidn del nitrato a amoniaco por el agua. con el concomitante
desprendimiento de oxfgeno. En la década de Tos 80 propusimos una teorfa unificada para
la transduccion secuencial de la eneryia por los sistemas bloquimicos que operan en foto-
sintesis, asf como en respiracion v fermentacion. Segdn esta propuesti, la encrgfa electrani-
ca es ¢l eslabon obligatorio entre [as distintas formas de energia (luminosa. redox, deido-
base, ortofosfato-metafosfato. cte.), y el primer acto de la transduccion consiste en la ener-
getizacion de una de las formas de Jos pares implicados, lo que conlleva cambios de afini-
dad (E",, pK_. etc.) por los clectrones. protones. grupos fostato. cte. Il grupo que dirige

conmigo el doctor José M* Ortega ha dedicado su atencion durante los tltimos anos al cito-
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o*
C,H,O, + H,PO, ;—b C,H,OH + CO, + ~PO; + H,0 .
En el caso de la fosforilacidn a nivel de membrang, los grupos dcido y bidsico son, en
Gltimo. término, los iones hidronio e hidréxido que constituyen el potencial transmembranal
de protones:

o
2HO," + H,PO, + 2H,* —»2H,0, + ~PO, + H,0,
2H ) ' c
Recientemente, el grupo que dirige conmigo el doctor Aurclio Serrano ha conseguido
la ionizacién del agua promovida por ATP en un sistcma modclo reconstituido, integrado
esencialmente por los enzimas gliceruldehido-3-fosfato deshidrogenasa fosforilante y no
fosforilante, de acuerdo con las siguientes ccuaciones sccuenciales simplificadas:

R-COO" + ~PO, + 2H,0, —[R-C*=0] + H,PO," + 2HO,"

[R-C*=0] + H,0, — R-COO + 2H
\

or
2H,0, + ~PO, + H,0,—» 2HO, + H,PO, + 2H,*

211

En contraste con la G3PDHasa cloroplastica fosfoiilunte, la G3PDHasa no fosforilan-
te es un enzima citosélico exclusivo de las células cucaridticas fotosintcticas. La operacién
en tindem de ambos cnzimas perniite utilizar la encergia del ATP para la exportacion al
citosol del poder reductor (H') a través de la membrana cloropldstica asi conio ¢l mantent-
micnto del potencial de hacia dos unidades de pH existente entre ambos compartimentos
celulares. Los genes que codifican estos enzimas en algas y plantas han sido ctonados y
sceuenciados v su regulacion investigada por ¢l doctorando Federico Valverde. El cardeter
anfibélico de la G3PDHasa fotosintética de ctanobacterias ha sido demostrado por primera
vez mediante complementacion funcional en E. eoli (F.Valverde, M.Losada y A.Serrano,
1997, J.Bucteriol.. en prensa). La anterior ecuacion revela gue el papel del par R-COO/|R-
C*=0] y del anidn dxido en la fosforilacidn a nivel de sustrato podria ser igualmente vilido
en la fosforilacion a nivel de membrana, asf como cn la operacion de las bombas de proto-
nes de las membranas plasmaticas y vacuolares dependientes de ATP 6 pirofostato. El doc-
tor José R. Pérez-Castificira estd procediendo a la identificacion y caracterizacion de los
gcnes que codifican estas proteinas en bacterias fotosintéticas. algas y plantas (véase resu-
men de la comunicacion).

17
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Molecular biology in the cell: immunolocalisation and in sifu
hybridisation with molecular probes

N.J. Brewin, P. Dahiva, L.E. Herndndez, F.A. Ruthbun,
J-P. Wiszniewski, J.L. Vincent
John Innes Centre. Norwich NRE 7UH. Grear Britain

In recent years, plant cell biology and plant physiology have heen revolutionised by
the development and use of moleculir probes to investigate biological macromolecules in
the context of their cellular and subcellutar environments, This theme will be discussed
with reference to the use of immu-nolocalisation and in sire hybridisation methods to
investigate the process of tissue and cell invasion by Rhizobium during the development of
the legume root nodule’. The study of nodule morphogenesis will be used to illustrate
general themes that are common o many aspects of plant physiology and development, for
example, the control of nitrogen metabolism: membrane biogenesis: cell wall difterentia-
tion; cell-to-cell communication: and plant-microbe interaction,

Where available, antibodics have considerable advantages over cDNA probes for use in
molecular cell biology. They can be used to examine the post-translational processing of pro-
teins and to monitor their targetting (o subcellular and extracellular locations. Antibodics can
also be used in cell extracis to investigate physical and biochemical interactions between pro-
teins and other cellular components. Furthermore, antibodies can be used to examine nonpro-
tcin macromolecules. ¢.g. glycolipids® and cell wall polysaccharides. Each of the above listed
features testifies to the versatility of antibody probes relative (o ¢DNA probes, which can
only be used to identify those cells that express the transcript of any particular gene.

Specific antibody probes can be obtained in two ways: either by developing an antisc-
rum to a biochemically pure component, or by raising a panel of monoclonal antibodies' to
biochemically uncharacterised material and then selecting the probe of interest from among
the antibodies obtatned. In the context of peua nodule development this latter approach was
adopted in order o identify and characterise components of the plant-microbial interface”.

Using this immunological approuach, severat important components of the plant inter-
cellular matrix have been identified. The topology of a Rhizobium-induced infection thread
has becn defined a8 being cquivalent to a tubular invagination of the primary cell wall. The
infection thread lumen contains a 103 kD plant glyvcoprotein which may serve to contrpl
the process of infection thread growth. Biochemical studies suggest that, under oxidative
conditions, this protein is apparently cross-linked into an insoluble form. Morcover. in the
absence of borate (an essential micronutrient for nodule development) there is apparently a
physical intcraction between matrix glycoprotein and the bacterial cell surface?: such an
interaction may impede the uptake of rhizobia by endocytosis through the plant cell plasma
membrane. Other plant components of the infection thread lumen have been identified
using specific antisera, namely lipoxygenase®, thiolprotease® and diamine oxidase. Their
possible involvement in the promotion and prevention of infection thread development will
be discussed.
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9. Sherrier DJ. Bovisov, AY, Tikhonaovich, TA, Brewin NJ (1997) Immunoceytc "o: "¢ ™ wvidence for abnor-
mial symbivsome development in nodules of the pea mutant line SprintZla, (. u37). Plant Physiol
(submtted) '

10. Kardailsky 1V, Sherrier DJ. Brewin NJ (1996) Tdentitication of a new pea gene, PsVlecl, encoding a
leetin-like glycoprotein isolated from the symbiosomes of root nodules. Plunt Physiol T11, 49-60,
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Fotobiologia Vegetal S1-1

El fotosistema II de plantas superiores

R. Picorel
FEstacidn Experimental Aula Dei (CSIC),
Apdo. 202, 50080-Zarugoza, Espaiia

La fotosintesis es la funcién bioldgica por la cual la luz es transformada en energia
de pc ncial quimico. utilizable por los organismos vivientes. Dicha funcion tiene lugar a
trav = de multiples y complejos procesos, unos unidos 4 membrana y otros catalizados por
cnzimas solubles, siendo sin duda los primeros los mis genuinos de la fotosintesis. kn los
proct s unidos a membrana intervienen fundamentalmente los complejos del fotosistema
I1. iotosistema Ty citocromo b, f. conectados entre si por transportadores redox mdviles.
unos solubles en la membrana fotosintética v otros hidrosolubles. Estos transportadores
redox actiiun como cofactores de los complejos multiproteicos con los que interaccionan
de forma especitica v precisa. El aparato fotosintético s ademds muy sensible a estreses
bidticos y abidticos, inducicndo cambios estructurales v funcionales que pueden ser utili-
zados como marcadores internos y servir de diagnostico del estado fisioldgico/nutricional
de la planta.

El fotosistema 11 es uno de los compicjos multiproteicos tundamentales del aparato
fotosintético de plantas y es responsable de fa absorcion de luz, separacion de cargas.
reduccion de aceptores secundarios de electrones y fotolisis del agua. Durante L fotolisis
del agua se generan electrones y protones, utilizados en la sintesis de cADPH y ATD. res-
pectivamente. v oxigeno molecular que se desprende a la atmésfera, Una de las gra des
ventajas de la fotosintesis oxigénica (la que tiene lugar en plantas. algas y clanobacierias)
respecto a da anoxigénica (la que se da en bacterias {otosmtéticas) es fa utihizacion del agna
como donador de electrones del fotosistema 11 La seleceidn del agua como donador de
electrones tiene la ventaja de ser un compuesto abundante y muy accesible pero supone un
coste cenerg “ico para los or  nismos {otosintético - influye de forma definitiva en las
caracteristice s estructurales/funciona®™ +de - fotosi tema [T, La extraceion de clectrones del
agua sélo se puede conseguir sioa dicho proceso conectamos un oxidante muy potente. que
en cl fotc sistema 1T es un dimero de clorofilas (Chl) denominado P6K0.

El fotosistema 1T estd compuesto estructural v funcionalmente por tres partes hien
diferenciadas p ro muy reJactonadas entre §f. es decir la antena externa, el “core™ y las pro-
feinas extrin ccas. La antena externa estd constituida por el complejo LHCILL cuya funcion
primordial apturar la luz y o nsferir dicha energia de ¢ wertacion al “core™ a través de
las antenas minoritarias denominadas CP29. CP26 v CP24. Estas antenas minoritarias parc-
cen gjercer twmbién un papel relevante en la regulucidn del {lujo de excitones desde Ta
LHCIL al ecore”. El core™ ex la parte central del fotosistema 11 v estid. a su vez, Tormado
por lus antenas internas CP43 vy CP47 v el centro de reaccidn. En €] tienen lugar los proce-
sos de separacion de cargas a través de Ta membrana fotosintética, la reduccion de quinonas
v la fotolisis de la moléceula de agua. Las proteinas extrinsecas de 33, 23 y 16 kDa intervie-
nen. sobre wodo la primera, en la estabilizacion del proceso de la fotolisis del agua. De

29
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Fotobiologfa Vegetal S1-1

aunque sus mecanismos de accion son muy distintos. o ambos casos, ¢l resultado final es
la degradacion del centro de rcaccién que serd reemplazado por otro de nueva sintesis. La
proteina D1 es el péptido mds sensible a la fotoinhibicidn (y una de las de mayor “turmn-
over” en la naturaleza), dando lugar a productos de degradacion especificos. Algunos meta-
les pesados, como el Cu”' cuando actda en el lado aceptor. acelera dristicamente el proce-
so fotoinhibitorio ya (ue o imula la formacion de radier’ s de oxiy 10 como el radical
hidroxilo, altamente téxico.

31
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[otobiologia Ve retal S1-2

En condicion s naturales, los fitocromos son responsables de la captacion y respuesta
al grado de sombreauo y deteccion de la proximidad de vecinos, asi como de aguellos pro-
cesos que dependen de la duracion del tiempo de tluminucion. En el primer caso. las varis-
ciones ambicntales modifican la proporcidn entre la luz roja y roja lejana del medio lo que
se traduce en variaciones del estado fotoestacionario del fitocromo que desencadenan res-
puestas proporcionales al mismo.

El segundo grupo de re uestas implica dos proceso  inwltdneos: distineion Juz/oscu-
ridad y medida del tiempo de iluminacion. Un ejemplo cli sico lo constituye la induccion
fotoperiddica de- la floracion. otro de menor complejidad los movimientos foliares de las

LoUMInosas. En estos casos, los fotorr ceptores interaccionan con un oscilador endde no
circadiano responsable de la medida uel tiempo. llo implica unra i cronizacion con ¢
ambiente externo.

L.os movimientos {oliares, fitmicos v nictindsticos, son un sistenia especialmente il
para estudiar esta interaceidn pues reunen ¢n un mismo ory tno. ¢l pulvinulo. los compo- -
nentes del oscilador, los fotorreceptores involuerados v los  lemenios transductores. condi-
cionando una respuesta rapida v stimple, basicamente dependiente de cambios de turgencia
celular. No hay pues procesos de crecimicento y diferenciacion implicados que dificulten la
interpretacion de la investigacion. La estimulacion fotoreversible del fitocromo(s) en dis-
tintos momentos del - clo circadiano cambia la fase del ritmo circadiano. rovocando ade-
lantos y atrasos de h @ 12 h con curvas de fase-respuesta de tipo fuerwe Este tipo de res-
puesta no parcee atribuible a Phy A «ino que dependoria de Phy 3 o Phy C prohableniente.
Sin embargo, 1a interaccion fitocromo-oscilador endog no ¢ da e B Pren ase ma ctio-
lados, tales como ef fotocontrol de la nitratorreduc 1= - (NR) en cotifedone ce pepino. en
los que puede probablemente mervenir Phy AN o @i o fraba’ cact Imente n la
identificacion del tipo de fitocromo involucrado en ambie respuest: s los movimientos
foliares de Leguminosas y Ta actividad de la NR en cotil don tiol lo s asf come nla
identificacidn de fos componentes 1 sus vias de wansduccion respectivis paara comparar

respuestas equivalenies v gues posiblemente. d " tan de distintos fitocromos,
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Membranas: Aspectos Molect'aicn ¢ Iranspoic fonico §2-i

Papel de las H*-ATPasas de plasmalema y tonoplasto « ¢} antiporte
Na*/H* de tonoplasto en ia respuesta de las plantas al estrés, r N: C

J.P. Donaire
Departconento de Bioguimica, Biow gu Celular y Molecular de Planias,
Estacion Fxperi atd de!Zc ', C.SLC.,
Projesor Albareda 1. 18008 Granada

. ‘n objetivo importante en ¢l cangpa de la Agrobiolo « «. ol estudio de 1 [erancia de
las plantas a la salinidad, fzctor que inte jere el norm 1 recimic ato vy der e le de los cult-
vos. al determinar el rendimiento v calidad de las eo chis, Para minimizao dicho problema,

- han utilizado esfrategius de tipo agronémico las ¢ales se by en el control del conte -
dodeaguac  Isuclooestret T rde alto coste cconomico. o de upe - aldgico, que util - in cl
potencial goodctico de muchas espec vegetales. con ¢l objeto de cacecionar aquellas mids
resistentes. Sin embar_o, ¢l éxito obt 1ido por 7 momento ha sido esc so. dehido. por una
parte. a la complejidad de Tas caractensticas de T tolerancia. que hire ultado ermuwngenica,
Y, por otra parte. a lo poco que se conoce de los mecanismos tltimos fisioldgicos, bioquimi-

T

cos y moleculares respon le L sensibilidad v tolerancia a dicho factor.

Cuando [as plantas son expuests 5 an ostreés por NaCll tenen lugar cambios osmat: -
cos. 16nicos y nutricionales siendo vital para la normalizacion del 1. tabolismo v el crec.
micnto de Ta planta. ¢l re wablecimic w d 1 s condiciones de homeo asia ionicu celular,
es dectr, la adaptacion a la sal. 23 aquiy que de o~ estrateg us wtilizad  ne Ta maveria de
tas especies haldfitas v ghicd™  Trente @ Ta salinidad. especial importancia teng 1 aquellas
cuya lfunctdn s rogulor ' ohsoreidn y compartimentacion intracelular de los ones predo-
minantes en e cooexterno, o relaciona estas respuestias con el trunsporte o nivel de
las membri s ntracelulares, v muy eroeer " nente. con las bombas prnimarias ae I
ANy e )cubicadi enel plasmale v tonoplasto. como determinantes de i e et
dad de controlar ¢l ti worte v acumulacion de Na' y CLo 0 ov - laenergla n cosaria
para ¢l mantenimiento ac ke condicions s osnidticas. ionicas y nutricionades idons pari cl
Optimo funcionamicnto celular.

En funciéon de estos ' e " T suvo primario de o ste trabajo hisido Ta deseripeion de
las caractc 7 ice v prapiedaces oioquimicas de v 5o VIPaso s we plasi lema v tono-
nasto y d 1 transportador seeundario, antiporte N 27 de tonoplasto de rme s de plantu-
li s de sir ol deswrolladas en medios dr enciale s de > 1CL

El enzima H*=ATPusa de plasmalema (EC 3. 6. 1. 35) pertenece a la tamilia de las
P—ATPasa, con una nica subunidad catalitica de aproximadamente 100 KDu. formando
intermediario fostorilado durante su ciclo de reaccion, mediante enlace aspartil- fosfato.
siendo por ello inhibible por ortovanadato. mientras gue la H*- AT Pasa de tonoplasto (EC
3.6, 1. 3) es una V- ATPasa, que no suire fosforifacion durante Ta catdlisis y, por tanto. ¢s

insensible al ortovanadato. En las fracciones del gradienie discontinuo de sacarosa enrigue-

cidas en vesiculas de plasmalema y tonoplasio de rajces de girasol. los aniones estimularon
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Membranas: Aspectos Moleculares del Transporte Ionico S2-1

la compartimentacién del Na* en la vacuola). v. por otra parte. al hecho de que la capaci-
dad genética pura la adaptacion de las plantas ¢ la sal, debe incluir un apropiado y coordi-
nado sistema de transduccion de la senal de estrés, en el que una serie de moféeulas (segun-
dos mensajeros) regulen las proteinas envucltas en el transponie idnico o la expresion de
Tos genes que lias codifican.

Abreviaturas: DES = dietilestilbesteal: DCCHD N N diciclohevilearhodinmida, DIDS — acido 4. 4-gdisotiocionra
toestiibeno 2. 2=disulfénico.

Trabajo financiado por la CICY'T tProyecto PB94-(118-C02 01).
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Memb e Aspectos Moleculares del T nsporte Ténico S2-2

ha hecho de estos mutantes una herramienta clave para cl clonaje de los genes de transporte
de potusio de otros hongos, algas y plantas. Otros dos hongos, Schizosuccharo » s
pombe y N. crassu tienen también transportadores de tipo TRK, aunque no se sabe st sélo
de estc tipo o junto con otros tipos de transportadores.

En Selnwvanniomyees occidentalis se ha caracterizado un transportador diferente,
HAKIL, con una afinidad muy alla para potasio y capaz de mantener una concentracion
mterna de potasio sictr drdenes de magnitud mix alta que la exterior. La caracteristica
cinética mis notable de ete transportador. en comparacion con los de tipo TRK, es su
escasa discriminacion entre potasio y rubidio. El transportador HAK T muestra una homo-
logfa alta con el transportador Kup de Lscherichia coli, y transportadores de este tipo sc
han encontrado recientemente en otras bacterias.

Por complementacion de mutantes 1rk/ o 7kl 1rk2 de S, cerevisiae con genotecas de
c¢DNA de plantas, construidas en vectores de expresion en levadura, se han aislado dos
tipos diferentes de ¢cDNAs capaces de complementar estas mutacion s. Tos primeros en
aislarse, KATI yAKT!, determinaban canadles tectificadores de entrada de potasio. Ll pri-
mero dc ellos probablemente media la entrada de potasio en las ¢élulas oclusivas del esto-
ma, cn tanto que el otro se expresa en la raiz. La funcion del canal de la raiz no se conoce,
pero parcee claro que no puede mediar la entrada de potasio que ticne lugar a bujas concen-
traciones del cation. El otro tipo de ¢cDNA (HKTT) determina un simporte sodio-potasio.
que discrimina muy fuertemente entre potasio y rubidio. v que, por ¢llo, no es ficil que se
corresponda con el transportador de alta afinidad de las raices de plantas. La funcion exacta
de cste simporte sodio-potasio no se conoce.

Suponiendo que etectivamente plantas y hongos comparten fos mismos transportado-
res, se han buscado sistemas de plantas homdlogos a los TRK y HAKL Tos transportadores
TRK quizds no existan en las plantas. pero los transportadores de tipo HAK estin amplia-
mente representados v probablemente cuatro y cinco genes que codifican 1soformas de este
transportador estin preaente on cada especie. Al menos dos transportadores de tipo HAK
se cxpresan en Ja raiz v uno de ellos es probablemente ¢l transportador de alta afinidad
conocido como Sistenya I'de Epstein.
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Membranas: Aspectos Molc sulares del T nsporte [onico S2-3

difusion (1)) que pu predecirse mediante la ccuacion de Goldman a partir de la asime-
tria dentro-fuera de ta eélula de la concentracion de K* y en mucha menor nmedida de Na”
(Felle. TORTY.

Aunquc ¢l mantenimiento del Em en células vegowades depende del metabolismo res-
prratorio, ¢l Em en eélulas Totosintéticamente actiy = sufre cambios luz-oscuridad. Tras un
ticmpo en oscuridad. la luz provoca una hiperpolarie  1dn transitoria de fas celulas y la
oscuridad una despolarizacién transitorta (Denn, y Weeks, 1970 Mimura y Tazawa, 1986;
Felle y Bertl. 1986). Estos cambios son simultdncos a una aciditicacion del pH citoplasma-
tico (pHe) en oscuridad y una alcalinizacion del pHe en tuz (Felle y Bertl, 1986) que sc
produciriun al detenerse o ponerse en marcha el consumo de CO, fotosintético.

Ya sea en luz o en oscuridad. el transporte seeundario de solutos a traves de transpor-
tadores activos, ticne una repereusion en el potencial de membrana, de forma que es posi-
ble detectar, y hasta cierto punto caracteriz: o el funcionamiento de dichos sistemas de
transporte siguiendo tas hiperpolarizaciones o despolarizaciones que la adicion de dichos
sotutos provocan en ¢l En. Asi. se han deserito mecanismos activos de incorporacion de
K* en Arabidopsis thaliana (Maathuis y Sanders. 1994) NO | en rafees de mafz (McClure
et al,, 1990) y en cebada (Gla ¢t al.. 1)92) busén o > n la despolarizacion del Em que
provoca la adicion de NO . I+ "y misma aproximacion : > ha usado para deseribir un siste-
ma de transporic activo ae fosfato en 7~ e 2ibba G1 (Ullrich-Eberius. 1989). wminoiici-
dos en Riccia fluitans (Felle y Johannes, 1990), y glucosa en ¢l hongo marino Dendivphie-
lla salina (Davies et al., 1990) entre otros.

La medida simultd. .aal Fim de T actividad 1dnica intracelular hace posible identificar
al ion motriz implicado ¢n ¢l mecanismo de transporte ¢ incluso aventurar la esteguionie-
tria de Jos flujos de iones sxociados. Tal es ¢l cweo del cotransport H7/CL v pelos radicu-
lares de Stnapis alba: dverito por Felle (1994) en el gque se demu stre que la despolariza-
cion producida por lu adicion de Clestd acompatada por una acidificacion transitoria del
pHe. Del mismo modo se ha deserito un tran dorte activo de K'Cimpulsado por H? tanto en
rafces de maiz (Newman et al., 1987). como en cebada (Walker et al., 1993 Tin todos Tos
casy citade s hasta dhoras el ion motriz involuerado en los sistemis activos de transporte ¢s
el H*, puesto gue la IT'-ATPusa del plasmalema acumula encreia en forma de gradiente de
potencial electroquimico para protones o fuerza proton motriz. Recientemente, no obstante,
se han descrito sistemas de transporte activo de iones donde el ion motriz involucrado exs el
Na*. Tal es ¢l caso def transporte activo de K™ en distintas especies de Chara v Nirella
(Walker y Sanders, 1991). EI N - purcee ser el ion motriz de un sistema de transporte de
alta afinidad en contraste con los sistemas impulsados por H* que tendrian una afinidad
menor (Maathuis ct al., 1990). Il origen de la fuerza Na® motriz podria ser un sistema
sceundario de salida de Na' impulsado por H'.

" Una aplicacién novedosa de la electrofisiologia cldsica es el estudio del transporte de
carbono inorgdnico. Aunque existen algunos trabajos cldsicos en los que se registran Em
tras Ta adicidn de HCOL (Denny y Weeks, 1970: Spanswick, 1970) y CO, (Lyalin y Ktito-
rova, 1976), la gran variedad de mecanismos de deshidratacion y transporte de carbono
inorgdnico ¢n plantas acudticas requiere una revision del problema (Bowes, 1987). La
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Fisiologfa Vegetal: Agnicultura y Medio Ambiente S3-1

Biotecnologia y tolerancia al estrés hidrico

C. Romero, M.C. Cutanda, A. Espinosua. C. Aguado, J.M. Bellés, R.
Serrano y I A. Culidiiez Macia
Institito de Biologia Molecular y Celular de Plantas, Universidad Politéenica de
Valencia=C.8.1.C., Camino de Vera s/m. 46022 Valencia

La falta de agua es ¢l mayor factor limitante en la productividad de Tas plantas de cul-
tivo!. Puesto que [a tecnologia para combatit lu scquia sucle ser extremadamente costosa”,
la obtencién de especies que toleren mejor ¢l estrés ocasionado por las condiciones climiti-
cas adversis. ba constituido un objetivo prioritario en la mejora genética clisica. Junto a
los métodos de micjora cldsicos, el notable desurrolio de la bioingenieria molecular estd
permitiendo un aumento significativo en lus perspoctivas de mejora de muchas de las espe-
cies de interés agrondmico. La adaptacion celular al estrés osmaético (osmoregalacion) cs
un proceso hioldgico fundamental que protege a los organismos coutra ¢l electo letal de la
deshidratacion?, altcrando la expresion génica y previniendo la pérdida de turgencia y el
colapso celular ocasionado por el cambio de osmolaridad®. Tras descriptivos estudios ini-
ciales, diversos genes hun sido aislados y caracterizados en refacion a su potencial contri-
bucidn en la tolerancia al estrés osmaotico. Entre los genes vegetales cuyo estimulo comtin
es la pérdida celular de agua se encuentran los denominados Lew, de expresidn abundante
en las Gltimas etapas de la embriogénesis tambicn inducida por el deido absceisico™ 7. Los
que codifican proteinas homdlogas a [a familia de proteinas de membrana MIP* 2, a proto-
oncogenes My G a genes halotolerantes de levadura Hal ' 12 Los que participan en la
sintesis de solutos compatibles de bajo peso moleculir (osmolitos), entre los que sc
encuentran polioles como ¢l manitol, aminodeidos como la prolina y azdeares como la tre-
halosa'®. Plantas transgénicis que sobrecxpresan muchos de estos genes, estan siendo cstu-
diadas en su tolerancia al estrés osmotico. Resultados preliminares estan poniendo de
manificsto. especiaimente en el caso de la biosintesis de osmoprotectores! 151617 e
esta bioingenieria netabdlica mejora clicazmente la tolerancia al estrés osmdtico de las
plantas. Sin embargo, serd necesario un extenso conocimiento del metabolismo vegetal.
para prevenir posibles alteraciones fisioldgicas no deseadas, antes de que esta teenologia

pueda extenderse con éxito a la mayoria de especics cultivadas.

1. Le Rudulier et i:l., Science 224, 1064 (1984).

2. Downton, CRC Crit Rev Plant Sci 1. 183 (1984).

3. Morgan. Aust J Plant Physiel 18,249 (1991).

L Tomos, Water Sei Rev Cambridge University press, 186 (1988).
5. Dure et ul.. Biochemistry 20,4162 (1981).
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Fisiologia Vegetal: Agricultura y Medio Ambiente S3-2

Importancia de las micorrizas en nutricion de las plantas y en la
recuperaciéon y mantenimiento de ecosistemas

J. M. Barea
Departamento de Microbiologia del Suelo y Sistemas Simbidticos,
Estacion Experimental del Zaidin, CSIC, Prof. Albareda 1, 18008 Granadu, Spain

La immensa mayoria de las plantas que crecen sobre Ta corteza terrestre viven asocti-
das, en forma de simbiosis mutualistica. con ciertos hongos del suelo dando ugar a las Ha-
madas “micorrizas” (“hongo-raiz”). El hongo coloniza biotroticamente la cortesa de la
raiz, llegando a ser parte mtegrante de dicho organo. en el que desarrolla un micelio extra-
rratrical que, a modo de sistema radical complementario vy altamente efectivo, ayuda a la
planta a adquirir nutrientes minerales y agua del suclo. De hecho, la simbiosis se considera
Ja parte metabdlicamente més activa de los organos de absorcidn de nutrientes de las plan-
tas. A su vez, la planta hospedadora proporciona nutrientes orgdanicos. asi como un nicho
ecoldgico protegido al hongo simbionte. heterdtrofo. Se reconoce que las micorrizas juegan
un papel clave en la supervivencia de las plantas y en el reciclaje de nutrientes en el ccosis-
tema. Se las encuentra practicamente en todos los suelos v climas de la tierra. S6fo en unas
pocas familias botdnicas (Cruciferas. Quenopodidceas y Ciperdceas) hay especies que no
forman micorrizas.

Es Iégico que fa universalidad de esta simbtosis tnplique una gran diversidad en lo
que conciernc a la taxonomia de los hongos (y plantas) simbiontes. De hecho existen dife-
rencias considerables en la morfologia v fisiologia de tas micorrizas, 1o que permite reco-
nocer unos S tipos diferentes, entre ellos las micorrizas arbusculares. cuya importancia eco-
logica y econdmica estd avalada por su presencia en mds del 80% de las especics vegetales
existentes. Entre otras, son plantas formadorus de esie tipo de micorrizas las leguminosas
herbicecas y muchas letiosas, los cereales, todos los tfrutales v otras de interés en hortofruti-
cultura o en revegetacion de suelos degradados.

En cuanto a4 la formacion de micorrizas arbasculares. se sabe que esta simbiosis se ini-
cia con la germinacion de lus esporas def hongo, o a partiv de otras formas de propdgulos.
tales como fragmentos de rafz micorrizadd, presentes en la mayorfa de los suclos. proce-
dentes de cultivos precedentes. El micelio activado penetra las células corticales de la raiz,
formando estructuras intracelulares especializadas. Humadas arbiisculos. en los que tiene
Jugar el intercambio de metabolitos entre el hongo v la planta. Las hifas del hongo se
exticnde posteriormente desde la rafz hacia el suelo, lo colonizan y exploran mas cficaz-
mente los microhabitats del mismo. A este tipo de micorrizas son a las que se refiere ¢l
presente estudio que, en adelante usard simplificadamente ¢l término “micorrizas”. Con
respecto @ las claves del tuncionamiento de las micorrizas, se puede decir que las hifas
externas del hongo que se desarrollan en ¢l suclo, constituyen un sistema capaz. de absorber
elementos mincrales. Esta red de micelio se extiende varios ¢cm desde la superficie de la
raiz. por lo que las hifas actdan como “puentes”™ que superan la zona de “agotamiento™ en
nutricntes gue rodea la raiz. Su funcion cs critica para la captacion de nutrientes poco

19
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Fisiologfa Vegetal: Agricultura y Medio A 7 “ente S3-2

zico, el patdgeno, el substrato y las condiciones ambicntales. Se dispone de algunos ejem-
plos que apoyan la reduccion v en plentas micorrizadas de los sintomas de enfermedades
causadas por hongos: Phivtophthora, Gacwmnannonive . Fusarinm, Thiclaviopsis, Pvthium,
Rhizoctonia. Sclerotium, Verticillivin, Aphanomyees...oy por nematodos: Rorvienchus,
Pranvlenchus, Meloidogyne. Parece recomendable utilizar conjuntamente micorrizas y
otros agentes de control biologico, desarrollando asi sistemas micorrizos{éricos apropiados
en una aceidn mtegrada {ciclado de nutrientes y proteceion para la plant). En este sentido
hay interés en: bacterias, particularmente PGPR (Pscudomonas, Bacillus. Agrobacterium)
y en hongos: (Trichoderma, Gliocladinm...) habiéndose demostrado que estos agentes de
controf bioldgico que antagonizan hongos patogenos, no lo hacen. e incluso benefician a
fos hongos de Ta micorniza .

Con respeeto a los mecanismos sugeridos para explicar el electo de las micorrizas en
control bioldgico de patdgenos del sistema radical. se han sugerido los siguientes: Mcjora
de la nutricion de fa planta. com  nsacion de dafos, competicion por fotosintetizados,
competicion por sitios de colonizacén/infeceion. produccion de cambios morfologicos y
anatémic s en el sistema radical, induccion de cambios en las poblacions s de microorga-
nismos en la micorrizosfera, activaciéon de los mecanismos de defensa de la planta, La
intervencion real de cada uno de estos mecanismos es actualimente objeto de debate.

Un aspecto importante de las micorrizas deriva de sus efectos en la recuperacion de
ecosl mas naturales degradados. De hecho estudios previos en relacion con las interuac-
ciones microbianas (micortizas, Rhizobium, rizobacterias) han demostrado la (uctibihc d
de su aplicacion como componentes de las estrategias de revegetacion para la lucha contra
la desertificacion. En este sentido se estin llevando a cabo programas de mvestigacion de
acuerdo con los ohjetivos siguientes: (1) Lograr la regencracion del suclo, como conse-
cuencia. de la restauracion de los ciclos biogcoguimicos de los nutrientes y del desarrollo
de la vegetacion adecuada (matorral natural) en “unidades-piloto™ representativas de un
ceoststema mediterrdnco semiartdo desertific o, (2) Listablecer una cobertura vegetal
diversificada y estable. d uerdo con la sue " Hn nataral, (3) Conocer el {uncionamiento
y dindmica del matorral restaurado que permita el progreso de la sucesion. (4) Retener el
proceso crosivo, como medida de conservacion del sistema (suclo-microorganismos-vege-
tacion). (3) Desarrollar una teenologia trasferible. aplicable a programas de revegetacion,
basada en el uso de material vegetal autdctono. producido por macro /o micropropaga-
c16n, con rizosferas/micorrizosteras optimizadas.
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Fisiologia Vegetal: Agricultura y Medio Ambiente S3-3

dos sicmbran un hibrido de maiz ampliamente utilizado en la zona, vy utilizan las nisin s
téenicas culturales. La fertilizacion con abonos quimicos la realizun scgtin sus considera-
ciones con dosis que oscilarn entre los 230 y los 350 kgNha -, aunque en i vonu de estudio
se 1" gan a unlizar dosis mas clevadas, El nitrégeno se miidic en los perfil e suelo antes
de Ta ferfilizact n, mensualnt nie durante e d rolla del cultivo v después de fa coseche.
Asi mismu. @ > w. tealizado miucstreos periddicos de biomasa vodel N absorbido durante el
ciclo de cultivo. Durante dos camparias (1994 v 1996) se han realizedo experimentos con
un discno en bloques al azar para ensayar la ¢ puesta tdilerer ~do de nitrogeno,

Log objetivos y finalidade < del estudio han sido diversos. Fa una primera lase ha inte-
rowo conoc - la dindn e del mirdy on el sistema suclo-) " nta. Ta spust del ¢
vo a la aplicacion de distintas ¢ fidaces de nitrogeno en las series de su~™ mds repre en-
tativas y contrar 1 “ormia de  stablecer recomendaciones de ahonado nitrogenado objeti-
vas en ba * ol métoao def N-min. el cual toma en consideracson el nitrdgeno mineral pre-
sente en ¢l suclo antea de la sier ra. Desde of primer moniente »o han tenido en cuenta
tanto Jas consideraciones ccondmicas como las ambicntales. y cllo ha obligadoa + -
miento lo mas exhaustivo posible del nitrdgeno en forma de nitratos en el medio suclo,
plantay  uu de ricgo).

La gran cantidad de informacion obtenida ha permitido calibrar v v alidar el modelo de
simulucion del crectmiento de cultivos CropSyst. S¢ trata de un modelo eminentemente
mecanistico con una basc {isioldgica importante en Ja mayorfa de los proce sos. pero con las
simplificaciones necesirias pari - omitie redueir ¢l ndmero de pardmetros, lo gue racilita
su uso para aplicaciones practicas  nivel de parcela.

[Los resultades de las simulaciones realiz das con avuda de lo- | neradores meteoro-
logicos han pernutido evaluar para periodos oo 20 ¢n Yos rendimicntes del matz y las pér-
didas de nitrigeno por lavado s 71 condiciones de manejo y tipo do uclos. Aplicaciones
de 200-250 kegNh o parantizan los midximos rendimicntos reduciendo subsiane almente la
con uminacion de nitrdg o (Villar et al,, 1996). Se ha ajustado una curva oo rospuesta o
tos d~ s simulados obteniéndose la dosis optima de fertilizante N como una funcion del
N-nip (0 CLoretal, 1997). Tumbién se ha estudiado Ta presencia de nitratos en las aguas de
ricgo ya que implica una reduccion de tas necesidades de fertilizantes nitrogenados. 11
agua de ricgo en la zona presenta una variabilidad enorme segdn su origen y su contribu-
cion a la nutricidn de los principales cultivos también ha formado parte de los objetivos del
estudio. En el caso del mafz. el ricgo con aguas de azarbe uporta entre un 15 v un 30% de
la extracciones (Ferrer et al., 1997).

- la situacién actual los resultados obtenidos nos permiten concluir que es posible
utilizar el método N-min como base para las recomendaciones de fertifizantes nitrogenados
en la zona, tal como ocurre en otros paises curopeos (Necteson, 1995), que mientras no se
reduzcan en general Jos niveles de fertilizacion utilizados habrd que considerar los aportes
por ¢l agua de riego y que un uso adecuado de los maodelos de simulacion nos permite un
mejor v mis completo andlisis de las opeiones de mangjo. No hay que olvidar la necesidad
de conducir experimentos de campo y en condiciones controladas para estudiar aspectos
agronémicos y fisioldgicos que permitan la suficiente simplificacion o adaptacion de las
53
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Agronomia y Silvicultura C1-1

Determinacion del CHR a través de bandas extensiométricas

C. Pérez de los Reyes, A. Porras Piedra, M. L. Soriano Martin
U.C.LM. Ciudad Real - Espaiu

Con fundamento en los principios de extensiometria, s¢ ha desarrollado un sistema de
deternunacion del contenido hidrico relutivo (CHR) de una planta medido a través de la
variacion de fa resistencia de una banda extensiométrica colocada cn un sensor situado
alrededor del tallo de Ta misma. Dicha variacion emite una sefial eléetricu que. debidamente
amphificada. es recogida v procesada en un ordenador,

El estudio sc ha realizado desarrollando las siguientes fases:

Divefio. construceion y ensayo de un sensor para determinacion de la dilatacion del
tatlo de la planta seguin el contenido hidrico.

Ensayo y toma de datos.

Andlisis de resultados.

Programacion automatizada del ricgo segin fas necesidades hidricas de 1a planta.
Lntre las conclusiones obtenidas son de destacar lus siguientes:

El sensor desarroliado permite establecer contacto con la planta v usar la scrial efée-
trica por ¢l producida para iniciar y detener ¢l ricgo automidticamente. Ademas tiene
un precio reducido.

El didmetro de la planta disminuye al hacerlo Ta humedad del suclo, legando a un
valor miimo correspondiente al punto de marchite: permanente.

El didmetro de fa planta aomenta al hacerlo fa temperatura, ista influencia de la
temperatura sobre el didmetro del tallo disminuye a medida que el suelo se seca.
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Agronomia y Silvicultura C1-2

do (CDW y con ¢l n¥ de espions por m” (NES), asi como los bajos valores de correlacion
entre los fnawces que expre 1 L neiencia folosintética (I/LAR y G). También se destac
que Jos va sres de corrclacidn cntre el peso de de los granos (PMG) y la cosecha (Y) son
muy bajos. "istos 17 ultados concuerdan con los de por J.M. Ramos v L. Garcia del
Moral en los cultivos de sceano de Andalucia en diferentes trabajos publicados en anos
precedentes.

Ref: Ramos. IMC 7 " Morall Ly Recalde, T (1983): =\ ive growit of winter barley in rela
tion *o cnvironmenta] condition and grain yield™. J. wpric. Sci (5 kR 104, 113-410
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Agronomia y Silvicultura C1-3

Las parcelas trabajadas mediante ¢l L.T. y la S.D. dicron mavor rendimiento-que las
de L..M. Ademids sux plantas exportaron mayor cantidad ¢ » N, debido al mayor rendimicento
mas que o mayores poreentajes de N en planta v grano. Sc observa que de los tres compo-
nentes del rendimiento (espigas/m?), granos/espiga y peso de 1000 semillas) las mayores
diferencias se producen en ¢l n® de granos/espiga y en ¢l n® de espigas/m?, ambos pardme-
tros son favorables para la Sy el 1.1. ¢n comparacion con el LM, Lin ¢l caso del T.M.
en ¢l momento del espigado <o contd el mayor n® espigas/m? de los tres tratamicntos redu-
cténdose fuertemente al He_ar a la madurez (34% de reduccidn respecto al inicio). en la
S.D. (254} y sobre todo en ¢l L.T. (2%) las reducciones fueron sensiblemente menores.
[gualmente en la madurez la biomasa (en gr. peso scco/m-) vy el poreentaje de biomasa no
fotosintética indican que al final del ciclo de cultivo las plantas de las parcelas de .M.
estdn sufricndo una carencia de N en comparacion con la S.D. y ¢l LT, (cn ambon casos se
obscerva mayor biomasa y menor biomasa no fotosintética gque en el LML), Tras - [ andlisis
de estos datos sobre el desarrollo de la planta y conocer los resultados sobre los contenidos
iniciales v finales de N en el suelo se llega la conclusion de que el L.T. y la S.D. no han
aportado mas nmitrogeno, sino que se lo han proporcionado a la planta mas adecuadamente
que ¢l L.M. Pero el L.T. produce importantes perdidas de N del suelo, puede comprometer
su disponibilidad futura y factitar Ja contaminacion de las aguas con nitratos.
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Agronomia y Silvicultura Cl1-5

Identificacion y analisis genético en variedades fruticolas del género
Prunus mediante marcadores RAPDs
B. Baluguer , R. Aznar % E.P. Lorences **
Comercial Téenica v Viveros, SA (COTEVISA), L 'Alcudia (Valencia)
*Dpto. Microbiologia. Fac. CC. Bioligicas, Univ. de Valenciu

Dpto. Biologia Vegetal, Fac. CC. Bioldgicas, Univ. de Valencia

La diferenciacion de variedades fruticolas por caracteres morfoldgicos o por sistemas
isoenzimaticos 1o conduce. en la mayoria de casos. a una identificacion incquivoca, debi-
do en el primero de Tos casos. al limitado namero de curactertsticas morfologice s v oy el
seeundo. a la falta de suficiente polimortismo para discriminar entre variedades, “.om’
en ambos casos la expresion de dichas caractertsticas morfoldgicas se ve arccuda tamo
por factores propios del desarrollo de a planta como por fucte. s ambientales. I:in los dlti-
mos afios, se hun desarrollado multiples téenicas moleculares basadas en ef DNAL wles
como RI'LPs (Restriction Fragment Length Polymorphism) RAPDs (Random Ampaoaed
Polymorphic DNA). \FLPs (Amplitied Fragment Length Polvmorphism). V NTRs
(Variable Number of “andem Repeats). con las que se generan patrones o wacteristicos ¢
varicdad, a modo ¢ » codico de barras™, que permiten estudiar la variabilidad genética ¢
incluso identificar varicdades frutfeolas estrechamente relacionadi o mas. independien-
temente de factores ambientulc 5. estadios de desarrollo o del tipo de e, ido a analizar, Lsto
rosulta de suma importancia para < acctor viverista, dado que gran parte de su sC

ara en la wdecuada catalog wion v 20 o de las distin variedades, de tal modo que
la identificacion de Tas misi o se realice de vorma incquivoca asceurando ast la exclusivi-
dad de las patentes.

il ohjetivo del presente trithajo ha sido Lacarac zacion ¢ ide e eion de v arteda-
des fruticolas d I "nero Prunns que actualmente se « wdn vroduciendo y comer ) ndo
en la Comunidad Valenciana, mediante la Veacion de la " nica RAPDL T Ta o itac-
cion de los DONAs Je Tas distintas variedades, se ha Hevado o cabo ' maphificicion a:
de éstos. utilizanao 1 reaccion en cadena © " polim e+ badores de . ecuencic urhi
traria (10 bao ). Tras L separacion de los fragmentos de DNA amplificados ng
~arosa y osu tneion en bromuro de ctidio s¢ han o ullizado los patrone de bandis,
NMocaaante un sistema de andlisis de imagen se han e istraoo Tos perfiles a0 obtenidos, To
g~ ha per 7o erear un banco de datos y comnuarar los “patrones RAPDS™ de ensavos
indenendientes.

Sc han robado un total de 40 ¢ dores, we o cuales se han selecctonuds los s
adecuados para cada un~ le Jus v spect ana' zades. dando como resu” do L ob encetd
de patrones espes1oos v la dife. enciacion de cost It totalidad de 1os variedades - dia
das. Por un 'ado, aichos patrones constituyen ¢l = Adivo de barra 7 que identit. oo cuda
varicdad. as  arando el origen de b misie - Por oo Tado, se inausidn en el b co de
dato permitir’ liferenciar vaniedades no registradas. y - cblecer las reliacio ox eendéli-
cas « 1.2 cllas.



/ Y R . [ e o
v N '
i
!, ’ t
N e “ . ¢ .
[ 8| , L [GERARRTE ~ o I
1 acl TRTTCR AN | N ol 2 e ndo e o
' RN S G TG T
RIS cooss ollar e Mo s o A NG e B0 vl
RS YU < 1l meoo T Taod “ B
Moo T sa as T O TR PO | P11 P S
e P O £ o
CXI e s : oll ~ - lwdo I 4~k ragts deo -
TAJAR  erndan oochs ado wos viees o Tt T ST ol v apl
ol oo, vudd autdcona a1 SUroScu tue T eamp cpern en ks
S0 Co N we o viticudoe s Indicaues, dura o aflo o ot on Tos vl ndentos
requis os ol Gtz valempe v ernodo vosetudvo ~ o Imictat 1 et -
HLOINOS T e b1y e Cadi ton W e L THEHSLD W o cieean T AR e
Co w0 cociadodios, com, ando o Itados con piantas sin e i nto
10 aminoacide
LOS e U Ok untin a que inden  Zomicine s d 1At niento o no con g il
doss der v oo ace ideradas producen deser os apor we o de o mivaes de ¢ o-
rGoada v clorofile o ol Gawon G mataaeer al Lo d ceT oy iivo. ni dn-
Dy de valores comprend” s on 5000 5507 - ymide ¢ onlia v e 250 -3000 s
we clorofile o en Ta prnerd iccha de dieenacd Govae o onte e 300-600 pros v 200400
wm e lor L voorespediivam en ladlu nede mue e cun 0l
Code ue Loty croes i fiese Nooob i to v L L aes s e L
v AT N H (. " e n oK

66



Agronomiya y Silvicultura C1-7

Diferencias varietales en la tolerancia a la salinidad en girasol

J.M. Quintero, M.C. Blanco y M. Benlloch
Dpio.d- Aeronomia, .T.SATAM.,
Universidad de Cordobu, Apdo. 3048, 14080 Cordoba

Se considera al girasol como una especic moderadamente tolerante a la salinidad
(Bowling v Ansari. 1971). dotada dc mccanismos de exclusion de Na™ que evitan la acu-
mujacion de dicho ion en fa parte aérea (7 essant y Marschner, 1978). Se ha sugerido que la
alta capacidad d discriminacion del sk * ma transportador de K* en presencia de Na' que
presenta la rafz de girasol, pudiera estar relacionada con Ia tolerancia a la saliniuad de
dicha especie (Benlloch y otros. 1994),

En el presente trabajo se ha analizado 1a respuesta a la salinidad de tres cultivares de
girasol. cultivado  :n contenedores con suelo artificial, a los que se aportaba una solu-
cién nutritiva enriquecida. en 10s tratamicntos salinos. con CI v hasta una concentracion
de 50 mM.

Los resultados obtenidos indican que existe variabilidad en la tolerancia a la salinidad
dentro de esta especie. La mayor tolerancia se ha observade gue estd relacionada con la
mayor capacidad de evitacion de la acumulacion de Na n ¢ hmbo de 1 hoja. Aunque [
mecanismos de exclusion Na™ mi » ¢ cientes deben de estar localizados en Ja ras v esle
trabajo también se ha pucsto de manific 1o que la acumulacion de Na* en el tallo del gira-
sol puede contribuir i {a eacJusion de Na - del limbo de 1a hoja.

Benlloch. M.. Ojeda. M. AL Ramos. I Rodin, 2 Nav o AU 1063 Plant and Soil 1660 117-123.
Bowting. D. L 1. Ansari. Ao Q. (1971). Planta 98: 323 329,
Lessani, L, Marschner, M. (1978). Aust. J. Plant Phy 1ol 50 27-37.
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Agronomiiy Silvicaltura C1-9

Caracterizacion isoenzimatica de 46 lineas puras de gisante
(Pisum sati-  n) procedentes del noroeste de ~ Peninsul =~ . " a

M. Varcla™* A. M. de Ron®, J. Herndndez-Nistal %%
® Mision Bioldgic ¢ Galic'a v o seio Superior de .. ctivaciones Cientificuy
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Agronomia y Silvicultura C1-10

vamente. Es importante destacar que dicha variabilidad gendética no se corresponde con
variaciones morfol6gicas apreciables entre los tdxones analizados de esta especie.

* Inicialmente se considerd la posibilidad de que el estudio realizado permitiera una
caracterizacion genctica ligada a la presencia de currascas o quejigos en un determinado
piso bioclimdtico. Los resultados obtenidos no permiten alcanzar conclusiones definitivas
en cste sentido.

Dada la frecuencia de hibridaciones ¢ infrogresiones que presentan las cspecies del
género Quercus, podria ser de gran interés realizar estudios comparativos de curactleres
genéticos y morfolégicos, o hien utitizar éstos para llevar a cabo una seleccién de mucs-
tras que analizadas genéticamente pudieran ofrecer datos acerca del tlujo genético inte-
respecifico.

Del Castillo Arudo I .. Gavidia I, Péres-Bermides P, Segura T (19951 Bio Techniques 15: 766-768.
Stewart CN, Via LI: (1993) BioTechniques 14: 748-749.

Investigacion subvencionada por Institueid Valenciana d'Fxtudis 1 Investigacié (Proy. 073/002)
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Agronomia y Silvicultura . C1-12

F.fectos de los plaguicidas sobre el crecimiento in vitro en el género
Lactarius

*M. Marin, *L. Garcia, *M. lbarra, I. Pardo y S. Ferrer
¥Comercial Técnica v Viveros, Apdo. Correos 92, 46250 L Alcidia. Valenciu
Dept. Microbiologia i Fcologia, Univ. de Valencia, 46100 Burjussol, Valencia

Las especics del género actarius son hongos cctomicorrizicos, algunas de sus espe-
cies forman los cucrpos fructiferos conocidos como niscalos o rebollones, de alw intercs
econdémico y culinario en nuestro pais. Las micorrizas que forman cstos hongos. son
estructuras simbiontes formadas entre la rafz de una planta vascular y un hongo micorrizi-
co. Lsta simbiosis ayuda al desarrollo de fa planta, al aumentar fa super(icic de absorcion
de las raices y a protegerla {rente a auqum de patdgenos; ayudando a mejorar la tasa de
supervivencia en las reforestaciones.

En la produccién de plantas para reforestacion, s prdctica habitual durante la fase de
vivero la utilizacién de herbicidas y fungicidas. Por esta ruzdén, se ha testado la sensibilidad
in vitro de cstos hongos ectomicorrizicos frente a plaguicidas de uso comtin en vivero. Se
han cmipleado productos con diferentes materias activas y modo de actuacion. tunto sisté-
micos como de contacto. Interesaba aquellos que cumplicran mejor su funcién y que ade-
mds no fueran nocivos para la micorriza.

Las especies del genero Lactarius estudiadas fucron: Lacturius deliciosus. L. hepari-
cus, L. suinguifluus 'y L. chirysorheus. En la especie Lo deliciosns se estudiaron tres cepas
difcrentes y en el resto solo una cepa. Estos hongos cctomicarrizicos fueron cultivados en
medios de cultivo sélidos con diferentes concentraciones de cada uno de los herbicidas y
fungicidas utilizados, llevindose a cubo un segmimicato del crecimiento miceliar de cada
especie frente o su crecimiento sin plaguicida. asi como el rendimiento miceliar {inal obte-
nido en cada uno de los cusos. En la mayoria de los casos. el efecto inhibidor de los herbi-
cidas sobre los hongos ectomicorrizicos ¢s mayor que ¢l efecto producido por los fungici-
das. Sc ha ohservado que alguno de los plaguicidas estudiados estimula ¢l crecimiento res-
pecto al control en atguna de las dosis estudiadas. Se ha encontrado variabitidad de res-
puesta a los plaguicidas entre las diferentes especies de Lactarins cstudiadas, asi como,
dentro de las copas de L. deliciosus.
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Agronomia y Silvicultura C1-14

Métodos fiables y eficaces para el analisis de la composicién polisacari-
dica de residuos de origen vegetal*®

D. Rodriguez, P. Portela v P.P. Gallego
Lab. Fisiologia y Biotccnologiu Vegetul, Fue. Biolc :la-CC del Mar,
Universidad de Vigo, 1.-36200, Vizco

En la localidad de Lourizdn (Pontevedra) se ubica una fibrica de pasta de papel que
utiliza como materia prima madera de Fucalipto plobuluc Labill. Las aguas residuales
eeneradas en las distintas ctapas de produccién se somet n a una serie d  proc. os de
depuracién con objeto de reducir su carga contaminante. En [a actualidad. o 9roc sos
incluyen primeramente un tratamiento hiolégico de baja intensidad en un sistema seriado
de lagunas para la eliminacién de los ¢fluentes de condensados y de blanqueo. seguido de
un tratumiento en la Listacion de Depuracidn de Aguas Residuales (IIDAR) junto a los
efluentes de produccidn. donde los residuos sélidos son concentrados y prensados recibien-
do el nombre de pasta residual (PR).

Las grandes cantidad.s de pusta residual (5-9 t/dfa) obtenidas tras los procesos de
depuracic 1 de efluentes constituyen una compleja problemadtica ambiental. Asi a4 [a gran
cantidad de cspacio necesario pari su almacenaje. se une la falta de métodos adecuados
para su rcutilizacién, sicndo hubitual su utilizacion en la nivelacion de terrenos o su incine-
racién. No obstanie, estos residuos ricos en polimeros cstructurales de origen veveltal, cons-
tituyen un recurso de gran interés bioteenologico, pudiéndose utilizar como complemento
para la albuentacién animal, en la produccion de disolventes orgdnicos, cte. En colabora-
cién con li 5 7 _ s de Bioquimica y Biologia Animal, hemos llevado @ caho una biofrins-
formacion de estos residuos mediante procesos de vermicompostaje, sicndo la PR acondi-
cionudi con purin de cerdo (PCJ. empleado como fuente de nitro no.

Los objetivos de este l'.]':lhilj() han sido: 1Y la puesta a punto dv métodos tiahles y efica-
¢ s nara ¢! andlisis de la composicidn polisacaridica de estos residuos de origen vo_ tal y
11) caracicrizacion de los polisaciridos. Pura cllo muestras de PR, PC y una mezcla de
amhog 74:1; p:p) denominada mezela inicial (MI), se hon  2c wizaron en etanol 80% con
obj 10 de favorecer la precipitacion de los polisacdrio, s constituventes. EI homogenado se
hidrolizé quimicamente cn medio acido en difcrentes condiciones A: 3 h a temperatura
ambiente y 2°5 h a 100°C: B: 1 h a temperatura ambiente y | ha 121°C; C: 3 h a tempera-
tura ambicnte y 1 ha 121"Cy D: | h a temperatura ambiente en bafio de ultrasonidos y 1 h
a [21°C. Los resultados obtenidos mostraron grandces diferencias entre [os contenidos esti-
mados en azidcares totales para [a PR ¢n los cuatro métodos. Asi, mientras con el método A
se obtuvieron 500 py de uzdcares por mg de fraccion polisacaridica, en B, C y D se consi-
guicron increnicntos con respecto al anterior del 52, 60 y 9577 . respectivamente. 1.a MJ se
comportd de forma similar a la PR, con incrementos con respecto al método A del 52, 55 y
729 . Por su parte, las mucstras de PC respondicron mds homogéneamente a [os distintos
tratamicntos hidroliticos, con cantidades que oscilaron entre 300-370 pg/mg. La compara-
cion de cstos resultados demostrd yue el método D era ¢l mds cficicnte para conscguir una
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Agronomia y Silvicultura C1-15

Anadlisis de residuos de origen vegetal de la industria vitivinicola.
Composicion de la uva de Albariino*

R. Rodriguez y P.P. Gallego
Lab. Fisiologia y Bioteenologia Vegetal, Fac. Biologia-CC del Mar,
Uiniversidad de Vieo, 1.-36200, Vieo

La enorme produccién de residuos. y sobre todo su acumulacién, [leva consigo una
progresiva degradacion del Medio Ambicnte. Fstos residuos pueden proventr de cualquier
actividad pero, desde un punto de vista de reutilizacion industrial, los mds importantes son
los denominados “biomasa residua!™. por cuanto son generados afio 4 afio (1.0pes Sastre ¢t
al,, 1994). Entre ellos. los residuos agrartos adquieren cspecial relevancia, debido a L gran
actividad agricola de nucstro pais. Lin este (ribajo, nos centramos en el anilisis de residuos
de origen vegetal que genera L industria vitivinicola.

Generalmente se conoce como bagazo ul residuo sélido que resulta del prensado de la
uva blanca, y constituido por raspones. hollejos y pepitas. Dado gue tras cada vendimia se
producen grandes cantidades de estos residuos serfu recomendable su aprovechamiento
(combustible, fucnte de aceite o aleohol, fibra vegetal, cte.) mas que su pobre utilizacidn
como abonos o material combustible. Para saber cual puede ser el método mejor y mds
econdmico de utilizacién del mismo, hemos realizado un andlisis cuantitativo del bagazo
producido de la uva de Albariio.

El andlisis del bagazo puso de manifiesto que ¢s 1a pepita el principal componente de
este residuo (39% 1, mientras que ¢l bollcjo representa el 3477 y el raspon ¢l 26%. Hstos
datos apunfan a diferencias importantes con respecto a estudios previos realizados sobre
otrus varicdades de uva (Lapez Sastre et al., 1994), lo que nos permitivia ajustar a este ciso
concreto de uvas de Albatiio, lu utilizacidn de un método para su biotransformacion difc-
rente del empleado en esas otras variedades. A continuacion, se ha realizado la determina-
cion del poreentaje de fibra total o alimentaria de tos mismos sicndo ¢l contenido en raspén
del 13.22+2.77%; hollejo 9.93=0.57% y pepita 37.51x1.75% . Estos resultados de nuevo
revelan diferencias con estudios previos realizados en otras variedades ({gartuburu et al.,
1987), y abren una via para su utilizacidn como fuente de fibra vegetal.

En la actualidad se estid Hevando a cabo una serie de estudios de caracterizacion de
estos materiales para cstablecer su riqueza en protefnas, grasas, carbohidratos totales. y
otros productos de creciente interés tales como resveratrol, taninos, cte...

[ aruburu, J. Mo M ez, G Me " LY v, Tmdoc B Roc o =l i T 1987, A cares y fibrio de
¢ 0 uctos agricolus. I Az vy fibraen™  mili T ouoaPaomino. A 3y Goowe 3800222

Leartuburu, J. M., M: ©GM.L Monte JALT mdo, EL R g =Lut FoOO8T Azice ciy w0 a
de subpreductos aorfee [T *zdeares y fibraene ™ 7 7 vaPal inoso L cites y G L 380323 L

I.6pez Sastre J. AL Coca P.L., Paunero, A, 99 ). La uiili Mmoo rede tox de la indasirid vid-

vinicola en Custilla y L~ 1. sewr 1acado de Publicaciones de la Univ - adad de Vallad.. .

w ‘rabajo ha <ido neiado por Iz Txma. Diputacion de Pontevedra (CO-019-96) y la Universidad de
Vigo (64102C5006). ’
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Agronomia y Silvicultura ' C1-17

Influencia de diversas técnicas de control de competencia herbacea
sobre la produccion de biomasa de Pinus halepensis Mill

S.Hernando. C. Lamsfus, E. Eraso*, PM. Aparicio
Departamnenio de Ciencias del Medio Natural, Universidud Piblica de Navarva, Campus
de Arvosadia s/n, 31006 Pumplona ( Navarra)

* Departamento de Agricultura, Ganaderia y Alimentacion, Gobierno de Navarra

El uso de herbicidas como método de control de la competencia herbidcea en las repo-
blaciones forestales no estd nuy difundido en Espana. Las causas de la escasa utilizacion
pueden buscarse en la baja selectividad de los productos utilizados, en el desconocimiento
de dosis y ¢pocas de aplicucion, degradabilidad de los productos y unu escasa diferencia
entre la ejecucion mecdnica y quimica (Serrada, 1995). Ef éxito de Ta forestacién de terre-
nos agricolus recientemente abandonados estid comprometido por la densidad de la vegeta-
cidn adventicia. La homogeneidad fisiogrifica de este tipo de terrenos hace que sean ade-
cuados para la cxperimentacion de cstos productos.

En este trabajo se muestran los resultados de la produccion de biomasa de Pinuys hale-
pensis Mill. transcurrido un afio desde su plantacion sobre un terreno agricola del Valie
Mcdio del Iibro. Se ensayaron tres téenicas de control de la vegetacion competidora:
empleo de aperos tradicionales como el cultivador agricola, acolchado pléstico de una casi-
Jla de 60 x 60 cm alrededor de cada planta y aplicacion de hexazinona en una dosis de 2
kg/ha, herbicidu selectivo para coniferas. Listos tratamientos se combinaron con ubos
invernadero y lu adicidn de un polimero acumulador de agua en el hoyo de plantacion.

Los tratamicntos con acolchado plistico se han mostrado incficuces en ¢l control de
las malas hicrbas, lo que ha alectado negativamente al desarrollo longitudinal y produccién
de biomasa adrea en las plantas de pino. El herbicida ha controlado la vegetacion de forma
muy clectiva no detectdndose diferencias en cuanto @l crecimicnto respecto a los tratamien-
tos en fos que se paso cl cultivador.

Se ha observado un ctiolamiento de los pinos erectdos en tubos invernadero asi como
una ramificacién anormal respecto al resto de los tratamicntos.

Serrada, R (1993): Posibilidades de utilizacion de fitocidas ¢n actividades jorestaics. Actas de la Sociedad
Expunola de Malherbologia. Hucscn
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Agronomia y Silvicultura C1-19

Acclimatization of Woody Species: Chlorophyll Fluorescence as a
Physiological Marker of Light Availability

L. F. Carvalho,') M. L. Osério,*' S. Amdanciot!
(NDept de Botinica ¢ Engenharia Biologica, PDept de Engenharia
Florestal, Instituto Superior de Agronomia, UTL, 1399 Lisboa

In vitro culture of plant tissues is made under controlled environmental conditions, in
what concerns physical factors (tcmperature and light), hormonal, nutritious and sanitary
factors. It is used. among other applications, in plant clonal propagation, which has coun-
tless advantages when compared to in vive propagation. Nevertheless. a large number of in
vitro produced plants doesn’t survive when transferred to field growth conditions. It 1s
necessary to submit them to an acclimatization period, defined as the natural process
through which plants can adjust their physiological processes to the changing man-contro-
lled environmental conditions. The manipulation of environmental factors (c.¢. nradiance
and photoperiod) has obtained good resulls, both in the reduction of the acclimatization
time and in the increase of survival rates.

This trial tested the usc of two light intensities (150 pmol.m™2s! and 300
wmol.m™=.s 1) during a 6 wecks acclimatization period. Treatments were studied through
growth analyxis, chlorophy(l content measurements and fluorescence purameters.

Chlorophyll fluorescence is an indicator of photosynthetic reactions that take place in
the chloroplasts of green plants. The relationship between chlorophyll fluorescence and the
mechanisms of photosynthesis have been widely studied since Kautsky discovered that
fluorescence intensity in green fcaves displays charucteristic changes upon illumination
(Kautsky effect). Fv/Fm refleets the maximum efficieney of clectron transference to the
photosysteny 1T (PS IT). Fv’/Fm” indicates the efticiency of opened reaction centres. Genty
parameter corresponds to a mcasurement of the yield of photosynthests and can be obtai-
ncd from the fluorescence in the steady state (1) and Fm'.

Fv/Fm presents a tower value at the end of the treatment which was submutted to a
higher light intensity. which can show a lower efficiency of these leaves. Genty parameter
shows significantly higher values on the lower light intensity treatment, which means that
PS II yield is higher on this treatment. Light intensity also influences Chlorophyll quantity,
which is higher on the lower light intensity treatment. Plants acclumatized at higher light
intensity invest markedly on root formation on the first week of growth. This scems to
indicate a slightly different early growth strategy, that is, at higher light intensity, plants
seem to accumulate higher quantitics of assimilates in the roots.

81



. .
. ‘
- - l
) !
. - . oo
e S v d
IR A T v '
I - Q1
. ' ( mole o w! - 1«
. ! - e ' ool
l\ A ‘ } 3y - - - -
) L 3 A S A N i ey s -
" Lot 1 \
| N { " vy 0 TR Qe
. G e o - . - . Lo ' . f
T I iv N -
oo e UM w0 v e S TR R N | PR N I T AT o

e <L iz Lovn one T Lo

0 S 7 uron S Geooseitt gl rnle oA ool a Lt
i ' T R 16 O . cen e o SO Gl Gl
Couldiuies G« s uodl DIE 1S valia Cioacouc uciun ac

T acl” .2 Cefcet o Il Ldoscasicanzaran e 0 e
TV ‘0 wid” e nlon oA Q0 oves unar 0 T a T

NI Corrols o Lie A LEpace 00 0Pt cmaren. o o ura,
acttof O (¢ ac ooy o i

N, r ¢ i o> 0 1l
UV i w Cw wnadel o we Ger L Lk w ¢ Nu NI ot

L) oY - 3o b e owon ot TR
.L [T NUNN K i w O il Ot uus Lo T . / \ . ( S
on 10, 0 T Ty Sede moomb L L eonee wedn we Koo
Do U y(Pe . meror Yy T ot s artas oo T Tror NS

N S re LD L Uyl UC.. sbsoreidn do i e O, Prove-
ok s 7ol lecw - del mer--ceca e *- ; '
Y ORI OU 3t U T TP . I
\ ! o SIOL ums 4900 0 ),
i \_,\,. . . !




Agronomia y Silvicultura C1-21

Evolucion estacional de parametros hidricos y de intercambio gaseoso
en una plantacion de encina (Quercus ilex 1.) micorrizada

M. Pardos’, A. Royo®, J.A. Pardos®
! Area de Selvicultura v Mejora Forestal, CIFOR-INIA, Ap. 8111, 28080-Madrid
2 EIST Montes, U.P.M., Ciudad Univeryitaria s/n, 28040 - Madrid

La disponibilidad de agua y de nutrientes constituyen dos de los factores limitantes en
las formaciones arborcas mediterraneis. De ahi la importancia que ticne ¢l desarrollo de un
sistema radical fisioldgicamente vigoroso, bien micorrizado, en plantas producidas en
vivero, mixime cuando {a forestacion se rcaliza en terrcnos agricolas abandonados, cuyo
uso continuado genera un empobrecimiento del suclo. La profundizacién en el conocimien-
to de los procesos fisiolégicos desarrollados bajo condiciones de baja disponibilidad de
agua y nutrientes permitird mejorar las labores culturales, tanto durante la {ase de vivero
como tras su establecimicnto en campo. ‘

"En este estudio se aborda el comportamiento de encinas (Quercus ilex L.) de res y cuatro
savias, micomrizadas en vivero con Tuber melanosporii, durante un periodo vegetativo (mayo
a octubre 1996) a través dc 1a evaluacién de pardmetros hidricos y de intercambio gaseoso.

La plantacién, realizada a marco cuadrado de 7m, ocupa una superficic de 20 ha en
un terreno pedregoso y de escasa pendiente, anteriormente dedicado al cultivo de cebada,
situado en la provincia de Teruel, en ¢l término municipal de Teruel, a 1.100m de altitud;
con temperatura media durante el periodo vegetativo(mayo a septiembre) de 18,3°C. y
media, media de las mdximas del mes mads cdlido y media de Tas minimas del mes miés {rio
de 11.7,29.9 y -1,6°C, respectivamente y una precipitacién media anual de 385,5 mn.

Se establecieron cuatro blogues rectangularces de 140m™ de supetlicie. con cuatro filas
de cinco plantas por bloque. Sc realizaron un total de cinco mediciones, imicidndose a funa-
les de mayo y repitiéndose en los meses siguientes con una periodicidad de 26, 35,40 y 41
dias. En cada fecha e practicaron las siguicntes mediciones: potencial hidrico de base y
potencial al mediodia. medidos en hojas aisladas con una cdmara de presion; parametros de
intercambio gascoso (transpiracion, fotosintesis. conductancia estomatica al vapor de agua,
concentracién interna de CO,), medidos con un analizador de imdgenes por infrarrojo
(IRGA), modelo portitil; y temperatura y humedad del suelo a 20 ¢m de profundidad,
medidas con una sonda térmica y un TDR, respectivamente. También se determinaron a
posteriod la relacidn entre fa concentracion interna y la externa, la cficicncia en el uso del
agua y la eficiencia intrinscca en el uso del agua.

Los resultados indican que a pesar de la escasa precipitacion anual de la zona, la fre-
cuencia de tormentas durante los mescs de verano permitio a las plantas mantener poten-
ciales hidricos de base relativamente altos en dicho periodo (-0.55 MPa en julio), que baja-
ron al final del periodo vegetativo (-0,76 MPa, en octubre). cuando la temperatura del suelo
habia descendido a 10,6" C y la humedad era de 16% (en volumen), tyente a los valores de
temperatura de 16° C y de humedad de 11,2% medidos en julio.
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Agronomia y Silvicultura C1-22

Cre-  :nto e intercambio gaseoso de F. sylvatica ¥..y Q. petraea
(IViatt.) . en ¢l “Hayedo de Montejo dela S 21 ra” (Mao ")

s

L Aranda, F. Pardo, L. Gil y J.A. Pardos
Unidad de Anaromia, Fisiologia v Gendrica Forestal, Departamento de Silvopasciculdtura,
E.T.S.I. Montes, Universidad Politécnica de Madrid, 28040 Madrid

Las hayas (I, sylvarica L.) y los robles alb: Q. petraea (Matt.) Lichl.) son espe-
cies con una amplia drea de distribucidn er Zuropa. i la Peninsula Ibérica tienden a ocu-
par ¢! piso montano de los sistemas montaficaos del Norte, aparecicndo de torma mds espo-
rddic 1 en el Sistema Ibérico, Ayilon y Sistema Central. Montejo de fa Sierra en Madrid,
constituye una de las localidades mds meridionales de 1a Penfnsula Thérica donde ambas
cocxisten. Dicha posicion geograflica hace que dichos hayedos ocupen una situacidn inter-
media entre la vegetacion de cardcter ibero-attintico v la tipicamente mediteredne:.

En el presente trabajo sc resumen los datos de crecimiento de hayas v robles albares
en el Hayedo dec Montejo durante un periodo de 25-30 ailos en dos rodales mixtos. con pre-
sencia de otras especies niesafitas (acebos, cerezos, serbales. cte...). Uno dominado por ¢l
b1 (45.8% de los pies), ¢l otro por el roble albar (64,9 de los pie ) 1.a los anos 1993,
1994 y 1995 sc¢ realizé un scguimiento del intercambio ¢ scoso y €' stado hidrico de las
dos especies en el primer rodal. El crecimicento radial <o establecid a purtir de muestras
extraidas con barrena Pressler en diez drholes por espr i a una altura de 1,30 m. y poste-
rior medida de los anillos. T.as medidas del intercambio gascoso y ¢l ¢stado hidrico de
hayas y robles durante los tre 5 afios se realizaron en una torre situada en el rodal 1 que per-
mitid ¢l acceso a la parte < crior de las copas.

Los resultados ponent de manifiesto que condiciones ambientales cxtremas como las
heladas ti dias (primavera de 1995), 6 tos perindos secos (anos 1994-1995), inciden de
manera acentuada en las dos espeetes. Tante ol ere intiento radial. como ¢l intercambio
gase0so, mostraron una disminucién en touo cf pc 1odo, mds acentuada cn el afio 1995,
Durante este Gltimo se registré una helada tardfa que redujo el indice de arca foliar en mds
de la mitad en el rodal dominado por hayas (5.64 cn 1994, 2,19 en 1995). Las hayus, de
brotacién mds temprana. acusaron en mayor medida dicho fendmeno. El efecto de la
sequfa, evaluado a través de la humedad del suelo, se suma al de las heladas. Asi se obser-
va que la fotosintesis disminuye en el haya en el afio 1994 y en haya y roblc en el afio
1995, afio en el cual coinciden sequia y heladas tardias.

Como conclusién sc puede cxtraer que hayas y robles se ven afcctadas por los rigores
climidticos extremos {(continentalidad y mediterrancidad) propios del cnclave estudiado,
aunque la primera posee una mayor sensibilidad 4 estos factores.
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Leofisiojogia C2-1

Estrutura e intercepcao da PAR em Cistus crispus L., C. salvifolius
L. e C. ladanifer L.

L.P. Pereira, M.P. Simdes e L.C. Gazarini
Departamento de Biologia. | i rsidade de I'vora, Apurtudo 94,
P-7001 I..ora codex

I'studou—se a ¢« ..rutura do coberto em Cistus crispus. C. salvifolivs ¢ C. ladanijei ¢
interccpgio da radiaciio {otossinteticainente activa (PAR. 400- 700 nm) em Marco de 1996,
na regido Alentejo (Portugal).

A estrutura do coberto foi analisada pelo método do corte estratificado (Monst ¢
Sacki. 19533), ecm dreas de 50x50 cm e cstratos de 10 em. A fitomassa obtida foi ~¢j n da
em biomassa e nccromassit, tendo—se determinado 0s pesos secos de todos 0s componentes
e us dreas projectadas das folhas e caules. por estralo ¢ espéeie.

Para descrever a estrutura vertical foram ainda quantificados o8 seguin(es pardmetros:
indice de drea folizr (1.AD. indice do drea fo .. inteticamente activa (GAT. indice de drea
da planta (PAT  densidade de drea foliar (LAD).

Para a 0 _acio de pertis verticais didrio de mtercepclio da PAR, mediu- s¢ o frans-
missao da radiacdo solur utilizando um medidor de luz portit., (ceprometer). ¢ dois pon-
tOs por estrato ¢ € ipécie.

Quantificou se u intensidade relativa da PAR ao tongo  cada peritl vertical ¢ calcu-
laram se 0% ¢ Tcio it x de extingio (k).

Ancsar da v nag - de distribuig o do 1 assa fotossinteds Covae ndo -
VA BT NS L AUNLE L b ue weneeies Wdiminuindo a primeira ¢ aumentando ¢ o de do
lopo p bose), Cocrispus, Cos 107 e e Coladen 5 20 ey s Toomassa totald,
62372, 12125A¢ 1139.80 - nwpe tivanr

O AT e o FAD anresentam valores mais elevados nos ¢ w0s superiores, diminuimdo
cmdi c¢oaonivelbde o 1 de Tseimo ComTaceniw docm Coerisoes, no qual @
me  osupeior copas 20 em). que inclul 744 da drea foli rototal, ¢ e ponsdvzl

ey ing 0 de X7 e diu PAR. En Cosohv Dlins, 6 d AR ¢ winguem se dos 20 ac SN em

(- radacopa teual a 60 cm) onde ¢ w oy compr didos T2 v dda i’ “ohar totel. enquanto

em C. ladani:eir os cstratos de 20 @ 80 vin (aliura do copa igual a 100 ecm). com 73% da
drea " e 7 loaor. one v s mela extine o de 60 ¢ da PAR.
Os valores do coeficiente deex w0~ 0 1o, 0.8 e 08 para ¢ folius, C. lc ' -

fer ¢ C. erispus, respectivamente.
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Ceofisiologfa : C2-3

Compromisso fotossintese-transpiracao em Quercus suber L.

TM.S. Pinto, JM.G. Torres-Pereira, R.J.C.G. Santos
Seccdo de Eicenharia Binlogica ¢ Ambicntal. Universidude de
Tris-os-Montes ¢ Alto Douro,

Apartado 202, 5001 Vilu Real Codex, Portugal

E relativamente antigo o interesse pelo estudo das conseduéncias fisioldgicas do des-
corticamento. Virios processos t€m vindo a ser ensaiados mas até agora a teenologia utili-
zada ndo permitia extrair conclusoes hoje vidveis pela introducdo de tecnologias mais
avangadas e novos produtos impermeabilizantes.

Neste trabalho estudamos o eteito da aplicacio duma pelicula antitranspirante, a difc-
rentes concentracdes e apds o descorticamento, no compromisso fotossintese-transpiracio
em Quercus suber L.

Apresentam-se dados, de trés anos de investigacdo (1992-94-96), obtidos com um
analizador de eds por infravermelhos relativamente a parmetros bidticos (fotossintesc
aparentc; condutincia estomadtica; condutincia subestomdtica ¢ transpiragdo) € abidticos
(radiacdo fotossinteticamente activa; humidade relativa; temperatura do ar ¢ temperatura
da folha).

Observaram-sc diferengas significativas entre as drvores tratadas com as diversas con-
centracoes de parafing. No entanto, podemos também observar que as drvorcs mesmo antes
de serem submetidas @ qualquer infervengio ¢ respectivo tratunento jd apresentavam com-
portamento muito difercnte. Assim, outro aspecto igualmente integrado na nossa linha de
orientagdo € a caracterizagdo dos diferentes individuos a partir de pardmeiros de natureza
isoenzimdtica.

Apresentuni-se os resultados do estudo especialmente no que diz respeito a relagio
existente entre as diferengas de produtividade das vdrias drvores e as suas caractleriticas
gendticas.
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Ecofisiologia . C2-5

Efeito da seca no crescimernto, na particao da biomassa e na WUE
de amendoim (Arachis hypogaea L.)

J. Lauriano’, N. Marques®, J. Semedo?®, E. Rebelo”, M. Drumond?,
M.C. Matos®
'Fac. Ciéncias Agrdrias, Univ. Agostinho N 1o, CxP 236, Huambo, Angola
’Dep. Fisiol. Vegetal, Lstagao * ~ronomicu Nacional, Qra do Muar s,
2780 Ociras, Porruigal

A sobrevivéncia das planuis em condigOces de seca depende da capicidade de manter a
taxa de fixagdo do ('O, a niveis adequados, da distribui¢do dos fotoi  imilados pelos. dife-
renies drgdos ¢ diu o <iéncia com que utilizam a dgua. Dado a pertinéneia do tem , nuito
essencialmente. pelo facto de ocorrerem diferengus mtracspecilicus, o objectivo deste tra-
balho foi1 o de anulisar o efeito da scca sobre os pardne v nteriormente mencionados cm
cvs. de amendoim. As observagdes incidiram sobre pt fas de tes evs. de amendoim (57-
422. 75 20 ¢ GC 8-35) com aproximadamente dois meses de idade. As plantas (uma por
vasode 270 mvolveram-se em condigdes de estef. A seca fol imposta por suspensiio
da ;o teor hidvico reiativo (RWC) foi do” minado segundo C tskv (1960), ¢ 4 trans-
niicTo ¢ pelo 1 Jtodo o avimétrico: a producao de biomassa ror gquantificada atravds da
deterininacio do peso sece e a eliciénelda no v 0 da dgua (WL 2 o1 caleulaw wela ras 10

entre & bioni... a1 (B) produzida expressa em ~ ymas ¢ 2 gda con Sl exprosa o Ky
Os 10 Twdos obtidos mostram que. em condigdes o ¢ .o, ds cvs, tudadas € resentan
um Cetae. MO na producay  Ponmy sacowl Al 2070 10T v pesiivamer e
relac. 7 v 37 22,77 30 ¢ GO 8- Solinrelica0 @ Vo 0 v s de stiess agu as
plantas forar: suj s rovocsTan um ammen(o de 70000 2 90 L ometivanmente nas
cvs. 57 TR GEIR-35 L3300 N s condicoes, e cievs, e sttt e nde T 0s
No cOnsumo uv d a; 68%, 5 ¢ 34% 0 Hicou oo tambhom um aumcento da razao
ool ootT 8 s RS e Y Uhiee wradienlar (5 0 0 v "Ly .

w o oyev . GC 275,57 427 TRA0. o mitrepartida, o eane M= decn eimos o

dat, as ..obiar ¥, 0 0 ¢ 19% Ycernndabie o tvee o (2C7 07D 10T e,
pect ven  rnaseve 1 oclaor T o ccdlorenie Indicadas Conddui e que @ seca aunmentou
aVoo c(mutone S 2200 aenna 73220, ocups 1o a GC €27 um posi 3o intort odiai
scouy T om T sredug s na Zde o gae namodt o o3 A eve GO 8-35 apreseniou o

e reqliin oo eatedUcao du ta o producdo da Bl Tanl Lo g razlo Trootsndo.
aumentou principaime ite e, GC 2 evido o stgmi catives ~un atos da biom
radicular ¢ snav~s d cre ciinos ga biomassa cou™ e e tolias v 1872 (g cios oo srgnifi-
catlivos aumentos 1a hion. .o radiculer ¢ dec scimos na biom 1 toliar ¢ caulinar,
embora em relacio vdlomaar " aotor moderada ).
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Ecofisiologia C2-6

ya que como se ha demostrado en numerosos estudios sobre cercales, el miximo ndmero
de primordios estd estrechamente relacionadoe con el ndmero final de granos por espiga.
Por ello, conociendo los factores implicados cn la determinacion del ndmero maximo de
primordtos en funcién del genotipo y del fotoperiodo. podremos también conocer las varia-
ciones que sucedan en un componente de la cosccha del triticale como es el ndmero de gra-
nos por espiga.

T rubujo ha sido financiado por la CICYT mediante of pravecto AGF93-0528-C0O2-01
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Feotisiologia C2-8

Seguimiento ¢ -  Jroduccién ¢ ©  omasa. del 1 dice de area foliar | "2

lar: "aci( i terceptada en cultivosde :  ar 1z (Lupinus al® 15 i.)y

de guisante pr: “eagi»oso (Pisum sativum _.) mediante = dices
de vegetad ™ .

J.L. Paz Rodrigue:. B. Ruiz Nogueira y F. Sau
Departamento de. Produccion \ exvetal, Univeiside  de Sa 770 de Composiela.

Fscola Politéenica Superior [Coinpus Universitario), 27002 100 (Faparius

2uimiento de fi produccids de los cult s miedi denic. bade telede i

pernite obtener o macio s cusi instatu s de

Tsoxolotactone y rendinicatos exr o Ldoss Ademd L catis IEeniees ~ucden ser de o ut-

wo” Arico, et Do Ty sannsio de

lidad ~ hor~  adecnarel = 0, o' abo- Sl n T s T own it o las e -
¢ isdec Ta7one den 0 e wnu misiia reela de cnithvoo e el o dtlogq 7o
dado -~ lar= v la aproximacion * Civa” a la "Agrical Lde O adaT e o

1997).

Sig-onde 7 quedel An T Componeites oy con iy se D ocuel comre!neiy-
nar i srenics o Cos de Ve oo dién LV obtenidos e port e e T e sde el -
cl” U odas ¢ ado Clsueloocor T onrincinales pardinet s coviiainlézicos fRichardwe ot
a2 wer mbail ot al., 1002

N

Con este ohj “vo. o0 l2vo lie Tinca de Pricticas <o . 7 wo” L Politéer

Superiorde ~ on gnersayo decainpo dera s e 2 1990,
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Ecoflisiologia C2-9

Efectos del ABA y del Cl,Hg sobre el flujo de exudacién en raices de
girasol. Influencia del Ca**

J.M. Quintero’, J.M. Fournier', J. Ramos?® yM. Benlloch’
Dptus. de Aaronomia 'y de Microbiologia ™), ET.S LAM.
Universidud de Cérdoba, Apdo. 3048, 14080 Cérdoba

La mayor parte del flujo radial de agua en la raiz cs simpldstico'. Tste hecho, junto
con el recicnie descubrimicnto de acuaporinas, proteinas integrales de membrana que actd-
an como canales especificos de agua?, nos induce a pensar gue el mecanismo de regulacién
del transportc radiul de agua en la raiz debe de estar localizado en el simplasto. Es conoci-
do el efecto inhibidor del Cl,Hg sobre las acuaporinas—. El ABA favorece ¢l proceso de
exudacién en rajces aisludas de girasol®, y se conoce que la accidn de esta hormona en el
clerre estomitico depende de la concentracion de calcio en las células epidérmicas”™

En el presente trabajo se ha estudiado el efecto del Cl,Hg sobre el flujo de exudacidn
de raices aisladas, tratadas y no tratadas con ABA. [gualmente se estudid el efecto del
ABA sobre la exudacion de raices con distinto contenido interno en Ca>*. Para cllo, se uti-
lizaron raices aisladas de plantas de girasol cultivadas durante 15 dias en soluciones nutriti-
vas, a las que se les anadia, segln los casos, ABA (4 pM) al inicio de la exudacion y
CLHg (1 wM) al cabo de 2 horas de iniciarse dicho proceso. Las plantas con menor conte-
nido en Ca™ se obtuvieron eliminando el aporte de calcio de la solucidn nutritiva un dia
antes de los ensayos de exudacion.

Los resultados muestran que el ABA estimul6 el flujo de exudacién. y dicha accion
fue mayor en aquellas rafces que presentaban un mayor contenido cn Ca+'. La presencia de
Cl,Hg en ¢l medio de exudacion inhibid ¢! flujo de cxudacion tanto en raices tratadas con
ABA como sin ABA.

Nuestros resultados sugicren que la accidn del ABA sobre ¢l {lujo radial de agua en la
raiz podria estar regulada por la concentracion de calcio en la raiz, asi como la posible
existencia de acuaporinas en la raiz, que regularian el flujo hidrico en la riadz independien-
temente de la presencia de ABA.

1. Steudle. E.. Murrmann, M. & Pcterson, C.A. (1993). Plant Phvsiol. 103: 335-349.

. Chrispeels, MUJ. & Maurel. C. (1994). Plunt Physjol. 105: 9-13.

Maggio, A. & Joly, R.J. (1995). Plunt Physiol. 109: 331-335.

. Fournier, .M., Benlloch, M. & De La Guardia. M.D. (1987). Phiysiol. Plantarum 69: 673-679.

. Atkinson, C.J., Mansfield, T.A., McAinsh, M.R., Brownlce. C. & lletherington, A.M. (1990). Biochem.
Physiol. Pflanzen 186: 333-339.
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Ecofisiologia C2-12

Fertilizacion foliar de citricos en condiciones salinas: consecuencias
sobre el intercambio gaseoso

R. Romero-Aranda* y J.P. Syvertsen
Universidad de I'lorida. IFAS. CREC, Lake Alfred, FL 33850-2299. FI:UU
Direccicn actual: E.E. “La Mayora”, CSIC. 29750 Algarrobo-Costa (Mdlaga)

La aplicacion de fertilizantes foliaies en citricos ba sido recomendada como una alterna-
niva al uso de abonos convencionales, por su repercusion oi el descenso de los niveles de sali-
nidad dei suclo y de contaminacion de las aguas subterrdneas. Se ha demostrado que aplica-
ciones fotiares de urca-N en plancas deficientes en esle elemento aumentan [a concentracién
de nitréeeno en un 60% y duplican la tasa de fotosintesis'. La reduccién del crecimicnto y la
productividad en citricos sometidos a elevados niveles de salinidad en el suclo. suclen aso-
ciarse al desequilibrio del balance hidrico® y/o a una reduccién de la capacidad fotosintética?.
En cstudios previos en nuestro laboratorio se observd que pulyvcrizaciones {oliares con solu-
ciones salinas aumentaban la concentracién foliar de cloro sin que sc registrase una reduccion
significativa de la conductancia estomatica (gs) y de la fotositesis (Aoq,). Los objetivos de
este trabajo fueron: a) evaluar la eficacia de la fertilizacidn foliar en plantas con clevadas con-
centraciones de cloro procedente del agua de ricgo y by determinar si ef efcecto del cloro sobre
el intercambio gascoso era dependiente de! tipo de aplicucion (foliar o en el agua de ricgo).
Plantas jévenes de pomelo ‘Duncan’® y naranjo ‘Valencia® sc trataron durante un periodo de
seis semanas con una solucidn de NaCl (75 mM) aplicada bien en el agua de ricgo o en forma
de pulverizacion foliur. En combinacion con los tratamientos salinos se efectuaron aplicacio-
nes foliares de urea-N (8.9 g N litro™). Las plantas pulverizadas con NaCl presentaron mayo-
res concentraciones foliares de cloro que agueltus otras tratadas con NaCl cen ¢l agua de riego.
La fertilizacion iohar aumento significativamente la concentracion de nitrégeno independien-
temente del tipo de atamiento de salinidad, lo que repercutié cn un importante incremento
de Ay, alcanzidndose los miximos valores en las plantas pulverizadas con NaCl. Indepen-
dientemente de la fertilizacion foliar, la aplicacion de NaCl en ¢l agua de riego redujo scnsi-
blemente fos valores de gs y A, respecto de las plantas control. No se registraron variacio-
nes significativas de @s y Ay, cn plantas pulverizadas con NaCl. La adicion de NaCl en el
agua dc ricgo produjo un importante descenso en el potencial hidrico de hoja cn ambus espe-
cies, aunque se produjo un cierto ajuste osmatico, que hizo que el potencial de turgencia se
mantuvicra estable en pomcelo e incluso aumentara ligeramente en nuranjo. Fstos datos sugic-
ren que la fertilizacidn foliar puede ser viable en condiciones de elevada salinidad en suclo
aunque su eficacia estarfa limitada por el grado de salinidad alcanzado en la planta. Los
menores valores de gs y A, registrados en plantus regadas con NaCl respecto de fas pulve-
rizadas con la misma solucion podrian exphcarse por la produccion en raiz de algin tipo de
regulador de la apertura estomdtica.

(1) Roinere- Aranda R v Syvertsen JP. 1996. The influence of foliar-applied urea nitrogen and saline soju-
fiung on net gas exchange of Cizow leaves. J. Amer. Soc. [ort. Sci. 121: 501-506.
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Ecofi iol sia C2-13

Sistemas de = ‘eccidn de especies arboreas mec -aneas frente al
: « ) fotooxidativo invernal

J. L Garciu-Pluzaola, U. Artetxe, M. K. Duiiabeitiia y J. M. Becerril
Departamento de Biolovia Vegeral v i cologia, Universidad del Pals Vasco.
Apdo 644, °'8_80 Bilbao

La vegetacion esclerdfila mediterrdnea manti ve u follaje verde durante todo el adio.
J'sto provoca la necesidad de iencr que mantener lu esuucturas fotosintéticas en condicio-
15 ambicatalmente adversas, como son lus que se o srvan oo la mayor parte del interior
de la  -insula Ibérica durante el periodo inverns® “wner’a “Hoca las situacio nticicl6-
nicas favoreeen la existencia de larcos neriodos de die  despejados y fiios. L2n estas condi-
clones la luz captada por los pigmentos ant miede exceder con muce’ o 0 cupacidad de
disipacién cnergética de la plaaa, provocando procesas de fotoinhibicién y  dano fotoo-
xidativo. Por cllo cabe esperar que las he “as de las plantus percnnes scan cupaces de res-
ponder de modo flexible a estas situacion s, disipando el exv o de energfa los dias frios y
fotosintc " zando activamente los dias templados.

i.n ¢l presente trabajo se ha caracterizado’cuales son los mecanismos gque nermiten a
la vegetacidn mediterrdney, en este caso la encina (Quercus rotundifulia), adaptarse a las
temperaturas subdptimas y en qué medida éstas dafian a fa propia planta. Para ¢llo se han
comparado durante el invicrno las caracteristicas fotosintéticas y el metabolismo antioxi-
dante de hojas desarolladas en la parte externa de Ta cope (hojas d - sol) y en hojas desarro-
Jladas en la parie interior de la copa (hojas de sombra,. Ramas de ~~ » mismay plantas se
han transferido al luboratorio donde se ha estudiado como las bajas wmperaturus provocan
las rcspuestas obscervadas en el campo.

Una temperatura subdptima (6'C por sf misma no afectuba a lu eficiencia £ Hquimi-
ca del PSII, pero en combinacién con una tluminacion moderad  (C00pE. m . . ) provo-
caba una caida de Fv/I'm. Esta cra ooida a la atenuacion de 1i o luorescencia maxima (15n)
en tanto que la fluorescencia inicia (Fr) se mantuvo est.” le. \mbas observacione  angic-
ren que mds que il areceso de fowtnhibicién se trata ¢ :oun incremento de la disipacidn
energdlica a nivel d - Ja antena. Bsta disminucion de TFv/2m se coric aciond con una caida
tanto del rendinn o cudntico como de la capacidad forosintética. Fin las hojas cxpuestas
al sol Fv/I'm resulté muy bajo mcluso desde el ama coor (Fv m= 0.55V Hlegando a 0,25 a!
mcediodia, en tanto quec en las hojas de sombra este pui imetro s manwuvo constante y pro-
ximo a 0,75. No obstante lu tasa de fotosintesis llega a superar los 12 pmoles CO,,. m-. s
en las horas centrales del dia. valor que indica que ta fotosintesis no estd fuertemente inhi-
bida. La auscencia de recuperacién de Fyv/Fm durante la noche podria celacionarse con el
mantenimicnto durante este perivdo de elevadas concentraciones de zeaxantina o antera-
xanting, sin embargo cn nuestras mucstras la zeaxantina formada al mediodia se reepoxidé
por complelo a violaxantina al {inal del dia,

Las hojas expuestas al sol se mostraron también mejor protejidas frente al estrés foto-
oxidativo, y de hecho las actividades enzimdticas glutatién reductasa. monodehidroascor-
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Ecolisiologia C2-14

Cursos diurnos de intercambio gaseoso en arboles de la laurisilva
canaria medidos en condiciones naturales

D. Morales, A.M. Gonzdlez-Rodriguez y M.S. Jiménez
Departamento de Biologia Vegetal, Universidad de La Laguna, E-38207
La Laguna, Tenerife, Esparia

Los estudios del intercambio gaseoso de tos drboles en condiciones naturales no son
muy abundantes debido a la dificultad que conlleva este tipo de medidas, sin embargo son
de vilal importancia para caracterizar ta fisiologia de las distintas cspecics y ¢l balance de
aguy y enerafa cn los bosques. Sinos referimos a los drholes de la laurisilva canaria el inte-
s se acrecienta como consceucneia de la importancia cientifica que tiene este bosque al
ser considerado como una rcliquia de la flora terciaria con la mayorfa de sus especics endé-
micas de Canarias o al menos de la region macaronésica.

Se realizaron cursos diurnos de medidas de intercambio gaseoso durante fos tres meses
de verano (dos cursos por mes) con un analizador de gases por infrarrojo portétil (JLCA-2,
ADC. Ltd. Hoddesdon, UL.K.). Todas las medidas se rcalizaron en el bosque de Agua Gareia,
Tenerife, en una paccela experimental (descrita en Morales ct al. 1996), donde se construyé
una torre de 20 m de altura y se instalé una estacion meteoroldgica (registrador de datos con
sensores de temperatura y humedad relativa, Delta-T. Cambndge, U.K.: medidor de cuantos
LT 120 SA. LI-COR, lL.incoln, NE. USA.: ancmdmetro y pluvidmetro. Skye Inst. lundrin-
dod, U.K.) con registro continuo de los principales datos ambientales. Dicha torre se utilizd
para realizar las medidas de intercambio gaseoso en las hojas de la parte superior del dosel
veacetal, de las principales especies de drboles que viven en este bosque, Lawrns azorica
(Seub.) Franco, Persca indica (1) Spreng. y Myrica fuya Ait.

Los cursos diurnos de fotosmtesis neta (Pn) v transpiracion (1) fucron dilerentes de
acuerdo con la~ condiciones ambicntales del dia ya que se registraron dias nublados, dias
en los que alternaron las nubes con los claros y dias completamente claros. En estos dlti-
mos ¢n los gue los valores de délicit de presion de vapor de agua fucron relativamente
allos, s¢ obscrva cierre estomético en las horus del mediodia en P. indica con una conse-
cuente disminucion ¢n los valores de Pn v B, micntras que L. ¢Zorica mantuvo sus eslomas
abiertos durante toda ¢l dia con valores mds altos. El comportamiento de M. fava fue inter-
medio. A pesar de estas diferencias entre as cspecies, las cavacteristicas generzles fueron
similares con bajus tasas de Pn (idxima de 8 wmol m? sy y valores de F proximos a 10
mmol m?2 s”! lo que se corresponde con una baja eficiencia en ¢l uso de agua instantinea
(maxima de (.8 mmol CO, mol”! H,0). Estas caracteristicas extdn cn conformidad con las
condiciones de alta humedad en que cstos drboles normiulmente se desarrollan.

Morales. D., Jiménez. M.S., Gonziles-Rodrigues. A M., Cermak, J.. 1996. Luurel torests in Lenerife,
Canary Islands: 1. The site, stand structure and stand leaf area distribution. Trees, [1:34-10

Gracas a la Dircccion General de Tnvestigacion Cientifica y Téenica (Ministerio de Fducacién y Cultura,
Proyecto DGICYT: PBY4-0580)
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las especies. Se encontraron los primeros sintonuis de dafio por encima de los 42 °C (42 a
48 °C) revelado por la fluorescenciu vartable en relacion con la maxima (Fv/Fm). Las
medidas de conductividad mostraron cambios en la permeabilidad de las membranas sélo a
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bles fue muy dificil determinar los niveles de dafio en estos tipos de hoja.
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L.cofisiologia C2-18

Improvement of antioxidant systems by N-nutrition in Coffea arabica
submited to high irradiance stress

J.C. Ramalho!, F.C. Lidon?, HW. Groeneveld?,
M. Teiveira® and M.A. Nunes’
"Centro Estudos Prod. Tecnol. Agricolus - UCT. Tapadu du Ajuda, Ap. 3014,
1301 Lisboa Codex, Portugal

*Sector de Biol. Vegetal, Fac. Ciéncias e Teenologia - Univ. Nova Lisboa,
2825 Monte da Cupurica, Portugal

*Dept. Plant Ecol. Evoluiionary Biology, Utrecht Univ., P.O. Box 80054,
3508 TB Utrechu, The Netherlands

Inst. Tecnol. Quimica Bioldgica. Iue. Ciéncias e

Tecnologia - Univ. Nova Lishoa, Ap. 127. 2780 Ociras, Portuzal

Recent works showed that coffee plants (which grows naturally in shaded habitats)
can improve their tolerance to high ircadiances, If an appropriate nitrogen nutrition is pro-
vided* &7 In this study. the modulation of antioxidant mechunisms implicated in the accli-
mation process is investigated.

C. arabica cv. Catuaf plants (1.5-2 years old) were grown in a shaded greenhouse
with an average PPFD of 70 umol mi = s*'. a photoperiod of 12/12 h, temperature of 20/25
°C (night/day) and RH between 65-70%7 . Each plant was fed cvery 30 davs, with a comple-
te nutrient solution containing 0.45 mmol of nitrogen (KNO, and Ca(NO.),). A supple-
mentary 0.3 mamol of nitrogen (NH.NO,) was given with intervals of 7 days for the high N
treatment (2N}, 15 days for the intermediate N treatment (LN) and 45 davs for the low N
treatment (ON). After 6 mouths. the plants were exposed during 12-14 days to high irra-
diances (c. 1500 umol m~ 5 ') to undergo photoinhibition. Mcasurements were done in the
2 top pairs of mature Jeaves and included: 1) the content of the xanthophyll eycle pigments
violaxanthin (V), antheraxanthin (A) and zeaxanthin (7) by HPILC *; ii) cstimation of
superoxide (0,7} production by EPR? and iii) the chloroplastic maximum apparent activi-
ties of Cu,Zn-superoxide dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1)*, ascorbate peroxidase (APer)
(EC 1.11.1.7) and glutathione reductase (GRed) (13C 1.6.4.2)°.

After 12 days in high light exposure only the 2N plants showed u significant and sta-
bilised increase of 42% in the (V+A+Z) content. Such increase, together with the higher
initial amount of Vi in the 2N plants and a high conversion of V to Z, were responsible for
the increase in Z who showed by the 12® day more 1807 (2N). whereas ON and IN increa-
sed onty 40% and 78¢", respectively. The production of O, herore the onsct of high light
did not differ ame=~ N trcatments. However, by the 12 day the O, production increased
46 in ON but only 9% in 2N. By this timc the rate of decay of O, represented 2 in ON
and 4% in 2N of the rate of production. After 12-14 days of high irtudi oo the activities of
the enzymes SOD (Unid/g ,.), APer (mM ascorbate g, min')and GRed (pmol
NADPH ~- min'!) increased, respectively, 18,7, 225% and 138% in 2N plants. The ON
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Ecofisiologia C2-19

Inibicao do crescimento e alteracdes na composicao mineral do suco
xilémico relacionadas com a presenca de aluminic na solu¢fdo nutritiva

V. Quartin', J.C. Ramalho?, H. Azinheira® ¢ M.A. Nunes?
"FCA-Univ. Agostinho Neto, PO Box 815, Luanda, Angola
2CEPTA-IICT, Tupada da Ajuda ap. 3014 Lishoa Codex, Portugal

A acidez do solo € um problema que afecta a agricultura em todo o mundo. O cresci-
mento das plantas nestes solos € afectado quer por um efeito directo do valor do pH quer
por ulteragoes induzidas na composigao mincral da solugdo do solo. A toxicidade de Al,
tem sido referida por vdrios autores como sendo o principal problema nestes solos.

A tnibicio do crescimento radicular € uma das primelras manifestagoes desta toxicida-
de. A absor¢io de nutricntes modificada pela presenga de Al vem também a afectar o cres-
cimento da parte acrea. : .

Com cste trabatho pretendemos avaliar alguns efeitos do Al na cv. ARABIAN de triti-
cale. Os pardmetros estudados foram a biomassa radicular e da parte acrea, o concentragiio
de munerais e a pressiio osmética do suco xilémico, a variagio do pH e do NO |~ da soluciio
nutritiva.

Os ensaios decorreram numa cdmara fitoclima, com fotoperiodo de 14 h/10 b, tempe-
ratura 25°/20° C durante dia/noite e uma humidade de 65%. A radiacdo foi de 450 timol m
* 571 As plantas cresceram emn hidroponia coin solugdo nutritiva de Moore ef al. (1976)
diluida a 1/4 com pH 4. O tratamento consistiv em adicionar a osta solugdo 15 ppm de Al
sob a forma de AlL(SO,),. Foram colocadas 10 plantas /1800 ml de solugio. A colheita ¢ as
determinagdes foram feitas em plantas com 15 dias ¢ 4 folhas. Nesta altura, as plantas sem
Al tinham [ a 2 filhos.

Nas plantas com Al, obscrvou-se uma nibigio significativa na drca ¢ no peso scco da
parte adrea de 38 ¢ 34% repectivamente. O peso seco du raiz ¢ a transpiragiio tiveram uma
redugio de apenus 12 ¢ 10% respectivamente. O consumo de NO,™ (He/ml) relativo o peso
seco da ruiz reduziu 48%. Os teores de Ca, Mg ¢ P no suco xilémico. tiveram uma reduciio
de 71,47 e 7T1% . O K aumcentou 479% . A pressiio osmatica ndo se alterou.

O pH da solugdo nutritiva sem Al, subiu para 7.1 nas 24 h que precederam a colheita
do suco. O pH da solu¢do com Al, manteve-se a 4.2. No mesmo periodo. a condutividade
registou uma reducio de 35 e 28% na solugdo sem Al e com Al

Moore, D.P., Kronstud, W.IL. Metzeer, L0 1078 Sereening wieat fur adiniiniu= tolerance. In Plant aduptation
1o ral stress in prow MIWE 0 d). 287-295. Spee. Pub.t T Unjversity T NUY.
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Ecofisiologia C2-20

Bates. L.S., Waldren, R.P. ¢ Teare. 1., 1973, Plant and Soil, 39: 205-207.

Catsky. J.. 1960. Biol. Plant.,2: 76 77, ‘

Van der Mucexsen, LJ.G. and Somaatmadja, S. 1989. Plant Resowrces of South-East Asia. N. |, Pulses.
Pudoc/Pr¢  _. Wageningen.
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Ecofisiologia C2-24

Conductividad hidraulica y resistencia a la sequia en dos cultivares
‘ de almendro

F. de Herralde!, C. Biel’, M. Cohen’, I. Butll’ y R. Saveé’
'Dept Tecnologia Horticola. IRTA. Cabrils, Cira. Cabrily s/n,
Cubrils, Barcelona
2Dept Arboricultira Mediterrauia. IRTA. Mus Bovd, Apt. 413,
43280 Rews, Tarragona

El almendro (Prunus amygdalus Batsch.) es un tradicional cultivo de secano en Espa-
fia, que. con 580.000 ha, ¢ ¢n lu actualidad el segundo productor mundial de almendra,
después de E:stados Unidos. Dada su importancia econdmica, ¢s de interés el estudio de
esta especice, tanto para amplhiar los conocimientos que va se¢ poseen sobre algunas varieda-
des, como pura proporcionar nuevos criterios de selecion de variedades resistentes a la
sequiz en programas de¢ mejord. Sc¢ compar: ‘on la variedades de almendro “Garrigues’ y
‘Ramullete’, injertadas sobre almendro ¢.v. “Mollar de Tarragona’. Los almendros de 20
afos de edad, fueron cultivados en secano, en un marco de plantacion de 5 x 7 m, en una
finca de Mas Bové, Reus (Tarragona). S¢ midicron pardmetros de morfologia de dosel y
foliar (Pearcy ef al. 1989). Sc realizd una curva de vulnerabilidad al cmbolismo en tallos
joven _ (Cochard et al, 1992; Sperry et al, 1988).

) Hun R
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Estudios previos de las relaciones hidricas de ‘Garrigues’ y ‘Ramillete’, mucstran
como estas dos variedades de almendro se comportan de manera diferente en condiciones
de estrés hidrico. (Ruiz-Sdnch = er al, 1993). Estos estudios sugieren que la base fisioldgi-
ca de dichas diferencias reside en una diferente captacion y transporte del agua desde el
suelo hasta las hojas. Las curvas de vulnerubilidad muestran un comportamiento idéntico
de ambas variedades en lo gue se refiere al desarrollo de cavitacion en el xilema. Sin
embargo, los valores de conductividad especifica mixima, el transporte xilemdtico de agua
es un 39% mayor en ‘Ramillete’ que en ‘Garrigues’. La estructura de la copa de ‘Ramille-
te’ os s abierta y menos densa que 1a de ‘Garrigues’. y sus hojas son de maybr tamano.
Esto indica que ‘Ramillete’ debido a su mavor biomasa vegetativa junto con la morfologia

119



RSN



Ecofisiologia

C2-25

a¢

on

0s

Carlos

Tt

de
coin Y

gl U R

VR re BSC ~Aradiacado - i eta-] | v/ )
= coes naturais
. Corveiu, Lnnice L. V. Areal e Jose . (5. Torres-Pereira
Socecrde T senharia Bioldgica ¢ Ambieital,
Cniver dicde 715 3y os-Mo cdto Do,
Apartado 202, v Vila Real Codex, Por.
.10 e v LYo evoosias 2 et a0 UV-B duranie 3
Poaoent 168 o uO0sro Ll loe oo wosndo dlustram o L

ac o NRRUIVAIMCDLE A0S Proc

v morlo

aice s aldaicos ¢ bioqui-
mico” caa ey de AT Soaradiacio YL o cenltivares. O ran-
RO NI oSt eeidn van o006, para @ ¢ ol TR
pa A dncTy neooroduy Ge Memassa v o e 10 3% 0 20030 ¢
pode wer et fda w ortoonos na - capacidad ( Jar e durieio s
13 P ) e i bhemoeomo now e ¢t da prode o T e
ne il ~aow Neriin ' curad 1t [0, 1ose ana-
NS st C i NN TS lo ¢ uo '
NI v Y SCO e T e e gid oo i ¢ rofi-
oo e ed e na o oorescitar s chronlo ool o T 0
: n a7 cmoyd Lo O aue ode o Ve i GINCT e )
v v (! Tl ) L;L‘j v >, \T Tse ! .‘l‘“r:'l)fr o C.~ Coe :i' iL‘ ld G oo «
v 3 ) J TR B P SO I U L [ S B KGR GR G U TR TTTCRT
S S A vovo T, et me o
< T i 0T BRIENUA la &rh Cvl B
AR R L R S B U - 5 re KR T Ch oG w
- N Ca preeL N o el e Ao mil



, .
Y
1 N
i1 ~ C'
W omoaa R
. :
1eh

coaadll Wy

1n
cen € an
Y.
kl Y [
'
AT ICS

R 0L,

el

\:
\
¥ e

\‘;I--,‘(

i,



Ecofisiologia C2-27

Mobilizacao do enxofre em folhas de trigo e de milho crescidas em meio
completo ou deficiente em enxofre ou em azoto

M. G. Esquivel*, R. B. Ferreira** ¢ A. R. Teixcira*

*nstituto Sup. Agronomia, Lishboa, Portugal, ** ITQB. Oeiras, Portugal

Plantas de trigo ¢ de milho em cultura hidropénica forum sujeitas a marcagio radioac-
tiva com 35S-metionina. Apds & mwrcagdo radivactiva, as plantas foram separadas em trés
lotes diferentes de meio nutritivo sem radioactividade (1° lote - mcio completo; 2° lote -
meio sem azoto ¢ 3° lote - meio sem caxofre). Ao longo do tempo (0, 5. 10, ¢ 15 dias),
estudou-se a mobilizagdo do cnxofre determinando 0 seu teor em UCs {racgdes diferentes:
no extracto foliar total, na proteina soltivel total e na RuBP carboxilase (EC. 4. 1.1. 39).

Durante o perfodo de tempo estudado, foram obtidos resultados semelhantes nas trés
fracgdes analisadas bem como nos ensaios efectuados tanto com o trigo como com o
milho. Em condi¢gdes normais de crescimento observa-se uma translocagdo gradual do
enxofre marcado das raizes e do caule para as folhus mais novas. As folbas mais velhas
retém a maior parle do 35S quc apresentavam inicialmente. Contudo, em condices de
caréneia de enxofre, observou-se uma mobilizagdo de 35S para as {olhas mais jovens o
qual proveio nio s de enxolre das raizes e caule, mas também das, folhas mais velhas.
Por dltimo a deficiéncia em azoto provocou uma constante translocagio de 35S das folhas
mais velhas para as mais novas. Os resultados sugerem que em condi¢des normais i
mobilidade de cnxofre nas folhas € bastante baixa. No entanto. @ mobilidade do 35S
aumenta ¢cm condigoes de {alta de enxofre e & particularmente clevada quando hi caréncia
de azoto na planta.
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Extreses bidticos y abiéticos (1) C3-1

Os défices hidricos no solo manifestam-se mais por atrasos no
crescimento do que por alteracoes no padrao de particao do carbono
em Eucalyptus globulus

J. Osorio, M. L. Osorio, M. M. Chay s e J. S. Pereira
Instituto Superior de Agronomia, Universidad  Técnica de Lisboa,
Tapada da Ajuda, 1399 Lisboa. Portugal

{istacas enraizadas de trés clones de Eucalyptus globulus pertencentes a colecgiio da
empresa SOPORCEL (Lishoa, Portugal) - abreviadamente desipnados por AR3, CN44 ¢
MPIT - foram sujeitas a dois nivels de défice hidrico no solo durante um periodo de cresei-
mento de scis meses. Decréscimos nos processos de ramificagio. produgio de novas folhas
e expansdo loliar estiveram na origem das largas diferengas de biomassu gue as plantas
crescidas em deficiéncia hidrica evidenciaram. a0 fim do periodo experimental. relativa-
mente as bem 1'cg;zdas. Enibora ndo se terham registado diferengas interclonais significati-
vas na producio de matéria seca, « susceptibilidade da ramificagdo, da producdo de novas
folhas e da expansio foliar @ deficincia hidrica revelou-se mais acentuada nos clones AR3
e MPI1 do que em CN44. O processo convencional de cileulo dos fndices de distribuigio
relativa da biomassa pelus diferentes partes da planta revelou um claro efeito da disponibi-
lidade de dgua no solo na partigdo da matéria seca produzida pelas plantas do ensaio. Toda-
via. a aplicacdo de uma andlise alométrica aos dados da biomassi com o objectivo de ajus-
tar as disparidades de tamanho existentes entre as plantas dos diferentes regimes hidricos
evidenciou o desaparecimento daquele efeito, indicando gque a dgua s$ de maneira indirecta
afecta a alocaglo, atravds da accleragao do crescimento. Por outro lado, tanto o método
convencional como a andlise alomdtrica permitem concluir que os genotipos estudados
diferem nos padrdes de partigdo da biomassa acumulada.
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Listreses bidticos y abidticos (1) C3-3

Efectos de la ¢« >quia en la actividad fotosintética ce Rosmarinus
officinalis 1.. y Lavandula stoechas ! ..

- S. Nogucs®, S. Munne-Bosch y L. Alegre
Unidad de Fisiolocia Viegeial. Departamento de Biolocio Veoctal. Fucvitud de Bioloia,
Uniyersidad de Barcelona, Avda. Diagonal, 67>, 0802X Buar-clona
*Direccion actnal: Depart o of Biological and ¢ nived S
University of Lysey, Colch. - vr CO4 380, UK
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Estrescs bidticos y abicticos (I) C3-4

nidos nos permiten especular con el ya descrito papel protector def proceso Fotorespiratorio
en el mantenimiento de la maquinaria fotosintética de lis plantas hajo condiciones de estrés
hidrico. El mantenimiento de una mayor tasa totorespiratoria permitiria lu disminucidn del
exceso de poder reductor (NADPH). ¢ indirectamente. la reduccién de daiios por fotoinhi-
bicién. La varicdad mils tolerante a lu sequia tendria asi mayor capacidad de mantener su
maquinaria fotosintética operativa bajo condicior . de estrés que la variedad mids sensible.

Trabujo subvencionado por INTA Proy ceto No. SC95-084.

131



-1

(
-1
u

v
iien s
R
- Yy L.
v
L.



istreses bidticos y abidticos (1) C3-5

Los valores de condne  icia estomitic won mayores ¢n ! eontrol que enel == 'n
toentod o ¢ tinos estudiados. "7 v TA0 mostaren diforenci. 2 resadio y
estic siv acativen oate menoves que o variedades Viva, Plaias nt v A hacewe. " - corre-
lacién ent I rendimiento y la conductancia o onudtica fueele. wa (r=0.5;p-=0,05). Kl
manicnimiento de uta mayor conductancia de ¢ s ¢ noupns puec — ' sido favorecida
por la mavor capacidac de ajuste osmotco que Hre. an.
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Estreses bidticos v abidticos (I) C3-7

Utilizacion de las curvas presién-volumen para la seleccion precoz de
genotipos resistentes a condiciones de estrés hidrico

M. Fernandez*. P Pita™ R. Alia** L. Gil*, J.A. Pardos*
* Unidad de Anatonia. Fisiologie — Genética Foresial, ET.S.1. de Montes, UPM,
Ciudad Uy ve sitaria, 28040. Madrid

¥ Instituro Nacional de Investivacion v Tecnologlu Agraria v Alimentaria, 28080 Madrid

La determinicion de pardmetros hidricos deducidos de las curvas presidn-volumen se
ha venido utidizando ampliamenie en el eswdio ¢ 1 comportamionto diferencial de distintos
genotipos ante situaciones de est. = hidrico.

Dentro del dmbito de la nicjora gendticu forestal en Hspafia, existen programas de
mejora de especies impottantes para la forestacion y la pru uccion de madera y | "1de
celulosa como son, respectivaniente, Pinus pinaster 'y Eucalvptis globulus. La considera-
cién de la resistencia a condiciones de estrés hidrico y la posibilidad de una seleecion a
edad teroprana reviste espeeial interés con vistas a la adaptacién del material vegetal al
Jugar de plantacién.

Se ha aplicado esta metodologia a la diferenciacion de plantas de Pinus pinuster y
Eucalvprus globulus por su respuesta al nivel de disponibilidad de ugua del substrato. Los
pardmetros liidr.cc : analizados son: potencial osmotico a turgencia plena (Wr., ), veen el
punto de murchitez (W), contenido hidrico relativo (CHR,,,. CHR_) y médulv de ti-
cidad (). Complementariamente se¢ evaldan otros p - imetros tmorfolégicos, de crecimien-
to e intercanmbio L. ..0s0) con el fin de relacionarlos con los anteriores.

Enealyptus alobulus

Se utilizan estaquillas enraizadas de sicte clones selectos suministrados por lu Empre-
sa Nacional de Celulosas. ¢ ¥ una alwra inicial media de 28 . Tras un 1™ o inicial a
capaci®  de campo " realizan ric s in v Jdualizados previa pesada en dis s alteimos; ana-
diendo la cantidad de agua necesar'a _ara mantener la humedad del su _ato en tomo a
unes valores prefijados para tres tatamicntos. Co o ¢ disciio las plantas se someten a un
estrés progresivo. hasta alcan™ run nivel de estr - evero (potencial hidrico del suelo de -1
MPu). Sc realizan de 3 a 6 curvas por clon y tratamiento a los 66 y 90 dfas de regar a capa-
cidad de campo.

Se obticnen d wiencias significati-~ nti clom s en los pardimetros hidricos analiza-
dos ~ulo para ¢l periodo de imposicion del ¢ o (medicion @ los 60 dias). Los clones con
micjor respue ta al ese s en wWérminos de crecin T ) mantenen Mayor s Lanspiraciones y
dan mer. s valo.es de Wr y ¥, y mayores valores de ¢ I maximo juste o otico
obtenido ex de 4 hare Bo'ounest 7 vero y sostenido (medicion a log 90 dias) todos los
clones muestran una re: ~uesta andloga,






fastreses bidticos y abibticos (1) C3-8

Es« - > fenolégicode " * * svi "_. des de guisante

M. Manzanares, F.J. Sanchez, E.F. de Andrés. J.L. Tenorio y L. Ayerbe
Area de Agricvlinia Sox _aible, C.R.FINIA, Apdo. 8111, 28080 Madrid

La fenologfa es ¢ msiderada como un com onente imnortante en la adaptacion de las

plant~ 1 un ambien » d « minado. Fuctores ambient: - fales no lu temperatura.
radiacidn y condiciones hidr.. 1« pucden modificar su . nctalmiente esta fenole~ (Des-
claux y Roumct, 1996). &I ¢ . es un factor mitante de fu preduccion de gois nte en

Castilla. il cultivo puede ve .« alectado en gran medid~ ~or una sequia terminal produ

ciendo una gran rcduccion del rendimie ~ otencial de grano,  na manera de resistir a la
sequia o< oseapar o la misma completando ¢l ciclo ae cultivo amtes de que se produzea el
estrés hidrico. Asi. imndependieniemente de la presencia de otros caracteres, la perlecta
adecuacion del ciclo reproductivo al medio es una gran condicion de resistencia a Ja
sequia. Por eso consideramos importante ¢l conocimicuto del desarrollo fenoldgico de dis-
tintos cultivares de guisante.

Se realizé un ensayo en el invernudero en el gue se sembraron |8 variedades de gui-
sante en macctas de 22 cm de didmetro con una mezcla de arena, turba y ticrra (2:1:1).
Las ptantas sc recaron semanalmente. Se sembraron 2 plantas por tiesto. Individualmente
en cada pianta sc indicod Ta aparicion de los pisos {lorales duesde ¢f inicio de la floracién.
Se murcaba cada piso con una ctiqueta apuntando la fecha de floracion, estado Jimite de
aborte 7 L' menos bay una semilla con una longitud >6mm) y madu.. © wioldgica (vi na
con color amarillo). Al final del ciclo se estimo ¢l rendimicnto v sus componaat o dme
ro de vaim s por planta, néar o we semillas por vaing, pese seco de paja y peso seco de
grano. Se ¢ cularon las progresione” L floracid Wdo 1t 2 de aborto y naacarez
fisinlégica mediante correlaciones entre | ¢ »ricion ¢ * =ieos 'y La mpo pre 0 comwo
gragos dias acumuluados desd me - ncia basdndonos en los trabujos realizados por
Ney y Ture (1993).

Lapre,  “ndel 7 0 ni6n stado [Mmite de aborto .. dures {ivioldgica no nrescen-
tan ¢ *renciis Y'Y Maicac. OOtIe Aistint, ariedades. Se puede dhtinguir entre varieda-
des precoe o tene oo foraeidn mds lemipratia, varicdades tan y varicdades con un
comportami . it - «dio. [ios variedades ) coc on las que presentan una pro-
oresi6n de la floracién mis lenta. faxisie una cortlacion nicgativa crire ta progresidn de ia
iloracion y la precocidad cxpres da en ¢ ados d7 5 acumulados ¢_sd. g emergencia de las
semillas, considerando las variedadcs mds precoces las que necesitan menos ¢rados diu
para la floracidn. También existe una correlacion positiva entre la progresion de la flora-
cién y los distintos componentes del rendimicnto. Las variedides con una progresion mds
rdpida presentan un mayor ndmero de vainas y an mayor peso seco de paja v grano.

Se podria pensar (ue variedades comu Irrisson, Cea, RV-y, islay Azur gue son de las
mas tardias pero con una progresion de la floracién rdpida podrian cscapar mas facilmente
a lu sequia que variedades como Desso x Filby, Solara v Moron que son mds precoces pero
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Estic ws bidticos y abidticos (I) - _ C3-9

Acumulacion en condiciones de estrés hidrico de azicares solubles y
prolina en diferentes genotipos de guisante

FJ. Sdanchez, M. Manzanares, E.F. de Andrés, J.L. Tenorio y L. Ayerbe
Avea de Agricultura Sostenible. C atro de Recursos Fitogendéticos - INIA,
Apartudo de Correos 8111, 28081 Alcald de Henares (MADRID)

La falta de agua es, generalmente, el factor mds importante que limira la productivi-
dad de las cosechas. En respucesta il déficit hidrico sc ha observado en muchas plantas Ja
acumulacién de aminodcidos, azucares, azdcares aleohol y betainas. T itos compuestos son
denominados solutos compatibles, pucs pucden acumularse en el interior de las células en
altas concentraciones sin perjudicar !a actividad de las macromoléculas. Se considera que
los solutos compatibles pucden contribuir a Ja tolerancia del estrés, ya que reducen la

“dependencia de la absorcion de iones Na* y CI (los cuales son perjudiciales a concentra-
ciones elevad.:) como agentes osmadticamenie activos y protegen la estructura de las mems-
branas bioldgicas y macromoléeulas de los dafos causados por la deshidratacién. Nosotros
hemos estudiado en una coleccidn de 50 genotipos de guisante, la variabilidad en la acu-
mulacién de prolina y azdcares solubles en plantas sometidas a estrés hidrico, con el fin de
determinar su importancia practica como indicadores de r» ~* icncia a la sequia.

Las plantas se cultivaron en macctas de 15 cm de didmetro rellenas de vermiculita, en
una camara de culfivo a una temperatura dfi/noche de 23°C/16°C, una humedad relativa del
70¢% y un fotoperiodo de 16 h. Despuds de 24 dias. «. ndo peridédicamente con agua y
0,3¢ fertilizante Bayfolan (Baycr), las plant someticron a deshidratacion interrums-
piendo el 1 0. A iatervalos reculares, se tomd el seeundo par de foliolos completamente
desarrollado ¢ n las variedades semiafilas se tomaron las estipulas) y se determiné la con-
centracion de prolina, segin el método de Bates et al. (1973). y de aziicares solubl | segtin
el método de la antrona. Sobre las mismas plantas y al mismo ticinpo se midio ¢l potencial
hidrico y esmdtico.

En todas lus variedad s cstudiadas, ta concentracion de uzdcares solubles durante el
periodo de cstrés se mantuvo constantc o se inerementd en relacion con su correspondiente
control bien regado. La concentracion de asucares ¢n las varicdades de hoja convencional
fue significativamente mayvor (p=0,01) que en las variedades semiafilas. Por si solos, los
asidcares solubles son responsables, dependiendo de la variedad, del 5-20% del potencial
o motico. Existe una correlacion altamente significativa (p=0,001) entre el incremento en
la concentracion de azicares durante el esties y 1a capacidad para realizar ajuste osmético.

La concentracion de prolina s mantuvo constanie y a niveles proximos al control
durante la primera fuse del estiés hidrico. Conforme fue progresando cl exirés, y ¢l poten-
cial osmético decling por debajo de -1,5 MPua, se produjo un dramitico incremento (hasta
40 veces en algunas variedades) en la acumulacion de prolina. A pesar del formidable
aumento de la concentracion de prolina, esta tun solo fue responsable. como maximo, del
1% del potencial osmotico medido. Para cstudiar las diferencias vartetales en la acumula-
cién de prolina se calcul6 la concentracion del aminodeido a -2 MPa, y se encontré gue las
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“1éncia da aplicacao de calda bordalesa nas relacgoe s
da Vitis vinifera 1. (cv. Touriga Nacionul)

J.M. Moutinho-Pereira, A.A. Oliveira, N. Magalhdes e J.M. Torres-Pereira
Universidaa ¢ Tras-os-Mon ¢ Alio Dowro (7 TAD),
Apt. 202, 5001 Vila Real Codey. Portiegal

Pretende-se conhccer o conipe. nento fisioldgico e viticola dum clone de Tourigw
Naciona) em condigdes naturais de clevado stress hidrico e térmico. Ne 5 condigdes, &
estudada o influénera que a culda bordalesa (formulag@o chissica), aplicada no principio do
pr sfodo estival ¢ mats ou menos comcidente com o periodo do pintor, €N nesse mesno
comportamento, €m particular, no comptomisso fotossinfesc-transpiracao das videiras.

Com esta estratégia procurg-se conhecer novas pot nclalidades da calda bordalesa,
nomeadamente, no amhito das relacdes hidricas das videiras, ¢ que resultem em beneficio
para uma maturacdo mais cquilibrada das uvas ¢ para nivets de produtividade accitavels e
compativeis com a qualidade do vinho.

O trabalho cstd a - cxecutado na Regido Demarcada do Douro. Norte de Portugal,
cujo clima estival ¢ tipicamente Mediterranico, com insuficiéncias hidricas acel..o_das
durante o periodo estival. Procedem-se a determinagdes foliares das trocas gasosas, do
potencial hidrico, dos principais parimetros associados & fluor  ncie de clorofila o
(;\ U F
relacionados com o controlo da maturagdo. como grau brix, acidez total ¢ peso ¢ volume
dos bagos.

F . T . t,,), da temperatura das folhas. pigmeatos clog¢ ilinos. * de pardmetros

m?

Relativameate wos resultados jid obtidos. principalmente pelos valores de luorescéneia
basal (7 ) ¢ tcores cm clorofila, constati-se uma mator prot ;Ao dae folhas que foram pul-
verizadas com calda bordalesy, relativamiente as folhas de videiras tese wnha, Como o -
sequéncia, a nivel das trocas gasosas, essi lolhas manifestaram t < - de foros ntese Houi-
da mais clevadas, embora as taxas de transpiracio nao tivessen sido muiwo diferent s d s
plantas testemunha. Contudo. os valores do potencial hidrico foliar. sol ctudo os que
foram medidos antes do nascer do Soll evidenciaram melhor comportam nwo das plantas
lratadas com calda bordalesa. Ao nivel dos pardmetros viticolas determinados, de uma
forma geral, o grau brix, o peso ¢ o volume dos bagos ¢ ligeiramente mais favordvel nas
videiras que foram tratadas com calda bordalesa.
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Estreses bidticos y abiéticos (I) C3-11

debia tampoco a un mayor cierre estomitico ya que al final del cstudio los valores de con-
ductancia eran similares cn plantas control y tratadas micntras que los valores de Ci se
mantenian elevados en las plantas tratadas y se rccuperaban en los controles.

El andlisis de fluorescencia muestra que Ja cficiencii fotoquimica del PSIT no se vio
apenas alterado durante ¢l tratamicnto con lluvia 4cida. Por el contrario la sequia, y sobre
todo la sequia en plantas tratadas previamente con lluvia dcida causaron disminucidn del
cociente Fv/Fm, valor que se recupcra pricticamente en plantas controles pero no en plan-
tas sometidas a lluvia dcida mas sequia posterior. ‘

Asi pues, las plantas que han sufrido episodios de precipitacién dcida s¢ ven mas afec-
tadas cuando se someten a periodos de sequia que las plantas que no han sufrido ¢l ctecto
de Ja lluvia 4cida.

Proyecto GV: 118.310-1DT/93
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Estreses bidticos y abisticos (I) : C3-13

Efecto del estrés hidrico y del paraquat sobre los enzimas y metabolitos
del ciclo ascorbato-glutation en Pisum sativum L.

L Tturbe-Ormactxe, PR. Escuredo, C. Arrese-Igor y M. Becana
Estacion Experimental de Aula Dei. CSIC, Apdo. 202, 50080 Zaragoza

Introduccidn,

En condiciones naturales los cultivos estan expucstos a varios cstreses ambientales
que disminuyen la produccidn. A nivel molecular ¢l efecto negativo del estrés puede ser
una consecuenciy, al menos en parte, del dafio oxidativo a importantes biomoléculas, como
resultwdo de un aumento en la produccion de radicales libres y/o una disminucion de la
capacidad antioxidantc de la planta. En este trabajo se han determinado los efectos de la
sequia y del paraquat (PQ) sobre diversos pardmetros fisiolégicos y bioquimicos de hojas
de guisante, incluyendo el contenido de antioxidantes y el dafio oxidativo a biomoléculas.

Materiales y métodos.

Ll crecimiento de las plantas de guisante cv. Lincoln y la determinacién de antioxi-
dantes se cfectuaron segdn se ha descrito cn trabajos anteriores. La medida del potencial
hidrico foliar se llevd a cabo con una cdmara de presion (Soil Moisture). Los tratamientos
de sequia (por supresion de riego) y PQ (100 mM, 6 h) se iniciaron cuando las plantas teni-
an 30 dias de edad. Los dos niveles de sequia (-1.3 y -5.9 MPa) se alcanzaron aproximada-
mente 7y 9 dias despucs.

Resultados y Discusion.

Las hojas sometidas a sequia moderada mostraron ya sintomas incipientes de estrés
oxidativo, tales como un incremento de la actividad CuZn-superéxido dismutasa (SOD) del
citosol y cloroplastos y de 1a Mn-SOD de mitocondrjas, asi como del contenido de peréxi-
dos de lipidos (malondialdchido) y de proteinas modificadas oxidativamente (grupos car-
bonilo). La scyuia severa produjo un descenso generalizado de los nucledtidos de piridina
y de los antioxidantes (catalasa, enzimas y metabolitos del ciclo ascorbato-glutatién). De
hecho, en las hojus sometidas a sequia, este ciclo estaria limitado no sélo por fa inhibicion
de los correspondientes enzimis sino también por la reduccidn del aporte de NADPH foto-
sintético, necesario en Gltimo término para reducir el peroxido de hidedgeno a agua. Ade-
mas, Ja sequia severa indujo lu acumulacién de malondialdehido, proteinas oxidadas y Fe
catalitico (Fe capaz dc¢ purticipar en reacciones Fenton gencrando radicales Jibres). El trata-
miento con PQ provocd también una importante disminucion de la capacidad antioxidante
de las hojus y la acumulacién de proteinas oxidadas. Sin embargo, hubo diferencias impor-
tantes cntre los efectos de la sequia severa y el PQ. Asf. ¢l PQ disminuyé el contenido de
ascorbato y NADPH vy las actividades ascorbato peroxidasa y Fe-SOD. pero aumentd los
contenidos dc glutatién oxidido, NAD", NADH y Fe catalitico.
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Estreses bidticos y abidticos (I) C3-14

Efeito do défice hidrico e de temperaturas outonais elevadas no
desenvolvimento de anomalias e abcisao de gomos florais no
damasqueiro

M. C. Medeiru

Estagav Agronomicu Nacional,
Quinta do Margués, 2780 Oeiras, Portugal

O défice hidrico e temperaturas elevadas, durante o Outono, tém sido considerados
como responsiveis pelo aparceimento de anomalias ¢ pela gueda de gomos flotais no pes-
segueiro € damasqueiro (Brown, 1958; Carraut, 1968; Monet e Bastard, 1971: Viti ¢ Mon-
teleone. 1991).

Neste trabalho pretende-se estudar a acgiio conjunta ou isolada do défice hidrico e de
temperaturas elevadas outonais na queda de gomos. aparceimento de anomalius, e esterili-
dade, utilizando ‘para o efeito a variedade CNEFE] que sofre, geralmente, intensa queda de
gomos florais.

Foram ulilizadas drvores envusadas. com trés anos, enxertadas cm P armieniaca. As
plantas foram observadas em quatro tratamentos. Dez drvores foram submetidas a tempera-
tura elevada. Cinco estiveram em permanente disponibilidade hidrica e cinco foram subme-
tidas a quatro periodos de seca, entre 20 de Outabro e 11 de Novembro, intercalados por
ligeira hidratagdo. Dois grupos de cinco drvores pérmunecer;_un a temperatura exterior. Um
dos grupos tambdém deixou de ser regado a 20 de Qutubro, scgundo o procedimento ante-
riormente descrito ¢ o outro foi mantido em permancente disponibilidade hidrica.

As determinaciies do potencial hidrico foram efectuadas com a bomba de pressio de
Scholander, num grupo de ¢spordes. com a mesma dimensao, com localizacdo semclhante
no copado e i sombra. Foram retiradas amostras de gomos florais, para estudo histolégico,
no inicio, no decursv ¢ apds oOs [ratamcntos.

O ddfice hidrico ( potencial hidrico variando entre -3,61+0.03 MPa e -3,78+0,21 MPa,
no final de cada perfodo de seca), em condigdes de femperatura clevada (7.5°C a 36°C)
aumentou significativamente o destaque de gomos florais pelo recepticulo e pelo axis. O
défice hidrico (potencial hidrico variando entre -3,20+0,21 MPa e -3,60+0.08 MPa, no
final de cada periodo de¢ scca) aumentou significativamente o destaque de gomos florais
pelo recepticulo e pedinculo, & temperatura ambiente (3.8°C a 29,7°C).

O défice hidrico teve um efeito signilicativamente mais nefasto do que a temperatura cle-
vada no destague de gomos florais a0 nivel do recepticulo ¢ axis, apés o final dos tratamentos.

Nas zonas pelas quais os gomos sc separam foi observada a difcrenciagido de seis a
doze camadas de célulus, no parénquima medular da regido de transi¢do entre pcdunculo e
axis, nas quais foi obscrvada plasmolise, colapso de protoplastos, rotura de paredes celula-
res e formacgdo de lacunas que se unem ¢ levam & separagdo do gomo. Tais zonas devem
ser verdadetras zonas de abeisdo. Diferentemente do que foi deserito no pessegueiro (Zan-
chin er al, 1995), formam-se muito precocemente, observando-se prineiro o colapso dos
protoplastos ¢ s¢ depots a rotura das paredes celulares.
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Lstreses bidticos y abidticos (1) . C3-15

e (e * o0~ a” rco° -osec’  corricicos¢  .er L Aaw
ia sequia de plantones de Pinus radict:

M. K. Duniubeitia, S. Hormilla, B. GonZzdilez-Moro, A. =~ ioz-Rueda,
' C. Gonzdlez-Murua
Dpto. Biologia Vegeral v Ecoloviu, Fucultud de Ciencias, U.P.V/E.H.U

L. stmbiosis cciomicorricica puede mejorar Ta respuesta fisiologici de la planta a
s1tdeionces ad . de crecimicnto. Entre oti.  ventyjes sa simbiosts cctomicorricica
permite a ' »lanta incrementar la superficic de ¢ itacto suclo-raiz, inc.. n ntar L absor-
cidn de agua v nutrientes y mejo.. - la tolerancia de la planta a condiciones de es €5 hidri-
co. Sin emburyo, como ya ha sido demostrado en varias ocasione. los posibles beneficios
aportados por el hongo cctomicorricico a la planta varian depe w“endo de la espacie flin-
gica asociada.

El objetivo planteado ¢n cste trabajo es el de deierminar ¢l modo en el gue la simbio-
sis ectomicorricica modifica la respuesta {vtosintética de plantones de Pinus radiata some-
tidos a un estrds de sequia edafica, asi como evaluar la respuesti de la planta dependiendo
de la especic flingica asociada.

Para llevar a cabo el ~ tudio, plantones de Pinus radiata de un mes sc separaron en
sict_pos. uno de los cuales se mantuvo sin inocular (control) y cada uno de los seis gru-
pos restenies se inoculd con una especie flingica ectomicorricica diferente (Boletis pinop-
hilus, Laccaria bicolor, Pisolithus arhizus, Rhizopogon vulgaris, Rhizopogon hiicolis y
Scleroderma cirrinm;},). Transcurridos desde la inoculacidn cinco meses de crecimiento en
invernadero, se determinaron los porcentajes de micorrizacidn para cada especie fungica y
posteriormentie, las plantas se someticron a un estrés de sequia edifica por suspension de
riceo. .a determinacion de las diierencias en lare  ues(a de las plantas tnculadas con Jas
anteriores — cles fungicas se Hevo u i v mé endo el potencial hidrico ioliar, los pard-
metros ¢ * tercambio g 080 y Tos pardmetros de fluorescencia.

El potencial hidrico foliar descendid progresivamente a medida que aumentaba el
tiempo transcurrido sin ricgo, observandose un retraso en el ticmpo gue tardan las plantas
muicorrizadas cn alcanzar los potenciales hidricos mds bajos (aproximadamente 10 dias en
condicioncs de estrés hidrico severo). TLos resultados indicaban que la inoculacién con R.
vulgaris. L. bicolor y S. citrinwm contribufa al mantenimicnto de un potencial hidrico
mayor en la planta asf como a una mejora en la eliciencia en ¢l uso del agua. En las plantas
inoculadas con R. vulgaris 'y S. citriniun s¢ apreciuban tasas de fotosintesis mayores a lo
largo de todo el periodo dc sequia, y en el resto de las cspecies las tasas de fotosintesis eran
superiores al control, excepto a los 40 dias. Igualmente, en cf caso de las plantas inoculadas
con R. vulgaris, L. bicolor y S. cirrinum el retraso en el descenso del potencial hidrico per-
mitié a las plantas micorrizadas mantener una eficiencia de carboxilacion mayor respecto a
las plantas no inoculadas a lo largo de todo el periodo de scquia. Se observo el mismo efece-
to sobre este pardmetro durante los 30 primeros dius cn plantas inoculadas con R. lufeolus,
P. arhizus'y B. pinophilus.
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Relaciones hidricas y fotosintesis en plantas de pimiento infectadas
con Verticillium dahliae Kleb

N. Goicoechea ', J. Aguirreolea’, S. Cenoz ? y J.M. Garcia-Mina *
!Departamento de Fisiologia Vegetal, Facultades de Ciencius v Farmaciu,
Universidad de Navarra, Trunlarrea s/n, 31008 Pamplona
?Departamento de Investigacion y Desarrollo, Grupo Inabonos-Roullier,
</ Ferrocarril s/n, 31012 Pamplona

Los hongos del género Verticillivum son patdgenos que causan marchiteces vasculares
en una amplia variedad de plantas. En el caso del pimicnto, la marchitez o “seca™ inducida
por V. dahliae Kleb constituye un importante factor limitante de su cultivo, especialmente
en el drea mediterrdnea. Su incidencia es notable ¢n Navarra al ser la planta de pimiento
del “Piquillo™ una de la mds sensibles a la infeccion (Garcfa-Mina y col., 1996).

El hongo causal es un patégeno edifico que penetra a través del sistema radicular e
invade sistémicamente al hospedador via xilema. Los sintomas se caracterizan por marchi-
tez. clorosis. defoliacién prematura y necrosis vascular.

A pesar de que la enfermedad ha sido descrita en diversos cultivos, no estdn adn dilo-
cidadas las bases fisioldgicas de la marchitez; por cllo, el propésito de este trabajo ha sido
estudiar, en condiciones controladas, el desarrollo de la enfermedad cn pimiento del
“Piquillo de¢ Lodosa”. mediante la medida de los siguientes pardmetros: estado hidrico
(contenido hidrico relativo CHR, y potencial hidrico foliar Y, fotosintesis, conductancia
estorndtica, transpiracion. niveles de dcido abscisico xtlemadtico, y pardmetros de creci-
miento. Las medidus foliares se realizaron en la tercera y cuarta hoja totaimente desenrolla-
das, empezando por el dpice.

Los pardmetros mds sensibles a la infeccidn fueron el potencial hidrico foliar y fa conduc-
tancia cstomiticy, cuyo descenso fue acusado a partir de fa primera semana de la inoculacion.
El inicio de la defoliacion y una reduccion notable en la fotosintesis se observaron a partir de
las dos semanas de la infeccidn, micntras que ¢l contenido hidrico refativo y el nivel de cloro-
filas s6lo descendieron en las etapas medias y finales de la enfermedad. No se observo Lomla-
cién entre los niveles de deido absceisico xilemitico y la conductancia estomdtica.

Los efectos de V. duhliae sobre las plantas infectadas. a diferencia de lo observado ¢n
el caso de infeccion por Phytophthora capsici (Aguirreolea y col., 1995), estin en relacién
con la disminucidn progresiva del Wy CHR foliares. Sin embargo, la intensa v precoz
defoliacidn observada sdlo podria explicarse por un posible efecto toxigénico del patégeno
y alteracidn en cl balance hormonal.

El presente trabajo ha sido finunciado en parte con una ayuda del Grupo Inabonos-Roullier.

Garefa-Mina .M., Jordana R., Aguirreolea J., Herndndez M.A. (1996). The effect of 4 speeial organic amend-
ment on the development of pepper plants cultivated in a soil infested with Verticillium dahliue. Fentilizers
and-Environment (Ed. C. Rodriguez-Barrueco), Kluwer Academic Publishers, pp. 301-303.

Aguirreolea J.. Irigoyen 1Y, Sénches-Diaz M., Salaverri J. (1995). Physiological alterations in pepper
during wilt induced by Phvtophthora capsici and soil water deficit. Plant Pathology 44: 587-596.
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Estreses hidticos y abisticos (T) C3-19

Estudio de ]a potencialidad antifiingica de flavonas polimetoxiladas
presentes en Cifrus

M. C. Arcas, A. Ortunio, O. Benavente, F. Sabater y J. A. Del Rio
Departamento de Biologia Vegetal (Unidad Fisiologia Veeetal), Fuculiad de Biologia,
Universidad de Murcia, 30100 Murcia, Espaita

Las flavonas polimetoxiladas son flavonoides (uu presentan numerosas funciones
fisioldgicas, tunto desde el punto de vista ecoldgico, ofrecicndo proteccion a la propia plan-
ta, como desde ¢l punto de vista de su aplicacion farmacolégica.

Aunque la concentracidn de cstos compuestos ¢n los citricos ey baja, s¢ sabe que cxis-
ten tejidos en 1os se detectan mayores niveles, cono es ¢l cuso del flavedo en los frutos,
habicndose descrito también su presencia en algunos subproductos de la industria de los
citricos, como los aceites esenciales.

En cste trabajo se procede a la extraccion sclectiva mediante disolventes orginicos de
las flavonas polimetoxiladas presentes en aceites esenciales de diterentes especics citricas
(pomelo. limoy, clementina. naranja amarga y naranja dulee). para analizar la capacidad
que tales compuestos presentan sobre los procesos de crecimiento de tres hongos muy
importantes para los citricos, debido a las pérdidas econdmicas que ocasionan en la postco-
secha, como son Phytophthora citrophthora, Penicillium digitatim y Geotrichum sp.

La aplicacion de la fraccion polimetoxilada, de los accites esenctales, al 1% en el
medio de cultivo, revela que dichas flavonas muestran propiedades antiftingicas frente a los
tres hongos analizados, detectdndose inhibicion del crecimiento de Pencillium digitatum en
un [00% para los extractos procedentes de Tos citricos denominados “dulces” (Ilimon. cle-
mentina, y naranja dulee), y una inhibicidn del 77% para los denominados “amargos™
(aceite de pomclo y accite de naranja amargi).

Phytophthora citrophthora es inhibido en un 100% por los extractos denominados
“amargos” (pomelo y naranja amarga), detectandose una inhibicion de un 72% para ¢l acet-
te de clementina, del 479 para el aceite de imon y del 14% para el aceite da naranja dulce.

Geotricluon xp. muestra mayor sensibilidad ua los exuactos “amargos™, detectindose
una inhtbicidn alrededor del 57% para los extractos procedentes de aceite de pomelo v de
naranja amarga; micntras que para los extraclos procedentes de aceite clementing, naranja
dulce y limdn, se producc una inhibicion del 47% , 34% y 8%, respectivamente.

Liste trabajo hi sido financiado por la CICYT: Proyecio AL195-10135, Espana.
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Estreses hioticos y abioticos (1) C3-20

The insecticide treatments lengthened the life eycele of the potato plants allowing that the
leav_s act . sources for carbohydraics for a long period and as result an inci .. In the
supply of ¢ .similates to sink organ - the tuber - certainly occurred.

The cuta obtained show that the treatment of potato plants with the synthetic pyreth-
roid decis” had no 1t ive effects on the RuBisCo uctivity and even maintained higher
levels of RuBisCo through the life cycle of thes plants; this effect indirectly allowed the
accumulation of starch in the tuders, for a longer period, thus making them with a nutritio-
nal value higher than control tubers.

Since Colorado potato beetle might deeply aficet crop yield and the chemical treat-
ment of the plants is an obligatory practice to control this T..oct. 1t cun be concluded hat
the application ol decis' & recommended whenever this dangerous pest might oceur.
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Estreses bidticos y abiticos (1) ; C3-22

sHSP de Quercus suber : Clonaje y su patrén de expresion en embrio-
nes somaticos secundarios

D. Verdaguer®, G. Huguet,# P. Puigderrajols# B. Llompart#, A. Nadal#,
M. Pla# v M. Molinas#

* Departament de Ciencies Ambientals, Unitat de Biologia Vezetal
#Departamento de Biologia, Unidad de Biologia Celular, Fucultut de Ciéncies,
Universitat de Girona, Campus de Montilivi
17071 Girona, Espanya

Todos los organismaos responden a temperaturas ¢levadas con la produccion de protei-
nas que ~e inducen por choque de calor (HSPs) (Waters et al.. 1996). Ademas los dltimos
resultados indican que varias FISPs también protegen a las cclulas de otroe « cses,

Las HSPs de tamario menoy (sHSPs) (17 a 30 KDa) son especialmente abundantes y
diversas en plantas superiores. Se ha sugerido que in vive actdan como chaperonas, contri-
buyendo al desarrollo de L resistencia al estrés.

Nuestro equipo ha aislado y sccuenciado un nuevo clon de ¢cDNA, Qs shspl7. proce-
dente de Quercus suber. La secucncia muestra que ¢l clon de ¢DNA Qs shspl7 contiene
una ORF de 154 aa, y presenta una masa molecular aproximada de 17.38 KDa. T 1 compa-
racién de la sceuencia revela un alto grado de homologia con lus proteinas peque i indu-
cidas por choque de calor de la clase I

En algunas especies se ha visto que fas sHSPs de la clase T se expresan sin necesidad
de estrés durante el desarrollo del embrion. Primero son detectadus ¢n la fase tardia de la
maduracion del embridn, luego aumentan en las semillas deshidratadas y rdpidamente su
presencia disminuye durante la germinacién (Wehmeyer et al. 1996). Su expresion se ha
deserito a nivel de tejido meristermdtico y provascular. Se ha postulado que la presencia
SHSP esta relacionada con la (olerancia del embrion a la desecacion (Priindl et al., 1995).

En nucstro laboratorio hemos analivado ™ patrdn de expresion de Qs shspl7 en
embriones somticos secundarios (Puigderrgols et al., [997) mediante la hibridacion i
situ . Experimentos preliminares muestran que mRNA de Qs shspl7 son abundantes cn cl
tejido provascular del peciolo cotiledonar, en el ¢je embrionario. y tumbicén en ¢l tejido
meristemdtico del apex caulinar. aunque no haya tenido tugar ¢l proceso desccacion
caracteristico de los embriones zigdticos. Otros experimentos ¢stdn ¢n proceso para cnten-
der mjor ¢l papel de sHSPs en la ecmbriogencesis sontitica repetitiva,

Prind;, R Kioske, oy wond® L YOS P M ) 0™ T80

Piipderraje? Bofe me Gu o mrro B Poribiol Moand M7 OML 19900 Ine 3L Plant Sei 1570
L

Wate - ER.LTee. GIoand Vierlin (b 01006, Joms "o T po wnean ' Botars 206: 323 138,

W yero NG T 7 LD, . akewteins RIR: 4 Vie i (] P Phesiol. 12: 74 TST.
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Listreses bidticos y abidticos (1) . C3-23

consumo de O, que oscilabu catre 700 y 1000 uL O./h.raiz, pudiendo algunas de estas rai-
ces mostrar espontancamente un mayor consumo de O,. icmpre inferior al de las tratadas
(como méximo de 1200 UL O,/h.raiz) y sicipre a ticmpor mas largos (a partir de 15 min).
Fista respuesta también se observa en la actividad peroxidasa, interpretdndos . como indica-
cion de que la reaccién pucue rroducirse lambicn espontdncamente por « [ s, de mani-
pulacién de las raices, pero la aplicacion de MeJA la desencadena de manera mds temprana
e intensa.

Los controles realizados demucstran que el MeJA empleado no ufecte « i tiv.dad
peroxidisa nit SOD de rdbano, ni tampoco inw-iiere con los sustratos de las ¢
reacciones de medida. Teualm nte. twmnoeo af oo g caablomente la actividace SOD exo-
celular soluble medida en ¢l Tuido mierce fular de la raiz. * 3 -onseccucencia, | Vferend’
que se observan en lu actividad SOD exocelular de rajees de plinal. > intac han de ser
atribuidas a difere cias de sustrato enddy ) adicales O,0). Sin embargo. los resultados
obtenidos hastu of momento con las raice, intact 5 0~y 5 ~ermiten dilucidar, iequivoca-
1 te, sila func én de la SOD exocehilar os actuar sol : ¢cho radicales O 7, pr Cble-
riente producidos por la cadens: reocy del plasmalema, para iotm-~r ~* " O, neces rio para
la actu: zion de la peroxidasa exocclular, como se g propucsto (Avh v Murnhy. 1995, B
la actualidad se realizan ex 1cs con inhihidores espeefficos que nos permitan conclu-
siones definitivas.
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Estreses bidticos y abidticos (1) ) ‘ C3-24

Estudios mediante microscopia dptica de callos tolerantes.y control revelan diferen-
cias substanciales en cuanto i ta morfologia celular. A diferencia de las células control
cuya apanencia ¢s méds o menos isodiamctrica, las células tolerantes presentan.un aspecto
mas i ular.

Los iesultados obtenidos apuntan a que el mecanismo de tolerancia reside en un incre-
mento de los componentes pécticos de la pared celular asi como en un mayor grado de
entrecruzamiento de 10s mismos.

1. Montezinos. D.. Delmer. D. P (1980). Characterization of inhibitors of cellulose synthesis in cotton
fibers. Planta 148: 305-311.

1. Shedictzky, E.. Shmuel. M., Delmer, D.P, Lamport, D.T A, (1990). Adaptation :nd | ow: of tomato
cells on the terhicide 2.6-dichlorchenzonit=we leads to prouction of unique cel! w s virtually lac-
king a cellulose-xyloslucan network. Plant Phe o . 94: 980-¢

1. Shedletzky, E.. Shmuel. M.. Tr -2, T.. Kaln | S.. Delmer, D. (1992). Cell w ™ ucture in cells
adapted to growth on the cellulose-synitiesis inhibitor 2,6-dichlorobenzonitrile. Plant Physiol. 100:
120-130.
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eito co Na(' ) metabolismo fotossintético em plantas de
Lupinus albus L.

F. M. Fernandes e M. C. Arrabaca
Depariciiento de Biologio Veaetal. Faculdade de Cicncias da Univeisidi v Lishoa,
Campo Grande, 1700 Lisboa, Portugal

A satinidade é um factor edéfico que limita a distrhuico das plant s m alguns habi-
tats naturais o que constitui um problem: | “ola em muit < zonas da terra. O eicito do
siress «alino (50, 100 ¢ 150 miM NaCl). no mctakrolismo jotossintético, for estuc 1o ¢m
plant s de Lupinus albus Loovars 7 7y regional, B espéeie © ¢ pecialnie & importante
pela oualidade da protefia das suas sementes e pelo enriquea: =01 o emt azolc , do solo onde
¢ cultivada. Com o wrress salino re xistare. -se allerag. .« .o crescimento. © sobrevivéncia
e na morfologia das plantas. O siresy sal™w provocou o deeréscimo das {0 Xas toossint” "oy
e transpiratdria, e do conteddo em protefna soluvel total. O dontedee »m clorofil wtal ¢
em carotendides tamhém decrescen nos tratamentos com 100 ¢ 150 mV. N 7L AS activida-
des da sacaros lostato sintase (SPS; LC 2.4.14) e sacarose ~sintase (SS; 20 2.4.1.13).
foram determinudax em plantas controlo ao longo do periodo de rlomiracio. Ohteve e
uma maior actividade das reieridas enzimi, »pos 4 horas de luz, pelo que a colheita das
folhas, para rminacas a7 des enzimétics 3¢ o e wido em agdeares. fol feita apds
este tempo. O« miento com sal, levou ao auuento da actividade da SS. & dinnui 4o da
actividade da §°S ¢ nilo fez variar a percentagem de activagdo desta ¢ vzama. A activiwade
da invertase dcida (EC 3.2.1.20) for muior com a concent o de 50 mM NuC I .ado
semethante no controlo ¢ 150 mM N aClL engquanio que a actividade da invertase alealina
(EC 3.2.1.26) subju « wn a concentr: | salina at¢ (50 mM N C1O 1o de z2lucose fof
menor nas pi s freaadas. € 0 Wor em sacarose (uitse triplicou - as tra wdas cont 130 mM
NaC'l ¢ ndo se modificou nas tratudas com 50 mM NaCl. O conteddo eni frutose ndo foi
alterado com o ~al.

167






Estreses bidticos y abidticos (1) C4-3

Extrusion de H* como una respuesta al estrés salino en
células de tomate ( Lycopersicon esculentum Mili. )
controles y adaptadas al NaCl

L. Kerkeb, M® P. Rodriguez Rosales v J.P. Donuire
Departamento de Bioguimica, Biologia Molecular y Celular de Plantas,
A FEstacion Experimental del Zaidin, C.S.1.C., Profcsor Albareda 1,
18008 Granada

Para que lus plantas pucdan adaptarse a la <aitnidad. tienen que activarse procesos cla-
ves en la célula capac . de potenciar las condiciones de tolerancia, sicndo fundamental,
para poder definir una estraregia.medinme Ja cual controlar e inducir las respucstas de
cstrds y de adaptacion, el conocimiento de los mecanismos responsables de [a sensibilidad
y tolerancia de las plantas a este factor. Teniendo en cuenta que la exposicion a un medio
con elevada concentracidn de NaCl, provoca en las plantas una inhibicidn del crecimiento,
debida a [a induccidn de efectos oxmticos. i6nicos y nutricionales, a I2 hora de investigar
una estrategia de adaptacién a la sal, especial importancia deben tener aquellas cuy_ fun-
cidn seu regular estos procesos. 1o relaciona dircctamente estas estrategias con cl trans-
porte a través de las membrana intracelular <.y, muy especialmente, con ¢l _.adiente
electroquimico de H* creado por la actividad d  'as bombas primariasde H (7 ATPy
), ubicadas en el plasmalcma y en ¢l tonoplasto, e cuales al dirigir la extrusién de a1 al
exterior celular o hacia la vacuola, deben estar implicadas en Ta tolerancia de lax plantas a
la salinidad, al regular la acumulacién de Na* y Cl en ¢l citoplasma.

Nuestro grupo, estd investigando en suspensiones celulares de lineas de tomate tole-
runtes a ntveles de [00 mM NuClL los mecanisnios implic wos en el transporte de H y 1a
relacion de dicho trunsporte con la aclunatecién a la sal. El hecho de que Ja ¢y isidn de H?
en difcrentes tejidos de planias superiores s¢ vea estimulada por los tones monovalentes,
particularmente, por el K*, ha sido importante ¢n este estudio, cuyo objetivo primario ha
consistido en compurut ¢l cfecto del estr” or NaC'l o KC sobre lu actividad de extrusion
de H* de células controlve y nda~ idas a condiciones de 100 mM NuCl; asf mismo, sc ha
determinado la activided extruclo 3 ¢n j cncla y en ausencia oo fusicocini, una toxina
fingica que activa e<pocificamente la extrusion clectrogénica de H dependicnte del enzi-
ma H*-ATPasa de plasmalema.

Los resultados obtenidos han demostrado una inferior tasa de extrusion de H* en las
células de tomate adaptadas a 100 mM NaCl, respecto a las células controles. En el caso de
las cClulas testigos o adaptadas a |00 mM NuCl, lus condiciones de cstrés, definidas por la
adicién de 100 mM NaCl o de KCI al medio de reaccidn. promovieron significativamente
la acidificacién de dicho medio, siendo el incremento de la extrusidn de if del mismo
orden en ambos tipos de células y frus estresar las células con NuCl o con KCl. Del mismo
modo, cuando se adiciond fusicocina al medio de reaccion, conteruenda ¢élulas controles,
aduptadas o sometidas a un estrds por 100 mM NaCl o KCI, s¢ pudo comprobar un efecto
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Sistemas antioxidantes y. estrés salino: estudio en dos cultivares de
guisante con diferente sensibilidad frente al NaCl

J.A. Herndndez, A. Jiménez, P. M. Mullineaux' S. Karpinski' und F. Sevilla
Departamento de Nutricion y Fisiologiu Vegetal, Centro de Idufologia v Biologia
Aplicada del Segura, CSIC, Apdaol95, - 30080. Murciu
'Depariment of Applicd Genetics, John Innes Instingte,

Norwich NR4 7UH. England

Los mecanismos implicados en la tolerancia al NaCl en plantas no-halofitas no se
conocen con exactitud. Algunas evidencias sugicren la existencia de una relacion enire
resistencia al estrés oxidativo y respuesta al crecimiento en condiciones de salinidad!2, Sin
enbargo no hay informacién precisa sobre la respuesta conjunta de los antioxidantes ¢nzi-
miticos y no enziméticos frente al estrés por CINa y esta informacion es necesaria conside -
rando la hmportancia que las mtcracciones entre dichos componentes antioxidantes ticne en
la adaptacién de las plantas a condiciones de estrés ambiental®

Recientemente en nucstro lahoratorio, utilizando plantas de guisante (Pisum sativirm
L..) con diferente sensibilidad a la safinidad. demostramos que el estrés por CINu inducia el
cstablecimiento en mitocondrias y cloroplastos de un esuds oxidativo mediado por radica-
les 0,7y H,y0, que podrian cstar implicados en los mecanismos de la toxicidad del NaCl en
estas plantas®#. En cste trabyjo. hemos estudiado ¢l efecto del estrés salino (70 mM NaCl)
sobre los contenidos de ascorbato y glufation asi como sobre los niveles de actividad SOD
y de las ¢nzimas del ciclo ASC-GSH junto con la expresidn de las isoenzimas Mn-SOD
mitocondral. Cu.Zn-SODs citosolica y cloroplastidica, ascorbato peroxidasa (APX) citoso-
lica y glutation reductasa (GR) citosdlica. utilizando dos cultivares de plantas de guisante
que previamente s¢ seleceionaron como relativamente tolerante y sensible a la salinidad,
respectivamente?. Fxtos estudios se efectuaron en la fraccion soluble y en las fases iniciales
(2,4,8y 21h) y tras 15 dias de tratamiento de tas plantas con CliNa .

Durante las primeras 24h del tratamiento con NaC'l y en los dos cultivares de guisante,
no se¢ observaron cambios significativos en los contenidos de antioxidantes y en las activi-
dades enzimidticas analizadas. Tras 15 dias de tratamiento salino, en plantas tolerantes s
producia un aumento cn la actividad especifica de MDHAR, DHAR, GR y APX, mantc-
niéndose los niveles de SOD. En cstas planias los cambios anteriores eran paralelos a un
acumulo en los transcritos de las enzimas antioxidantes correspondientes no modificdndose
de forma significativa dichos niveles de expresion en la variedad scnsible, en la que se
producia una disminucién en la actividad SOD y cn la que las enzimas del ciclo ASC-
GL.t no se inducian.También se encontrd un patrdn difercncial en [os contenidos de ascor-
buto y glutatién entrc¢ ambos cultivares, que se veian considerablemente reducidos por
etecto del CINa en las plantas sensibles.

Los resultados anteriores sugieren que sélo en plantas refativamente tolerantes parece’
tener lugar una estimulacidn de la sintesis de las enzimas antioxidantes ¢n condiciones de

171



172



Estrescs bidticos y abidticos (1) ‘ C4-5

Ahs. cio , JisT 7 "6 de iones Cl™ en patrones de citricos sam
aes réss 10, Efecto de los iones Ca™ .7

J. L. Moya, R. Romcero-Aranda, F. R. Tudeo, M. Tulon, E. Primo-Millo
Depariumento de Ciiricnliva v oivos frutales, 1. V. [ AL
46113 Montcada de L' Horta (Valencia), Espaie

Se estudid la absorcion y distzibucion de jones Cl y ¢l efecty de los iones calcio y
nitrato en dos patrones de citricos que difieren en su tolcrancia a la salinidad, Mandarino
Cleopatra (Citruy reshni Hort. ¢x Tun) considerado tolerante y Citrange Carrizo (Cirrus
sinensis [L.] Osheck x Pancirus trifoliata [1..] Ralinesque) considerado sensible.

Ln un tipo de experimentos, s¢ cultivaron ambos patrones en medio i, ~ " con una
solucién nutritiva airc wda v suplementada con diversy  concentraciones de NaCl. KNO
CaCl,, y Ca(NO)),. Durante un mes se determino la perdidi de jones Cl- en la solucion
nutritiva, asf como Ja acumulacion de los mismos en Jos distintos 6rganos de las plantas al
final del experimento. Los resultados mostraron que la velocidad de absorcion del ion CI
es muy similar en ambos patrones y que €sta s¢ incrementa de forma lineal a medida que
aumenta la concentracion externa. De forn +  neral, se observd que Lus concentracior
foliares de los tones CT, fueron mayores en Carrizo que on Cleopatra. aunque 1 se d ©
taron diferencias significe ivas cn otros érganos como rafces tallos 0 savid entre ambos
patrones. En este tipo de experimentos ¢l crecimiento de las plantas no se afectd, y por otro
lado, la adicion de sales de calcio y/o de nitrato no modifico significativimente a veloci-
dad dc ubsorcion de cloro ni su distribucion.

E - experimentos sobre arena y con tratamicntos mas prolongados. hasta un minimo de
SCIS MeSea, s¢ comprobo que ¢ ton CL redujo ¢l crecimiento, ¢l drea foluar, ¢f contenido en
clorofilas, la asimilacion de CO, y la cficacia cn ¢l uso del agua. y por otro lado aumenté
defoliacién y el fndice de suculencra. El caleio no tuvo ningun sfecto sobre estos parame-
tros aunque alivid ¢l crecimiento y redujo ¢l porcentaje de absc'sion.

En conjunto, los resultados obtenidos en ambaos patrones son compattibles con la idea
de que la ubsorcion de iones C1 se realiza de forma pi 1va dependiente del drea total del
sistema radicular y del potencial de transpiracion de las hojas. Uno de los componentes (ue
pucde cxplicar ¢l efecto aliviador del Ca(NO,), en las plantas de citricos sometidas a esurés
salino parece relacionarse con el estimulo del crecimiento, que permitiria la dilucion de la
concentracién foliar del ion CI-,
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Fstreses bidticos v abicticos (1) C4-7

Efeitos do N: © e NO, no crescimento e na concentracao de solutos
de v 1a haléfita - Aster tripolium |..

M. Hipdlito, M.A. Carmona. M.L. Cabrul ¢ M. Santos
Departamento de Fisiologia Vegeral, Estacao Agronoi ica Nacional,
2780 Ociras. Poiineal

Tém vindo a scr realizados cstudos com Asier tripolinm (Huis = 1 al.. 1993) visando
a obtengdo de uma horticola regada com dgua salgada ¢ com as caracterisdeas o anolép-
cas que correspondem a um teor de 7g NaCl/Kg Fi+ nas folhas . Contudo constatoy-se que
para obter esie teor de salinidade serd necessidrio utilizar dgua de rega com salime e supe-
rior a 25% da dgua do mar, o que reduziu o ere scimento (Martins ¢f o/, 19953 Para aumen-
tar a produciio de biomassa nestas condigdes, pensou-se que o 4zolo po  ria reduzir os
efeitos depressivos da satinidade.

Assim o objectivo deste trabalho foi o de estudar a influéneia, ao longo do tempo. do
ido nitrato (7 € 15 mM NO;’) em virios pardmetros fisioldgicos ¢ qualitativos de plantas
sujeitas a 0. 125 ¢ 250 mM NaCl. em cultura hidropénici.

Os resultados de peso fresco, peso seco e drea foliar obtidos indicam que o nivel de
nitrato mais clevado <6 contrariou a redugio nas salinidades ma’ s baixas.

A salinidade provocou uma redugdo dos potohuiais hidrico ¢ osmdtico u olhay, verifi-
cada de~de o infcio dos tratamentos. indicando unt ajuste osmotico nara o qual contribuiram.
como aconteee {requentemente em haldfitas (facoby. 1994). a acumu do de io 5. assiim como
0 aumento de cerca de duas verificado na coneentragio de agidcares ¢ de prodina.

Oaumento du «  waciu estomatice vertticado com  hinidade atingiu valores nudxi-
mos, principalmente na pdgina aduxial, em planti e tas acy ivel mais clevados de
mitrato ¢ NaCl. As curvas'de resposta o luz dao tambe nouma indic ¢.o dos efcitos conjun-
tos do asoto ¢ salinidade, « « ontando ¢4 lantas que cresceram comy 1S mM NOy™ ¢ 125
mM NiCl os valores mais alwos de [otossintese aparente n.disona.

O aspecto qualitativo estudado o1 o da composiciio ua 10, 1a, no respeitante ao teor de
fibras, uma vez que ja - abia que o Asier 1o ipolin napresenta redugio n~ dr a especifica
das folhas (SLA) quando regado com dgua ~algadi  Martins er @/..19953, Os resultados
obtidos com o fraccionamento da parcde celular mostrum que a sulinidade originou um
figeiro aumento no tcor de hemicelulose ¢ celulos . aue se manteve constante ao longo do
periodo experimental e foi maior nws plantias que eresceram com [5 mM NO;

Tuiskes, ATLLL er o PO - Annual report of m 7 LA contr, e o e Bva feation o vegelahic
crop byre o ore ¢ culfivation  thod e tion of ..onhivic. L IR3-CT92.0198,
Jacoby, B, [ J<¢ - Mect 7 asvinvohed ine dt o7 aney alanss It Liaadbook of plant ana ¢ rr 7oss,

ed. M. Pessarakli.
Muriins, J.C., Carmc i MAL Oliveira, MADLUTE 7 oML Pezo RUT99S - Internationa! syinrosium on
seltaffected ™ reo im0 T 228-220,
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Estreses bidticos y abicticos (11) C4-8

no puede cstar mediada mas por la inhibicion de la asimilacion del amonio que por clecto
sobre el metabolismo carbonado. segtin las corrclaciones encontradas entre GS, GOGAT,
ARA y nodulacién.

Day, D.A. y Copeland, I.. (1991) Plant. Phyvsiol. Biochem. 29: 185-201.

Elsheikh, F.A.E. y Wood, M. (1990) J. Exp. Bot. 41: 1263-1269.

Gordon, A.J. (1992) C.1. Pollock. J.E. Farrar y A.J. Gordon (eds.). En: Env. Plunt Biol. scrics. Bios Scien-
tific Publi * pp (32 162,

Mamo, T.. Ritcher, C. Y ciligtag, B. (1996) I. Agron. Crop Sci. 178:225-2.47.

Rigaud, J. y Puppo, A. ( 975) I. Gen. Microbiol. 88: 223-2’__’3.

Psie o ajo ha siee ' 1anciado por los proycctos PB9S-1159 y INCO930717.



. 3
1
.
. '
.
.
ol e
\
M
\ N
L o
. . s
w e
(RS SN
y(i L <
ue toud
( VO
o N A
‘ .
C
< -
nol
'
1

178

s,




Lstreses bidticos y abidticos (1) C4-9

NaCl. Las variaciones observadas en las diferentes actividades enzimdticas cstudiadas evi-
denciun distintos comportamientos provocados por el estrés salino.

Amz " x O NCyLerner HLR. (1995 n: Handbook of Plant and Crop Physio.. (M. Pessuwakli, ed) np.
337 570. Mareel . Inc. M :w York. USA.

Buttery B.R.. Park S.J. y Hume D.J.11992) Can. J. Plant Sci. 73: 322 349

Delgado M.1., Garrido JM.. 1. ro .y I Inch C. (1097 Phy ). Plant. 89: 824829,

oeere B Le Rudatier DL -nd Srreeter J.C(1991) Plant Physiol. 96:1228-1236.

R ~d.J. y Puppo. A. (1975) J. Gen. Microbiol. 88: 223.228.

Lsic rrabajo ha sido vinanciado por  provectos PB9S-1159 y INCO950717.
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Estreses bidticos y abidticos (II) ~

~ 20fNaC' essons ' wer “.nts: "~ 7 ‘
osmotic - _1sl 1t

C Sunios, S Andrade, A S0 and G Caldveira

Depurtiueni of Biology, Univers.. * of Aveiro, 3800 Aveiro. Poituzel

We have compared the salt tolerance of sunflower (fer. ¢ ~us L. cv. Girapac
or <22, supplied by SCLEPAL, Portugal-S "' s Puacifico) p its  d ¢ dlic to 1evaluate
the possibility of using tissue culture for-routine cvaluations of salt tulers- - in sunflower,
and 2} seleet and charact ‘rise salt tolerance cell lines in this g 2notype. Sunn ower plants
were exposod to a range o) NaCl concentrations (0, 50. 100, 200 and 300 m 1ymag -
housc. and the effeets or alinity on relative growth rate (RGR), leaf area ratio (ILAR) and
net assimilation rate  AR) and solute accumulation were evaluated. At Jow salt stress
there was a small in shoot growth (length. fresh and dry weight). Salinity decrea-
scw choot growth, LAR and NAR but increased root length. The inhibitory dose for plants
(ID_;_,) could be calculated on 66 mM NaCl. There was a significant increase in Na and Cl
conient in the whole plant, whereas K*, SO, and NO,~ levels deercased in whole plant
and Ca'' and Mg** levels decreased in the shoots. The individual osmotic contribution of
inorganic and organic solutes (reduc”  ugars and sucrose, and total aminoacids and prodi-
ne) w..< determined. )

S nower calli had a higher salt toleranee than plante showing an 1D = 183 mM
NaCl. Therefore there is no Jinear correlation between planes and calfi with re nect to NaCl
tolerance. Increased salinity decrcased colli fresh and dry weight, and 1t was cstablished a
correlation hetween inercasing salt tolerance and the development of more compact and
dark green calli. Stress - calli suffered an inciee ¢ in Na' and C1 levels and a decrease in
SOf', NO ., and K* contents, whereas the other ton contents were not altected. Also, redu-
cing sugars and sucrose leve,s increased, as well as total aminoacids and proline conftent.
Finally, _-amilase activity increased in stressed calli, particolarly for intermediate levels of
salinity (50 and 100 mM). Calli tolerant to high levels of NaCl (200 and 300 mM) i thal to
plants have already been selected and their osmotic adjustment analysed.
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Estre — "idticos y  Hidnicos (1D C4-13

Caracterizacion fenotipica de plantas de tomate transformadas con el
g "PXI de peroxidasa

I El Mansouri’, J.A. Mercudo’, S. Jnez-Bermu ., F Pliego’,
V. Vulpuesta® v MLA. Quesada’
IDepartamento de Biotogia ' i, Universidad de Medlage
“Deparrar. vae Bioquimica y Biologia Molecular,
Universidud de Mdluga, Campuy de Tea  os SIN. 29071Mc - ~u

Se han obtenido plantas transgépicas de tomate, cv. Pera Cior - ado ¢l gen TPXI de
esta cspecie (Botella et al., 1994) con el fin de evaluar el riccwo que Ja sobreexpresion del
mismo ticne sobre ¢l fenotipo de estas plantas asi como par. profundizar en su funcion.

Los re ultados obtenidos confirman las caracteristic s bioquimicas y la localizacion
celutar = _PX1 predichas por su secuencia. Por otro lado. la introduccion de copias adi-
cionales d este gen en el genoma del cultivar Pera modifica ¢l desarrollo v tativo de
esta planta resuttando oo un aumento de lirelacion parte adrea/ rafz. L sobr xp idn del
een en hoja modifica tu morfologia de ésta lo que aparcce mis ae .. .do en distintos
momentos del desartollo de la plan » coma la floracién, o du mte episodios puntuales de
estrés, como la aclimatacion, La frecuencia de wansformacion obtenida asi como las expe-
ricncias de organogénesis realizadas con hojas sugieren la poxsibitaad ¢ ~ que la organogé-

nesis se veu tambidn T o do por o transgén. Por otro 1ado no apai e o wnatipo de mar-
chitamicnto previcmente  scrito en t~haco  obreexpresando una pe x° iniénici. Se

ostden el proce v de obtencidn de ;o ontas homocigotas par: <l transgén para proced 1 a
una evaluacion niis exhaustiva del fenotipo y su 21 _acidn.

Bot-" M ALQ OMAL Knonowics, ALK By RAL Phcea Alfaro, T Flasegav . P MLy Vi
pue Vo O terization and in it o 2o omoof @osalt-induced tomato peroxidiase
mRNA. Plant. Mol. Biol 25 105-111.
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Estreses bidticos y abidticos (1) C4-15

Efeito da fonte de azoto na tomada e distr ~20 do cobre em
Halimione portulacoides

Carvalho, L.M., Corador, 1., Cruz, C. & Murtins-Loucdo, M.A.
Departamento de Biol. rio V. ctal. Faciddade de Cicncias, Universidade de Lishoa.
Cumpo G nde Bloco € 2, Piso 4, 1700 I'isboa, Portugal

email: luis.carvalho @ fo.ul pt

Os sapais si0 ecossistemas sugeridos como “sinis” naturais para metai = ados con-
tribuindo a v _icdo haldfita para o aprisionamento desses metais.

A forma de azoto desempenha papel imporiante na tomad» de outros nuftrientes ¢ no
b’ v ionico resultante. Por outro I=do pode indircctamente ajudar a planta a tolerar a
inxicic - provocada pormetair vl presente . no solo.

Actualmente o conhecimento quz s¢ tem sobre & tolerdneia de Halimione portulacoi-
des € apenas hu wlo em (est s . diculares descenbecendo-se quals 08 mecanismos que
¢s1d0 subjacentes & sua canaci de de colonizar solos ricos ecmmet. wesados.

Com o objectivo de avuliar o elcito da forie de azoto na  nada ¢ distribuigdo do
col ¢. ioram cultivadas plantas de Halimion  pe tolacoice cn wdroponia com 4 mV
N ornecido a diferentes prop s LT CLOPE T tido constante dur et
aexperiencia. Apos [ sema reultr Didre dnica, sclonou-se cobic em concentrag
superior — aos ndices de tolerdnerr o criormente ' o minado.. Moodiias oo o s
contettdo «  cobre, profeinas. o'ty 2 wetividade da nitrato rec wase um 7 adas
P avaliar aovesposta fistologic: = plantas & toxicidade poo coore, Sabe-se quo o

bal~ L onivo € um pardmelro detrrminante di snb=avivénera doaloatas, A foon de

a7oto e papel importante nar _ ' d ©hal o particulaime 1l na concentrig 1o de
dc’ Cnicos ¢ na purticao entre G ey ¢ g prric adeoa,

Os reerltados ¢ idos serio discu’idos no ongdo wees ceer o mecantsimo | 7 gl
4 Torma de azoto pode interic eawlerancia das lant cabre.
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Estreses bi6ticos y abiéticos (1I) C4-16

cién del PSII en las que no se requiere Tyr, v plantea una interesante discusion sobre el
origen de ambas bandas en condiciones de inhibicién del lado donador del PSIT por toxici-
dad en Cu.

L.-Droppa, M. and Horvith. G. (1990) Crit. Rev. Plunt. Sci. 9. 111-123.

2.-Barén, M.. Arelle ~ J.B.and Lé~=, Gorge, . 11995Y Ph o "ol Plan 94, 174-180.

3.-Arelluno, I B, Lavzaro, 1. ). Lopez-Gorg  Iond Bardn 1 (1993) Photosynth. Re . 45,17, 134,

4.-Schrader. W. P.. Arellano. J. B.. Biv T.. Baron, M., £ kert, H.-J. and Ren o, G. 1994) J, Biol.
Chem. 209, R2865-32870. '

S.-Jegers hold, C., Arcilane, J. B.. Schrdder, W. P van K+ P. 1. M., Barén, M. and Styring, S. (1995)
Bit themistry 34. 12747-12. 5. '

6.-H rvah, G. (1986) Crit. Rev. Plant Sci. 4, 293-310.
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Estrescs bidticos y abisticos (IT) C4-18

Caracterizacion de dos cDNAs de Cicer arietinum que codifican para
dos posibles metalotior." as de clase I

R. V. Lillan, S. Romo, E. Lubrador y B. Dopico
Deyp 1amento de Biologic Vesctal (Fisiologia Vegetal),
Fuculrad de Biologia, Universidad de Salamanca,
Campus Miguel U . uno, Avda. Campo Chairo s/n, 37007 Sulaine u,

Fspana. Email: bdr¢ rugu.usal.es

Fas metalotioneinus (v -+ son protein:s de bajo peso molecular, ricas en cisweina y aue se
une wometd (wogima, (991). 7 7 T han sido clastficadus en tres elasts vagi et al, 1784),
O MTsde lasciece Ty Toson polipéptidos codificados por genes, mientras que las de Ll
I, también llamadas fitoquelatinas (Grill et al.. 1989) son sintel 1das enzimdticamente.

Dos nuevos cDNAs que codifican para dos diferentes MTs de clase [ hansido  a-
dos de una genoteca de cDNA procedente de epicotilos de Cicer aie timair. Ambos clones,
denominados CanMT-1 y " aMT-2. aumentan su expresién durante ¢f crecimicnto de los
epicotilos. aunque no parce n estar relacionados directamente con este proceso. yi que tra-
tamientos que inhiben o inducen el crecimiento. no modifican los niveles e transcritos de
una forma correlacionada.

Distintas condiciones de esirés modulan Ia expresion de fos gen 3 correspondientes a
estas cIrnes. Ademds. el incre — o en los niveles de transentos de ambos clones produci--
do por 1 ABAL sugicre una relacion entre estas M'Ts de garbanzo y las respuestas de estrés
mediad © nor ABA.L

El incremento de fa expresion del clon CanMT-1 en respuesta [ Cd sugiere gue esta
MT de clase i estid implicada en tos proc os de olerancia al Cd. en contri de 1a hipotesis
d que las fitoguelatinas son las unicas mol culas implicadas en L toleraneia o Od en plan-
tas. El clon CanMT-2 no csti inducido por Cd. o cual indica una funcién diierente para
cada clon en Cieer wrictinum.

Los genes correspondientes a ambs MTs prese wn una expresion diferencial en las
plantulas de parbanzo. Los mayore, ive'es de ~ presién de ambos clon s _paie onen los
cotiledones. il clon CanMT-1 mucstra mayor expresion en i es gquue en cpicotilos. mien-
tras que los niveles de expresion del CanMT-2 son similarcs en b 7onas.

i n olantas adultas los mayores niveles de transcritos. tunto del CanM71-1 como del
CanM't -2, aparecen en cnirenudos bas. s st bien el CanMT-1 también presenta elevada
expresién en hojas.

Grill b, Lofler S, Winnacker -1 0 ik MH: P* ochelatin . 0 " = et binlin v tide g s,
are 0 d from: slutatiuo oy 1 spocl o g-glutamy! it ¢, 0T, asp oridace . phyto-
chelath syntl . Prec Natl L w3 Sci USA -~ 6838-0812 1180,

Kigi JHR.V T MU Lo 0K Gilg DEO, Huns® or P Bornhard WR, Good M: © 0 __ oo mannsalian
n o Cloth or UnlBnvicen ental o o be oot SR 9RM0 e T

KojimaY: D © ‘tior . 1omenclaivre ot o othionel Methoo 1 7T SE8-10 (1991).
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Estreses bidticos y abiéticos (I1) C4-20

Fluorescencia modulada de la clorofila a en Avena sativa cultivada en
una region con alta concentracion de contaminantes atmosféricos

Jose L. Carrusco-Rodriguez, Eulogio Aleixandre™, Miguel Juan-Delhom™
y Sccundino del Vulle-Tascon
Departamento de Fisioloeia Vescial, Universidad de Valencia,
Doctor Moliner 50. 46100 Burjasot, Valencia. *Estacion Lxperimental Agraria de

Curcuixeni, Partida Burranguct s/, 46740 Carcaixent, Valencia

Las condiciones ambientales desfivorables producen clectos deletercos en los vegceta-
fes. I'n lo Comunidad Valenciana se estd observando un aumento en i concentracion de
los contaminantes atmosféricos. La presente comunicacion estd centrada en ¢l estudio de
los posibles clectos de contaminantes atmosiéricos en la actividad fotosintética de plantas
cultivadas.

Los estudios se han realizado en la FEstacion Fxperimental Agraria de Carcaixent
(Valenciar que dispone en la actualidad de un cquipo de medidore~ de contaminacion
ambiental (NO, NO,. O, y SO,) asi como du factores ambientales (temperatura. radiacion
solar. lluvia, presion atmosférica, direceidn v velocidad del viento v humedad relativa).
Ademds, la Fstacion dispone de las instalaciones adecuadas pari realizar los cultivos en
6ptimas condiciones agronémicas. El equipo de medicién de contaminantes s¢ encuentri
en funcionamiento desde enero 1996. La evolucion de los contaminantes atmos{éricos
siguen un perfil diario v estacional; s de destacar las elevadas coneentraciones de conti-
minantes observadas durante ¢l periodo de crecimiento de los diferentes cultivos. El equipo
de medida de factores ambientales se encuenfra en funcionamicnto desde enero del presen-
(¢ aio, y por tanto, no se pucde presentar una vision general.

Se ha observado 1a presencia de sintomas visibles foliares (clorosis y necrosis) en los
cultivos realizados. Estos sintomas se aprecian ya o las primeras etapas del desarrollo de
las plantas.y por tanto clararmente difcrenciables de la senescencia.

La aplicacién de la tluorescencia moduluada de la clorofila a y de los dobles pulsos de
luz ha permitido la determinacidn i situ € in vivo de los siguientes pardmetros fisiolégicos:
Flujo fotosintético de electrones. atenuacién fotoquimica y no fotoquimica y rendimicnto
cudntico actual de la actividad del PSIT en condiciones ambicntales.

El rendimiento cudntico médximo, estimada por el cociente Fv/Fm. presenta una varia-
cién con la intensidad de la lus ambiental y los sintonas visuales observados en Tas hojas,
La atenuacion no fotoquimica y fotoquimica también presentan una dependencia de los
sintomas visibles, Estos resultados de la {luorescencia se relacionan con las inmisiones y
con las condiciones ambicntales.

Proveet -~ ©oypor e Coosellepie de Agriculwrs, Peseny AV oo o (G ' Viddenciang)
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Folosintesis y metabolismo del carbono C5-1

Espectro de accién de la incorporacién de bicarbonato
en Monoraphidium braunii

N. Girdldez v PJ. Aparicio
Centio de Investicaciones Biologicas, CSIC, Veldzques 144, E-28006 Macdrid

El alga verde M. braunii utihiza bajas irradiancias de UV y azul para activar ¢l sistema
(v sistemas) de transporte de los aniones monovalentes NO,7, NO, y CIm. Lo espectros de
accion de fas incorporaciones de NO, y de CI' resultaron casi idénticos, lo que permite
sugerir que la transduccion de la sefal luminosa la leva a cabo un dnico fotorreeeptor.
Estos espectros mostraban tres bandas de accidn con miaximos a 260. 370 y 450 nm que
coincidiun con las bandus de absorcion de los pigmentos flavinicos. Sin cmbargo, no se
puede descartar la presencia de pigmentos pterinicos en este {otorreceptor, ya yuc la banda
de accion de 370 nm es mas pronunciada que la de la zona del azul.

Mas recientemente hemos puesto de manifiesto que Li rudiacion azul es esencial para que
estas células incorporen el anion HCO,'. A pH’s alcalinos la mayor parte del carbono inorgdni-
co del medio se encuentra en forma de HCO, " por lo que, en estas condiciones, estos organis-
mos se encuentran obligados a incorporar este anién como fuente prinetpal de carbono al cire-
cer estas células de anhidrasa carbénica periplasmica. De hecho los imhibidores de e enzima
no afectan Ja actividad fotosintética dependiente de HCO,™. Sin emburgo, los inhibidores de las
ATPasas plasmdticas climinaban la esttmulacion inducida por L luz azal del desprendimiento
de O,, lo que indicuba que ¢l transporte de este anion dependia de energia quimiosmotica. La
Juz roja por si misma se mosird incapaz de praporcionar los niveles de desprendimiento de O,
que cabia esperar de lus concentraciones de HCO | en el medio, siendo preciso ihuminar simui-
tdneamente Jas células con radiaciones de corta longitud de ondi, luz azul 0 UVA, para obtener
niveles de actividad fotosintética stmilares a los generados por luz blanca.

La activacion det desprendimicnto de O, dependiente de HCO;™ tenia lugar de {orma
casi instantdnca tras la iluminacién de las células con pulsos saturantes de luz azul. T
tiempo de respuesta era del orden de 2 a4 4 s, también similar al encontrado para el NO ;" y
CI. Este hecho situaria al fotorreceptor (o fotorreceptores) en la membrana plasmitica,
préximo a los sistemas dc transporte de los aniones monovalentes.

El espectro de accidn de la estimulacion de la actividad fotosintética dependiente de HCO;®
en células mantenidas a pH 9 mostraba una banda en fa zona azul con dos picos diferenciados
480y 450 nm y otra en la zona UVA con un maximo a 370 nm muy similares a las bandas encon-
tradas para el NO," y CI. Entre 500 y 750 nm, todas las radiaciones se mostraron inefectivas,
como ocurria con la activacién de la incorporacion de los aniones mencionados anteriormente.

Estos resultados sugieren la existencia en M. braunii de un dnico fotorreceptor, proba-
blemente de naturaleza flavo-pterinica, responsable de la activacién del transporte de los
aniones monovalentes de mayor significado fisiologico para los organismos fotosintéticos
como sen el HCO,', el NO, y el CI'. Resultados de otros grupos de investigacién atribuyen
a la nitrato reductasa (una flavo-pterin proteina) unida a la membrana plasmdtica la recep-
cién y transduccién de ta sedal luminosa.
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Fotosintesis y metabolismo del carbono C5-4

Caracteristicas fisiolégicas e producio de plantas de Coffea arabica
enxertadas sobre Coffea canephora

J.1 Fahl, M.L.C. Carelli ¢ PB. Gallo
Departamento de I'ixiologia. Institnio Aorondmico de Campinas, Caixa Postal 28,
CEP 13.001-970, Campinas, SP. Brasil. E-mail: fuhl@ barao.iac.br

A cnxertia de cultivares de Coffee arabic 1 sobre C. canephora vem sendo utilizada
como uma alternativa para o cultivo do café ¢ n arcas inlestadas por nematdides dos ~..2-
ros Meloidogyne e Pratvienchus. devido a we«isiéneia de C. cunephora a eose . p o sitas.
ki adigdo. for obscrvado que a enxertia promoveu o desenvolvimento de plantas jovens,
mesmo em solos isentos de nematdides.

Nesie trabalho foram avaliadas, durante trés ciclos consceutivos  apds o recepa das
plantas. as caracteristicas fisiolégicas e a produgiio do cultivar de C. arabica (Catuai - TAC
2077-2-5-81) enxcrtado sobre a progénic de C. canephora (Apoatd - TAC 2258), em solos
néo infestados por nematdid s.

A fotossintese lquid: (Py). determinada ao longo do dia, loi sempre maior nas plantas
enxertadas do que r .. o ¢oxertadas, sendo que essa diferencga foi mais acentuada no peri-
odo compreendido entre 9:30 e 11:00 h. Para os dois tratamentos os valores de P aumen-
taram no inicio da manhi, atingiram valores maximos ao redor de 10:00 h. e decrescerain
postcriormcnw com o aumento da temperatura. A relagdo entre a transpirag¢io e a resistén-
cia a difusfo de vapor dec dgua foi maior nas plar” nxertadas ¢ apresentou valores maxi-

NS

mos a0 re " das 12:00 h. As plantae ¢ oo adas mostraram maior altura (277 ). maior did-
metro da copa (14%) ¢ maior drca foliar wial por planta (32 ). em relagdo &1 ntas ndo
enxertadas. isses acréscimos foram consequéncia de aumentos no comprimento ¢ ndmero
de ramos, no comprimento de interndédios, no minwero de pares de folhas, ¢ na drea foliar
individual. A produtividade acumulada. durante trés anos consceutivos, for 170¢ . maior
nas plantas enxertadas em relacio ds nidn enxertadas, refletindo a melhor pcrlmmanu, das

caracteristicas fisioldgicus das plantus enxertadas.

Projeto parcialmente fir 7 1o peio CNPg
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Fotosintesis y metaholismo de! carbono C5-6

Acotacion de errores en la determinacion: espectrofotométrica de clorofilas

N. Nicolds, A.L. Garcia
Depurtamento de Quimica Agricola, Universidud de Murcia, P.O. Box 4.021,
E-30071 Murcia, Lspuiia

Se procede a Ja extraccidn y scpuracion de clorofilas mediante TLC, y su redisolucién
posterior en: ¢ter etilico, acetona 80 - y DMIY, obteniéndose las disolucior — itock Ay y By,
de clorofila a (Cl a) y clorofila b (CI b) respectivamente. Las disoluciones stock fucron
sometidas a tests de pureza: espectro de 27 derivadi, determinacion HPLL, propicdades
espectrales y relaciones de Soret. No se detectaron impurezas de Cl a en disoluciones de Cl
by viceversa, ni productos de degradacion. A partir de estas disoluciones stock, se prepara-
ron 6 disoluciones: AL AL A B, Bz, B,, con absorbancias a su A midxima en la zona roja
del espectro de: 0.3. 0.5, 0.25; 0.6, 0.4, 0.15 aproximadamente. Estas, s¢ cuantiticaron
mediante la detcrminucion del Mg por absorciometria atdmica. A partir de ¢ “tas concentra-
ciones, se calcularon los cocficientes de extine1on (). No se encontraron diferencias signi-
ficativas cntre los coeficientes de extincién de las disoluciones Ao AL AiB B By los
calculados para los intervalos respectivos A} — Ay, By — B wwr tilico, 100.78 + 0.78 y
61.71 = 0.96; acctona 80%. 85.56 = 0.74 y 51.47 = 0.84; DM+, 83.53 = 1.02 v 49.01 =
0.83 para Cl a v CI b respectivamente). Con Jos o determinados, se obtuvieron ecuaciones
para el cdlculo de lus concentraciones de Cl« y CT b. Se prepararon meecl: < de CLa/Cl b
con relaciones de concentracion de 1,2 y 3 y se aplicaron las ecuaciones propucstax, obte-
ni¢ndose diferencias entre los valores de concentracion al aplicar dichas ccuaciones y los
valores reales. ..o dter etflico, se obtuvieron errores positivos (valores de concentricidn
supcriores a lo- reales). 4-7% para Cla y 3-6'. para C/ b: en acetona 80% . se obtuvieron
en todos los casos crrores negativos, aumentando estos al hacerlo la relacion C1 o/CT by
para DME, Jos errores fucron positivos para C/ a v para Cl b pasaban de positivos a negati-
vos al incrementarse la relacion C/ a/Cl b. Por dltimo, comparamos las ccuaciones pro-
pucstas con las dadag por otros autores: Para las disoluciones etéreas (Comuar - Zscheile y
Wellburn), los crior s dados por las tre - ceuaciones para C1a son similares (4-7% ). micen-
tras que para C/ h son alcatorios. L. cetona 80 (Porra et al. y Wellburn). para 7 b el
error s¢ incrementa al aumentar {a relacion. st hien. para Cl « todas las ccuacior s dan erro-
res bajos (1-5%). En DMF (Porra et al. vy Wellburn). para Cl ¢ 1c 5 errores son positivos en
relaciones CI «/Cl b bajas y ncgativos para lu mis alta ensayada; cn €/ b los errores son
bajos. positivos para los datos obtenidos con las ecuaciones propuestis y negativos cuando
se aplican lus ccuaciones de Porra et al. y Wellburn.
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l'otosintests y metabolismo del carbono C5-7

fisioldgicus (estrés luminoso. inoperancia del sistema de rotura de agua, cte.), cuyo objeti-
vo serfa climinar ¢l peligro de acumulacion de especics toxicas que podrian dafiar a estruc-
tura del PS 11 (dano (otoinhibitorio). El funcionamiento de este ciclo implicaria la intercon-
version entre los estudos HIP v T.P y la posible translocacién de protones del exterior al
interior de la membrana (otosintética.
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Fotosintesis y metabolismo del carbono C5-9

. natacdoa  sregimesde' - raturaem Cynarac v -

P. Santos, M.M.Chaves e J.S.Pereira
Instituto Superior d - Agr nomia,

Tapada da Ajuda. 1399 Lisbou Codex, Poitugal

A temperatura € um dos factores ambientais que mais mfluencia as plantas durante o
seu crescimento, desenvolvi c2nte ¢ producio, sendo também um factor de sclecgao, uma
vez que muitas espéeies estuo adaptadas a temperaturas de crescimento extremas. O nre-
sente trabatho c2ve como objectivo o estudo do  *fijtos da temperatura no crescimento e
nas respostas totossintéticas de Cynaia cardimcenlus L. Utithzaram-se < mentes de uma
planta-mic cultivada no Instituto Superior de Agronomia (ISA). que sc cultiv ram em
cimaras de crescimento coin luz ¢ humidade relativa controladas ¢ dois regimes oo wempe-
ratura, 15/10°C (dia/noite, respectivamente) ¢ 25/20°C. Foram determinados pardimetros
fisiolégicos de crescimento e de fotossintese. Para os primeiros. (izeram-se 3 colheitas. a
partir das quais se calculou a taxa de crescimento relativo (RGR, ¢ g'di ) e a drea foliar
especitica (ST.A, dm” g~ '); para os scgundos, determinarani-se as taxas du 10tossitese em
resposta a diferentes temperaturas. Observou-se uma aclimataclo da fotossint - & tempe-
ratura, apresentando as plantas cultivadas na temperatura de 15/10°C um Optimo entre os
10 ¢ os 20°C, enquanto que > Optimo se situa entre os 20 e os 30°C nas plantas cultiva-
das a 25/20°C.
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Fotosimtesis y metabolismo del carbono CS--

figacidn con el vector pLT12a y posterior expresidn en . coli BL.21, s¢ obtiene y purifica
la It ny mutante cor ondiente,

Los amino4cidos bdsicos estdn altame= -+ onservados en fas Trxs y cabe esperar que
favorezcan la unidn. Por ¢l contrario. €l “"Glu no aparcee ca la 'ta £ de guis nte, estando
sustituido por glutamina, ¢ : presmible gue osle residuo dcido d seitabilice fa union de la
Trx mcon Ja FdPasa. S han comprobado experimentalmente 1+ diferencias de comporta-
miento entre la Trx m silv: sire y los mutantes, demostrando asi la implicacidn de estos
aminodcidos en la union con la L 'BPasa de guisinte.

1 lopesJ Wio cowi Plant PL o sinlo b ™r T04T.
2.1 s e L Plant ol Biol Mty T 1996,

207



- ~ ,
.

=~ .

[N . -

< oC -
N

[P

ES NN .

w sl ) o SO
\ TS oot
PR
(&3 L bl P\ i e Ly

THOC v 1 ,
Klaoe X SU
xl : - aF 0 v Pal
AR . -, (S
v
C din 1
188 1 Soie owa ST i
O«
~u” I v v oanal
- . ..
DA
X
N | L av
. . s
. (R
s
T T: >
- » L
(O -




Fotosintesis y metabolismo del carbono C5-12

Absorcio de luz e emissdo de fluorescéncia da clorofila a em diferentes
grupos de microalgas: resposta fotoadaptativa e efeito da temperatura
e intensidade luminosa

J. Serddio, J. Marques da Silva* e F. Catarino
‘Instituto de Oceanografia ¢ Departamento de Biologia Vegetal, Faculdade de Ciéncias da
Universidade de Lisboa, Campo Grande, 1700 Lisboa, Porfugal
*Departamento de Biologia Vegetal, Faculdade de Ciéncias da Universidude de Lisboa,
Campo Grande, 1700 Lisboua. Porugal

Nas zonas intertidais estuarinas, a produtividade primdria € dominada por comunida-
des de microalgas b&nticas, denominadas microfitobentos, que colonizam as zonas de sedi-
mentos finos. Nestus comunidades, a produtividade primédria ¢ determinada, em escalas de
tempo curtas, pela variagio ritmica da concentragdo celular na zona fética do sedimento,
provocada pela migragdo vertical das células de e para a superficie do sedimento. Recente-
mente, a medigio di emissdo de fluoreseénela da clorofila a in vive foi introduzida como
forma de monitorizar, quantitativa e ndo-destrutivamente, os ritmos migratorios do micro-
fitobentos (Scerddio er wl., 1997, Jowrnal of Phycology. 33(3) in press). Neste trabalho, sio
apresentados resultados refativos a variabilidade da absor¢ao de luz ¢ emissiio de fluo-
reseéneia assoctada @ fotoadaptagio e vartacdes de temperatura ¢ intensidade luminosa em
espécies representantes dos principals grupos presentes no microfitobentos: uma diatomd-
cea (Phacodactylum tricornutum (Bolin)), uma ciandfita (Spiruling maxima (Setch. et
Gard.)) e uma cuglendfita (Euglena granulara (Klebs) Lemm)), Foram rcalizadas cultaras
unialguis sob uma radiagdo lotossinteticamente uctiva (PAR) de 50 e 300 pmol m ™+ !
(fotoperiodo 14 h, 20 °C). Ay curacteristicas de absorgio de luz foram determinadas pela
constru¢do de espectros de absorgio in vivo (normalizados pela concentracio de clorofila
a). Difcerentes pardmetros de fluoreseéneia (1. lluorescéneia basal: Fy, fluorescéncia
maxima; F, {luorescéncia no estado estaciondrio ¢ Fy fluoreseéneia mdxima sob luz acti-
nica) foram medidos sob PAR de 200 e 2000 wmol m - s ¢ entre 3 e 50 “C utilizando um
fluorémetro de pulsos modulados. Os resultados obtidos indicam ser F, (por unidade de
clorofila a) v parimetro de fluorescéneia menos varidvel entre grupos ¢ menos afectado por
alteragdes decorrentes da fotoadaptagio (modificagdes no espectro de absor¢do devidas a
mudangas na pigmentagiio). F_ € virtualmente independente da temperatura entre 3 ¢ 35 °C
para as espécies testadas. Estes resultados s3o explicados pelo facto de a luz de medigio de
F, (650 nm) ser absorvida yuase cxclusivamente pela clorofila a, e pela invaridncia do ren-
dimento quintico de F_ relativamente ao funcionamento {otoquimico ¢ bioguimico do apa-
relho fotossintético.
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Totosintesis y metabolismo del carbono C5-13

Estos giltimos podrian actuar, bicn directamente como una senal que inducirfa la expresion
del complcjo: o bicn indirectamente, provocando con st accion la aparicion de una senal
generada por la pérdida de funcionalidad fotosintética del cloroplasto. En cualquier caso,
nucstros resultados apuntan claramente en la direccién de que la {uncién del complejo
NAD(P)H deshidroacnasa de plastidios no se puede limitar al papel de intermediario en el
transporte cicctrénico ciclico de la fotosintesis, sino que debe intervenir en otros procesos
relacionados con la maquinaria metabdlica de plastidios no fotosintéticos o de cloroplustos
que estan perdiendo esta funcionalidad. Es posible que la funcion del complejo de la
NAD(P)H desbhidrogenasa sea mantener un balunce NAD(P)H/NAD(P) y ATP/ADP apro-
piado para el tuncionamiento del metiabolismo no fotosintético de plastidios.
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{otosintesis v metabolismo del carbono C5- ¢

sucw < que <o dhD solo o wanserito como | de unid o franseripeional s 1)
¢ andes. T u neias GAG y GGG del tipo Shine-Du's wrno de unidn a ribosanias s¢
cocticntran en el mR™ - mucho antes del coddn de iniciacion (posiciones -40 a 50),

Tahomolor ™ ot _ el gen ndhl> de eebad  y e 5 conocidos hast ahora cn otro orga-
nismos fotosint *#:0s 0X1 ‘nicos es alta; ¢4, 927 837 710 vy 62 7 con el de, res -
vamente, arroz, maiz. tuh coo Marche tia y Syneca vstis,

Li polipéntido deducido ¢ :coc ael trar . rio editado del ndhD de cebada es muy
hidrofébico, (fenilalanina + . acina + isoleucin - valina bacen 199 de un total de 500 ami-
nodcidon) y probablemente conticne 12 hélices que atravieoan fa membrana de tilacoides.
Contiene 27 aminodcidos dcidos. 41 bdsicos y tienc un p* revisto de 8.81.

Se discutin “n otris propiedades deducidas para el producto polipe~ dico del gen ndhD
de cebada y otras plantas.
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Tolosintesis y metabolismo del carbono C5-16

Asociacion de ferredoxina-NA )P oxidorreductasa con el complejo
NADII deshidrogenasa cloroplastico en cebada

M.J. Quiles y J.Cuello
D, o ammenio de Biologia Veactal, Fucultud de Biologia. Universi!
30100 Espinardo. Murcia

Vurcia,

Se hun vulizado hojos de cebada (Hordeur viloare L) pa- aislar el complejo NADH
d adrogenasa de cloroplastos. ™ Tacciones cloroplisti s swomal y tilacoida) solubili-
zadd con ¢! detergente desoxicolatr ddico ¢ analizaron por ¢ ~ctroloresis native cel de
poliacrilamida con gradiente Jin - 25 22 27,y Jos enzimas se detectaron tinendo ¢ ' con
NADH nids nitroazul de tetr-zolio. Tier enzimas s¢ revelaron por - método: uno (ES) en
la fraccidn estromal y dos (o Ty ©7i2) en la fraceidn tilacoidal solubilizada con desoxico-
lato. Las bandas del el con actividad enzimdtica se escindicron y s¢ someticron a clectroe-
lucién para el dislamicnte de los tres enzimas. Todos ellos ten’an actividades NAD(P)H-
ferricianuro oxidorreductasa (NAD(P)H-T € NR) y ferredoxine NADP oxidorreductasa
(ENR) (EC 1.18.1.2). '

En los cozimas la actividad NADPH-FeCNR eru inhibida por 2’-monofostoadenosi-
na-5-hiinslorcibosa (PADR), que es un inhibidor especifico de FM.R, y por incubacion de
los cnzimas con el dcido p-cloromercurifenilsul(énico (p-CM™S). NADPH y p-CMPS +
NADPH. Las inhibiciones en todos los casos cran similares a las descritas para lu actividad
di orasa de FNR procedente de diver as fuentes. Ademds. los valc . 7 Km pura
NADT Ide las cetividadcs NA OPH-FeC'NR (35,35 y 62 uM. para ES, F'I'1y (2, respee-
tivamente) eran s dlares 4 los encontrados para la niisma actividad de FNR. E stos resulta-
dos nos indicun que las actividades NADPH-FCCNR de los tres enzimas cran ¢ ' “las a la
¢ ividad diaforasa de TNR. Lo contraste con esto, las activid oo M ADEL-IFeCNR de los
tres enzinmas no eran inhibidas por PADR v no s¢ :ctaban (o s¢ inhibian débilmente en
alglin case ) cuando los enzimas se incubaron con NADH, p-CMPS y p-CMPS + NADH.

A trav  de ensavos de inmunotransferenct  ncontramos que lor tres enzimas contie-
nen dos polipéptidos de 35 y 53 kDa, de cllos ¢! de 35 kDa reacciona con el anticuerpo
fabricado contra la I'NR de cebadu y el de 53 kDa con ¢l anticuerpo [abricado contra la
subunidad del complejo [ de mitocondria bovina que se liga al NADH. Ademds también s
han d¢* ctado, aunque sOlo en el cuzima ) 11, un polipdntido de 29 kDa que reacciona con
el dnticuerpo f-*+ricado contra la subunidad TYKY del complcjo [ de mitocondria bovina
(subunidad que cs homologa al producto det ~ ndhl de cloroplasios), y otra polipéptido
de 35 kDa (diferente al que reconoce el antic o anti-I'NR) que reucciona con el anti-
cuerpo fabricado contra ¢! nroducto del gen ndhA ac cloroplastos de cebada.

Los resultados oblenidos sugieren la idea de que los clectrones procedentes de los dos
donadores electrénicos (NADH y NADPH) entran e " complejo MADH deshidre nusa
cloropldstico por dos sitios diferentes. 1:l NADPH i través de la FNR gue ~std asoctada al
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Mn mediated effects on rice (Oryza sativa L.) photosynthesis

F Lidon ', J. Ramalho ?, C. Carvalho > and F. Henrigues '
"Plant Biology Unit, Fac. Ciéncias Tecnologia, Iniv. Nova Lisboa,
2825 Mie Caparica. Porir ~l
2NICT-CEPTA, Tapuda da Ajuda, Ap. 3015 1301 Lishoa Codex. Portugal
3Plant Physiol. Depr., Est. Agron. Navionul. Qta Marqués, 2780 Ociras, Portugal

It has long been reported that Mn excess does not signilicantly ailect biomass pro-
duction in the carly seu o3 of rice growth, although it scverely decreases ve _ctative
growth at '~ r stages t4). In this work we measured - photosynthesis-relaicd
parameiars in 14-days old rice plants grown hydroponically with varyine Mn concentra-
tions ‘0.5 to 32 mg/l). Plints were  rown at 29/31-19/20°C day/night tes peratures, with
a PP. D of 100 winol m™ s ¥ under a 11 h-day period. in nutric... solutione ) contui
nirx: N(40 mg/l: P10 mg/ly; K 1340 mg/l); Ca 1 ') ma/l); My (40 mg/l); ¢ ‘0.0l
mg 1); Mo (0.05 —~/D: i /0.2 mg/ly: Zn “0.01 mg ™1 22 m /N7 he solution wes vaily
©U Acdio pH tand fully reneweu o o 5 days. Net p o' synthesis, stomatal conduc-
tance, transrics “onand intere

O, w o O mmined weir v o COJ/HLO porometer
(CIRS-1, 2PSysiem, U.KL). Photosynt s capucity was ¢ ined ina leaf disc
oxy; 1 olecirode (1.M2:2 Hany - 7. 7utd U0 Ki) under 6-84¢ ('O, D~ 25 um i
287l a1 25°C. Chlore ayll ¢ fiuore ¢ ne was m I Tag th PAM 2000 (ilo-
rophy'" fluorescer neasuring v oo (Walz, t erm n . Soluble carbohydrar -, starch
and carotenoids were determined wollow ng 71, 77 and (20, 1 <zt clv. ¢ owas found
that betr 1 0.5 and 32 m... Tr, conce waaons, nhotosyathe ¢ ¢ Hae [ id not el -
ge .oficantly. Tor this same treatient range. intereciiv.ar CO v ayed unck ~~ d, =t

photsyntl s, <1 patal conductance and trans~‘ration dec 1 31,99, 75377 and
S e ettvelv 1ond soluble o rhabydizies concentruiions deere -0 A2y
w3000 e acetvely. o Pnoids corte atfons Sd 13270 only in e ig-
he tN - 1 Betw - v 0.5 und 32 00 /1 Mn. Dasal wod o xiean duce o oonee, as
v Das the ratio vartable to = “mum, did 0 vary sian dee. 1y 0 ¢ phe ochemical
gu--ching ' un L0, rem e 2 el otine 0t Moo T uent, T reas

cnor uochericn coonching did not show an, 30 e atchenge om these data

it pears that Mo cona Lations ‘nt e tested doo ot adicet the noLay nan Lo
wo in the light hurv--ing comyp® 1L neither 1t © nhotochicoical ¢liciency ol fho-

sys. LTI Also. M conceniraticr , above 2 my ' cuse ' aly a small loss i the pro-
~~rtion of av iléHl excitation energy usod photochemically. Thus, the impairment
ohscrved on ret nhotosynthexis with incicasing Mn concentrations does not seom i
aticibutable o efl . 7 " is mew! on photosy, cm 11 The obscrvation that the dec
sesof net otosynthesis with incree'n. Mn concentrations - ot patalleled by decre-
ase s i biomass production at thns carly ~ of the plant developme . ay ! .plai-
ned by a mobilization of seed reserves.
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Mn mediated modulation of the photosynthetic
electron transport in rice (Oryza sativa L.)

F Lidon

Plant Biology Unit. Fac. Ciéncias Tewiologia, Univ. Nova Lishoa, 2825 Mte Caparica, Portugal

Rice tolerance to Mn excess has long been reported (9). Yet, the extent of this toleran-
ce varies during the life cycle of rice (7). "The effect of this tolerance on the photosynthetic
cleetron transport, in the carly stages of rice growth, promped (his stuay, being hvpothesi-
sed that excess Mn is associated to an increasing protection/elficiency ol the photosynthe-
tic electron transport. The experiment was cartied out using rice (v sativa L. cv. Satu-
ri) plants hydroponically urown for 14 days at 29/31-19/20°C day/night temperatures and
under a PPFD of 100 umol m - s, over a | | h-day ncriod. The nutrient solution used (11)
contained Mn concentrations ranging between 0.125 and 32 mg/l. Other nutrients were
used at the following concentrations: N (40 mg/l); P (10 mg/l); K (40 mg/l); Ca (40 mg/l);
Mg (40 mg/l); Cu {0.01 mg/l); Mo (0.05 mg/): B (0.2 mg/l); Zn (0.01 mg/); Fe (2 mg/l).
The solution was daily adjusted to pH 4, being {ully rencwed every 5 days. Isolation of
thylakoids and mcasurement of Hill and Mehler reactions followed (3). Chlorophyll and
protein determination followed (1) and (6). respectively. The chloroplust isolation for
cytochromes (cyt) determinations followed (10) The concentrations of eyt Deciyipr Dacy p
and byg,, vere determined after (5). Cyt f concentration was determined following (10).
Plastocyanin was isolated and measured following (4) and (2). Subchloroplast {ractions for
detcrmination of plastoquinone (PQ) content followed (3), the content being determined
according to (8). Between the 0.125 und the 8 mg/l Mn treatments, the Hill reactions sho-
wed u 64% increase (a slight decrcase occurring thercafter). The Mchler reaction showed a
287 mcrease until the 32 my/l Mn treatment. Between the 0.125 and the 32 mg/l Mn treat-
mients the concentrations of chlorophyll @ and b as well as the ratio a/b decreased (0 72.6%,
74.3% and 96%, respectively. The level of thylakoidal protein did not varicd significantly
until the 2 mg/l Mn (reatment, but decreased thercaflter to 67.8%¢ until the 32 my/l Mn treat-
ment. Cyt begopn and by, concentrations showed increases of 254 und 39% until the 8
mg/l Mn treatment, decreasing thercafter. The levels of cyt fand PQ increased 49% and
57% until the 32 mg/l Mn trcatment. Cyt by, concentration decreased to 87.5% until the
0.5 mg/l Mn trcatrment, but did not vary sifnificantly thereafter. Plastocyanin did not show
a clear trend with increasing Mn concentrations. This experiment showed an stimulation of
the Mehler and Hill reactions. The similar patterns of cyt byy and PQ until the 8 mg/l treat-
ment suggested an increasing protection of photosystermn II through the increase of the
cyclic electron rate around P, covering quinone a and cyt b.,. what agrees with the
increasc of the rates of the Hill reactions. The increase of ¢yt f concentration scemed to be
the requirement for Mehler reactions increuse.

1) Arnon, D.I. (J949)\. Plant Physiol. 24: 1-15.
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e = 0w - e~ -

ctso ©  osc g JCE R v T : - rice

F. Lidon ', J. Ramalho 2 G. Barreiro < and F. Henrigues!
"Plant Biolo, v Unit. Fac. Cic wias Tt ..., dogia, Univ. Novi Lisbou, 2525 Mie Caparica, Por-
2Inst. Inv. Cient. Tropicd-CEPTA, Tapada Ajuda, Ap. 3014, 1301 I...oou Codex. Pori-gul
SPlaiit Physiol. De pt.. I-v: Agron. Nacional, Qta Marqu s, 2780 Ociras. Porieui

Rice tolerance to Mn excess is well " ov 0+ 7). In o1 oo to understand how 1 wle-

r.nce affeore the j hotosyntl ic apparatu = th~ carlr w2 ot "2 ' at” _owt . the
caects of exemss Moron the comp 77 Tuloll D lintd raedix and on PS. functis

ning were tested, Taperiments we e ci = od vut vsing e (O Loy § 7o)
* ants hydroponicitly grown for 7 a 7930 19.00C (0. ot under @ Py ) of

00wy ofm "L L ove e o wway per M1 1e nutcient sohutic 1 used (8Y contained Mn con-
centratons ranging cuw 1 0,125 and 32 0 7 Other nutric @ were used ac e following

concentrations: N A0 m /0 ) me/ly K mg/D; Ca 70m " M (0 me ™ Cu
O gy V005 1 500" m " rzn@o:m M, e 2m . L solutio” was
dailv: 7 stedto .. agivlly enewed every S ¢ ays. Chalorophylls d° mination _ollo-

wed 1) Caloroph "' w0 “seene arwmeters were measured using the °¢ M-2000 ch'o-
ro hvil flue o coace cacasaring syseem Walz, Germany). Determination o heroxanth'a
fan, Y, viowoxs o Tioly e ! hin "o followe T/ 0 pud oxidation was cfu
m:  d according o . on chlorople ~isol~ :das ir ° cihylenc de’ rmination follov 1
6 acyl lipids wer measurad @00 ading (o0 D0 was Lednc waal e Chlorophyl s con-
¢ ationder e 2,00 wtween the 0128 and ¢+ 22 e Nin trer maats. The estim-

tion e e quantum yield of on-cyclicel o ransn ) chowed o (2% incicase bet-
v orthe Q)25 and the 2 iy /U mbreatment o we ity IO ¢ Cthercal o L]
the 22 m~/1 Mlutreat Ht ™ 0 o vari Tl tom Luu. uorescence unaer photosy nhe -
tic sweady sate condition , (L v o 1) remainec ot constar , showimg T ine ol
the 32 m V- rmae Betv oo T 025 nd Gn 320 LN et » g end on

content in oxed 200 and S, resneetively, wher s v 0 o/ LS L Thyla-
koidul nevl hipids poroxaduti n did ot vary significantly. w =5 oo viene production sho-
wed a H0% decrasse  wer ae v S me/d Mo ooatment. Betw nohe U125 and the g/l
Mn - noent pho- hali id do ¢ :d 1664, v rer Lulac. ip owee  TCancerea-
se I wes oo acludad th talthough chloro y!'s conce~tra on - arp’, deer ¢ with exce-
ess " the gosence of  tive effects on o and v Tm” reflecr at the functioning of

photosystem II .omained « ¢ nnaffected. C 1anges in contents of £ o and viol also su, 4

ted ar facrewe @ of photoprotection of PSII by .. ..anthonhvll cycle. The aosence of ~ < imm?
ficant ucyl lipid puroxia. ~n wnd the deerease of ethyvle~  production v b increasing M n
concenrations seems to point sut for a limited oxy radical production « woct ot with Poul.
However, exc. -« Mn seams to o ¢ a decrease of thyvlakoidal phospholipids conteni by a
yet unknow mecchanism.

Iy Amon. DL 27 0 Plant Pivesiol. 20 S,
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Aclimatacio ao frio da graminea em C, Paspalum dilatatum cv Raki:
efeitos no teor de ac¢iicares e na capacidade de regula¢ao osmética

A.M. Cavaco e M.C. Arrabaga
Deparraincento de Biologia Vegetal, Faculdude de Ciéneias da Universidade de Lishou,
Campo Grande, 1700 Lixboa, Portugal

Paspalum dilatatum Poir, uma graminea de pastagem perene com metabolismo em
C4, ¢ consideruda uma planta semi-tolerante ao frio. A cupacidade de aclimatagdo ao frio
descrita para diversas espleies, aparece associada a0 aumento de actcares soldveis, de
entre Os quals i sacarose. Liste acucar parece funcionar como um crioprotector das mem-
branas ¢ ainda como um regulador osmotico, o que pode ser de extrema tmportincia na
prevengio dua formacdo de gelo nos tecidos. Por outro lado, o aumento dos agucares sold-
veis ¢ uma consequente diminuigdo do potencial osmatico, parece nalgumas espéeies, pro-
mover alteragfes do teor de dcido abeisico. resultando num aumento de proteinas cont
papel fundamental no processo de aclimatagio.

Plantas de P. dilatatum cv Raki foram crescidas durante 5 semanas em solugiio nutriti-
va de Hewitt (1966) modificada, numa estufa com as scguintes condigdes: temperatura de
25/18 °C. PAR de 250 pumol.m->s"" e um fotoperiodo de 16/8h (dia/noite). Ao fim das 5
semanas as plantas foram divididas em dois grupos: o primeiro foi mantido nas mesmas
condi¢des de crescimento (plantas controlo) durante 10-15 dias, enquanto o segundo grupo
for aclimatado a 10/8 “C durantc um periodo de 25-30 dias (plantas aclimatadas). Ao lim
de 1 horas de luz. folhas de plantas controlo ¢ aclimatadas foram recolhidas em azoto ligui-
do ¢ mantidas a -70 °C até utilizacho. Toi feita a extracgdo ¢ doscamento de agdcares soli-
veis (hexoses-P, hexoses, sacarose, frutanos) e amido, bem como de frutose-2,6-bisfos(ato
(fru-2,6-P,), o metabolito regulador da purtigio sucarose/amido nos tecidos fotossintéticos.
L'oram ainda determinadas as actividades dos enzimas direciamente envolvidas no metabo-
lismo da sacarose (sacurosc-fosfato sintase (SPS), sacarose sintase (susy) ¢ mvertases).

Estdio neste momento em curso ensaios para determinagdo do potencial hidrico, poten-
cial osmdtico ¢ ajustc osmotico celular em folhas de ambos os grupos de plantas.

Os resultados obtidos demonstraram que o teor de hexoses-P, agicares soldvels e de
anido aumentaram nas folhas de plantas aclimatadas. Verificou-se um deeréscimo dristico
de fru-2,6-P, nas plantas aclimatadas. o qual parcce confirmar a tendéncia para o tavoreci-.
mento da sintese de sacarose neste grupo de plantas.

A actividade da SPS, tanto em condi¢des de Vmax como em condicdes fisiolégicas,
aumenta nas plantas aclimatadas, enquanto a actividade das enzimas de degradacio da
sacarose ndo sofrcu alteraciio.

Os resultados deste trabalho serio discutidos em termos do efeito da relagdo aumento
de agidcares soliveis/diminuicio do potencial osmético, e da sua implicaciio no processo de
aclimatacfio da cspéeie P.dilutatum cv Raki.
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Accao de herbicidas sobre o transporte de electroes e a fosforilacao
oxidativa: efeitos do MCPA em mitocondrias de tubérculo de batata

V. Vaz Pinto!, A. M. Tenreiro’, J. Vicente? ¢ J. D. Arrabacu’
!Departamento de Biologia Vegetal, Fuculdade de Ciéncius da Universidade de Lisboa,
Cumpo Grande, 1700 Lisboa, Portugul
’Departamento de Botanica, Faculdade de Ciéncias ¢ 1rcnologia da Universidade de
Coimbrua, 3000 Coimbra, Portuzal

Alguns alcandicos t€m sido lurgamente usados como herbicidas, com ac¢do desfol-
hante. Sahc-s¢ ¢ue os herbicidas actuam em varios processos fisioldgicos, como a respi-
racio e a fotossintese, assemelhando-se, por vezes, a sua acglio, a de algumas hormonas.
No entanto, us scus eleitos sobre o metabolisimo celular ndo estdo completamente esclare-
cidos. As mitocdndrias sao o principal centro do metabolismo energético em tecidos vege-
tais ndo-fotossintéticos, e o metabolismo mitocondrial ¢ afectado por vdrios compostos
estruturalmente semelhantes a estes herbicidas. No presente trabalho, pretendeu-se estudar
os efeitos destes compostos sobre a respiragio mitocondrial e a fosforilagio oxidativa. uti-
lizando-s¢ como modelo o dcido 2.4-dicloro-fenoxi-acético (MCPA).

Mitocondrias de tubéreulo da batata foram purificad~s ‘m gradientes continuos de
densidade. A respira¢do fol determinada polarograficamente, com cléctrodos de oxigénio
ou espectrofotometricamente, medindo a taxa de oxidacdo de NADH e de ferraciancto.
Como substratos respiratério “oram utilizados o succinato ¢ 0 NADH cxée Lo, Estes dois
substratos dio electroes & cadeta respiratdria através de enzimas especeifice i, a NADH desi-
drogenase existente na superficie externa da membrana interna, que oxidi o NADH do
Cspayo intermembranar ¢ a succinato desidrogenase (complexo 1. quc uma proteina
intrinsecit da membrana ¢ oxida o succinato matricial. O rendimento emt ATP ¢ cmelhante
com um cocicnte ADP/O préximo de 2. O tampio de ens "y ndo for - nlen.entado 1
cilvio exbgeno ¢ a axade oxidag e dccinato foi sempre superior a do NA - T

Os sistemas de oxidag io dos dois substratos pa i resnonder diferentemente @ ve-
senca de MCPA. 1 estude F (na suséneia de ADP), a wxa de oxidacao de succinato man-
t€m-se relativamente con - 2 atd cerea de 0.5 mM MOPAL A taxa em estado ® (fustort-
lacdo de ADP) ¢ torlemente inibida a partir da mesma coneentrac ™ 7 v ' idas Con
NADH, ataxaer tade 3 °

Estes vesultados podem ser exp cados a part - de uma @ s¢do  ral de desacopla-
mento, ndo, no entanto. po sivel que 0 MOPA eele wbém os mruant s d
transporic do sticcinato na membr ~- 7 ou que como inibidor da eneeht .

1 ouco afectada ¢ o taxa em estado - nlenta.

desidrogenuse. A utilizecdo de dadores ar - ictais de electre 5 pode ajudara 1 recer
esta accao do herbicida.
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Fotosintesis y metabolismo del carbono : . C5-23

en en el citosol una PP-foslofructoquinasa y en la membrana vacuolar (tonoplasto) una
pirofostittasa “translocadora de H* ™ (V-PPasa). LI estudio de la V-PPasa del tonoplasto de
plantas precenta varios aspectos de interés. Al estur implicada en el manicnimiento de!
equilibrio ionico celular, podria tener un papel relevante en la respuesta de la planta a
diversas condiciones de estrés, Ademas. al ser un enzima relativamente sencillo. se podria
utilizar como sistema de estudio del mecanismo del proceso dcido-base de transduccién de
energia propucsto.

A partir de una eenoteca de ¢DNA de hojus de Antirrhinum majus se ha aislado un
fragmento de 800 bp que codifica parcialmente una V-PPasa de dicha planta. Para la bus-
queda s usd como sonda un fragmento del gen homélogo de Arabidopsis thaliana obteni-
do mediante Ja reaccién en cadena de la polimerasa de una genoteca de ¢cDNAL Se hun
estudiado por “Northern blot™ Jos niveles de expresion del gen de A. majus en Jos distintos
tejidos de la planta, estableciéndose que la V-PPasa sc expresa preferentemente en hojas ¢
inflorescencias. Actualmente sc licva a cabo una biisqueda en ta genoteca de ¢DNA de
hojas con el fin-de obtener ¢l gen completo y caracterizar posibles isoformas del enzima;
asimismo se investiga ¢l efecto del estrés salino sobre la induccion del gen. Y que hasta
ahora sdélo ha sido demostrada la presencia de la V-PPasa en plantas superiores, resulta de
interés desde el punto de vista evolutivo su basqueda en afgas y otros organismos fotosin-
téticos primitivos. Utilizando como sonda ¢l {ragmento del gen de la V-PPasa de A. majus
se ha comprobado por “Southern blot™ la existencia de genes similares en microalgas euca-
riéticas pertenecientes a distintos grupos taxonomicos: cloroficeas (Chlamydomonas rein-
hardtii, Dunaliclla salina). rodoticeas (Cyanidiun: caldarimy y cuglenoficeas (Lnelenu
gracilis). ast como en bacterias fotosintéticas (Chronuuivm vinosum, Rhodopsceudomaonas
pulustris y Rhodopseudomonas vividis). Lstos resultados demuestran una distribucion bas-
tante amplia cn los organismos fotosintéticos de fas PPasas de membranas, la caracteriza-
cién de cuyos genes estd cn proceso.

1. AL Serrano, ML Mateos y M. Losada (1993) Biochem. Biophys, Res. Comm. 198:]348-12356.
2. M. Losada, MLA. De la Rose. A, Serrano. M. Hervds'y 1.M. Ortega (1990) Bioelectrochem. Bioenerg.
23:105-128.

(Trabaju subvencionado por wa DGICY'T, PB 94-0033 y PB 9512607, y In Junte e Andulaci.
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Subunidad Potructira
Cianobactenas 19 kDa Hexu ..irica
Ci_nclo o~ Da Monor erica
Al s rojas 38 kba Terramerica
Pl... «fcloronlaste) o KMa Monc 1

Los tesuitaaos ohienidos de la secuenciucion de Jas r,° s N-terminal de <. 0=

t7 e secrel cate ara la il o lect cmde st sndos. . las s sas
de clanobuctes~s -simifar - a los erdosimb™ S ogued a0 -
aulor L. ueden clasificar como ¢! dne pre v ues thexa icas, ubu idad 7 D
~UTGUC Sus secuencias de i ) itan clerle 3 culis L0 L secueincia de a pe niid
el Zioo o de oligonucledtio, s degeneradas g v s tsaron para clonar por u ©tegia de

PCR ¢' =2 pp v gue oodiftca Ju s 70 de "o nohucteria o v somstis sp. PCCOR0O3.

we 8Ol 8¢ Bu 5C cenpresado en k. ol y o coweina recombi 0 2 ha careeterizado.

sult oy ser adistinguible de o atural. A nsmo se han obtenido antic e e ues-
necifices contr cenzima que o estdn uoando act T nente pa 1estudic s inmune oy
con Jarativos. Sorprendentoniente. la s .« 1 del cianelo de C. perdaox s -es cuctt a’m nte
muy stnilar a 's clanobacierias y constderado co 10 107 ote evo Live del ancestio we
los. cuales ¢ cronlusees o THPO CuetTAtico T Lo prou tructura e ome T, subu-
ndad de 35" Da onne hor su Lo deaay Zooe st v ficada porar ¢ nn

UL s ~PPasas Aoy v cloropiastos de pianta ©onan U mbién estru. o e
upo actridtico. Ta sceueact on de cor 1o Noereiing ue ast en€ tlese s mror mas
¢ooennrocesoy m deescart T teor T othent tostos o Mtados 1 e adiad L

W s PPasus hoewric s cducida del dnice mon swue [oule avabidop-

sistu o clonado hast o - 0 abajo subvene’ wdonor o G CY L PO D032y
la Junta de Andalucry;.
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[otosintesis y metabolismo del cacbono C5-25

indicam que as razdcs Cla/Clb diminuem com o decréscimo da PAR natural, mas também
parccem demonstrar a existéneia de ciclos de autorrenovacio da clorofita, podendo even-
tualmente a Clb estar mais dependente das condigOus hidricas do mio, por estar principal-
M. associada ao PS T1L fotossisterna onde ocorie a fotdlise da dgua.

zm conclus"o, a cultivar Judia, com maior tcor médio ¢cm Cl, . e menor razio
Cla/Clb, apresenta um aparelho fotossintético com caracterfsticas menos hetidfilas que a
cultivar Longal (Gomes T.aranjo ¢f al., 1993).

GOM1 -LAR WNJO JCT., PIMENTI -PEREIRA MJ. TOL..  S-PEREIRA MSBC ¢ ORRES-PHREIRA
U703 ol sy FespONe oL ot Lo 1i . cultive ) dificic it microsites, ™ -
M -V e, medoeceea ive e e i 0 Comoross o Cuce gt p 302" % g y
E. (Orc B4 Coo 1t Montan Mo~ Maciani e S vo S o sand Itito di Col™ joni
Arhoree. [niversity v srugia. Spol -

GAI HANO VME (927 F “ode © " T Fowovicar O po e Clorol. ocin Castanea r s
Vil -Di™ 1 Codas caltivercc Jo T 0 Lor Lo iy microvatios A4 cpres. Latdrio o yal de

Toe Ings Agricola. Universidacs I Tras- Monwe < Alto Devro, Vila Real

PORRA RI, _HOMPSON WA ¢ KRL.DLELMANN. PJ: / Drrermin. ““oi: 1 accurasc oxi

clents ¢ o Sl wdaii?ors equarions for asseing o orop Maand b rd!7 rent a0l

fications of 1 c~ace trati=s v ehlovopivl! sta ic ahsorption spectroscopy. Bio-

v :m. Biophy. Acta 975: 384-394
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Inte..  ones planta-microorganismo . C6-I

How is the oxidative burst activated in the defence response of
tomato against the fungus Cladosporium fulvum?

P Piedras, K. Hammond-Kosack, T. Romels, K. Harrison
’ and J.D.G. Joney
The Sainshury Laboratory, John Innes Centre, Colney Lane, Norwich NR4 7UH,

United Kingdom

Resistance (R, o . confer on a plant the ability to defend itscelffollowing attack hy
duse~nt pathogens such as virus, bucterta and fungus. Zach R gene exhibits an extrene
specificity and s only ciicetive against a pathogen that has the co  snonding functional
avirulance (¢ - gene. The tomato resistunce gene C 2 confers ~lant dis ase o wstance
solely ceainst races of the biotrophic fun_  Cladosporivm fulvin thot oxpren vie
corresponding avirulence gene 1, 9. C7-9 have been cloned and its » uence predicts
protein thai 1s primarily exiracytopl mic, 5 extensive leucine rich repeat regions and a
short C-tc _.inal mermbrane anchor. The product of Avr9 is vecrawed rom the fu " s
and processed by fungal and plant prote ses to produce a peptide of 28 aminorceid s,
When Avir9 pentide 1y injected into the . = s or cotyledons of CI-9 tomato plants _n
array of deiend ~ respor re rapidly indu od and lead to macroscopic trey necrosis wii-
hin 12 hours. The tomato resistance g 2 Cf-Y retains its spectficity and activity when
transierred to tobicco plunts. '

We have developed suspension cultures from these trans.. ye to' cco nlants 1o stud
[ I

i "7 he defenee signal nathway activawd by CF-9 und Av ». O cof th arfiest oty
@ oepathe acheiforch M onofpl 7 esorsus sian culture s the e fuction of

activ. oxte spec. L1008 Livdrogen ~=oxide a~d superoxide radic | anions have recel-
ved considerab'z attention because they canact dir Ly o antimicrobi Peowrmnunds and as
seee I messengers in the pathway leading w resistance Chal” :uge of the -9 toba ¢ -
pension cultures with AveY peptide produced an accumulation of AOS in the miedia h t
was detected i les than 1O mine s and 1t was dose-dependent. Contrel uspensio cul-
ures lackir o+ C, 0 did not produce oxidative burst a = challenge vl Avr9, This oxi ' -
ve burst we i abolished by the addition of - ali . indicating that hydrogen peroxide was
the predominant species decccied. The inhibition of AOS production by diphenylenciodo-
nium, an trreversible inhibitor of the mammalian neutrophil NADP T oxidasce, suguest that
the enzyme responsible for AOS 1n tobacco could be a NADP!T oxide «.

We have studied the possible components in the signal uunsduction activated abwer the
interaction between the clicitor and receptor (possibly AviY/C1=9) that lead 1o the asscmbly
of the oxidase und production of AOS. Our results indicate that uptake oi calcium by the
cells, activation of a protein kinase. and possibly phospholipase A2 are components of this
pathway.
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Interactones planta-microorganismo ) C6-2

de plantas deficientes en boro. Por tanto. las diferencias observadas en la composicion de
los exudados de raiz producen una clara disminueidn de la capacidad de las plantas -R para
iniciar ¢l proceso de nodulacion, impidicndo que se establescu una simbiosis efectiva.

Be' ™ LI~ E..De LorenzoC., F ndes Paseuad ML De B 7 VRLUGT 2 AL Bomilla L
Plant Physiol. 101, 83-90.

Carpeng Arte O. Currena R 7 RIOL Zormoza P Colludo G 1o B Pras Nurr 70 [341-135+4

[o reslL B oo b, Cove a Reie RoJiménes MAL Ton Darkerds AL (1995). Phyiochn sty

Qe - 14

Fooor LD -~ 9RO 192) Nature 357, 655-6600.

Gar = A, Tst' L L JJ, € na RO Bonilla L(1993) Tn: Plant nutrit™. - £ Cen
neering to field practice, 7 720, Kluwer Ao wdemic Press.
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Interaciones planta-microorganismo C6-4

Proteinas-PR con actividad quitinasa en cultivos celulares.de pimiento
(Capsicum annuum) elicitados con Phytophthora capsici

M.D. Garcia Pérez, C. Egea y M.E. Cundela
Departamento de Biologia Vegetal, Universidad de Murcia, Campus de Espinardo,
30100 Espinardo (Murcia)

Una de las ¢ pu stas de las plantas al ataque patogénico es ta induceion de proteinas
llamadas PR (relucior das con la patogénesis). Las proteinas-PR son de origen vegetal y
algunas fueron identificadas como quitinasas (E.C. 3.2.1.14). lax cuale  hidrolizan quitina.
componente de pa.cues de algunos hongos patogénicos. [Los cultivos “in vitro™ posibilitan
los andlisis repetitivos de reacciones celulares y ¢l probOmito de este trabajo es elucidar la
respuesta en proteinas-PR, de células de pimiento (Capsicum annuwm) a ehcitores de Phy-
tophthora capsici, hongo teldrico patogénico, causante de cnormes pérdid s n las plantt-
ciongs aicctadas.

Como material vegetal se han utilizado lineas celularcs de tres variedades de pimiento
de distinta sensibilidad a P.capsici como son: Yolo Wonder (YW) sensible, Americano (A)
intermedio y Smith-5 (8-5) resistente. Suspensiones celulares de estos pimientos fucron
subcultivadas cada 30 dias en medio (M/S) suplementado con medio patata-dextrosa cn el
que crece el hongo. Como elicitores se utilizé a) micelio liofilizado: 120 pg/ml de medio
fresco y b) filtrado: 10 ml del medio donde habia crecido el hongo durante 30 dias. Las
suspensiones celulares se incubaron durante 24 horas, al cabo de las cuales se realizo la
extraccién diferencial de proteinas de las cclulas, fraccidn protopldstica y paredes y del
medio, fraccién extracelular. El anilisis de protefnac < realizé en Phast-Svstem (Pharma-
cia) (Egcu et al..1996) mediante Isoelectroentoque (ir:l¥) y clectroforesis cn gel de poliacri-
lamida no-desnaturalizante 1 Nativa-PAGL ). para proteinas dcidas y hisica. reveldindose
actividad quitinasa cn una membrana pucsia wobre el gel. y visible byjo UV de 366 nm.

Los resultados obtenidos muestrin actividad quitinasa, a lus 74 horas de [a adicion del
elicitor, en las pratcinas de la fraccion protoplistica de células y en la fraccidn del medio
extracelular, pero no se detectaron en paredes.

En el medio extracclular, la sep: -ucidn por IEF revela una quitinasa de pl 4.6 en A y
S-§ al inocular con filtrado, y no aparecc en YW. Una proteina de las mismas caracteristi-
cas se detecta en los extractos de medio extracelular de los tres cultivares. inoculados con
micelio. En Nativa-PAGE cstas quitinasas tienen un Rf de 0.4. Solamente en la varicdad
resistente S-5 aparece una quitinasa de pI 5.4 y Rf 0.7 tanto en extractos inoculados con fil-
trado como con micelio fingico. No hay quitinasa en los controles de medio extracelular,
realizados sin adicion de elicitores fingicos.

En la fraccion protoplastica solo se detecta actividad quitinasu en el tejido sano de
pimicntos de la variedad S-5. La proteina detectada tiene un plde 5.4 y un Rf de 0.7,

Estos resultados indican quc hay una quitimasa constitutiva (pI 5.4 y Rf 0.7), detecta-
da en la fraccidn protoplistica de la variedad resistente S-5 que no se detecta en las varie-
dades sensibles. Puesto que esta proteina aparcce en el medio extracclular después de la
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Interaciones planta-microorganismo C6-5

Control de la respuesta defensiva de la planta en la interaccion
Rhizobium-leguminosa

P. Bueno?, F. Martinez—Abarca’, J.A. Herreru—~Cervera!, P
Rodriguez—Rosules?, J. Sanjuar’, J.P. Donaire y J.Olivares’
'Dpto. Microbiologiu del Suelo v Sistemas Simbidticos
’Dpto. Bioguimica v Biologia Molecular y Celular de Plantas, Estacion Experimental
del Zaidin, CSIC, Profesor Albareda. 1, 18008 Granada

De la interaccion Rhizobium-leguminosa se deduce una simbiosis mutualista por la
que la planta puede aprovechar el nitrégeno molecular a través de su reduccidén a amonio
llevada a cabo por el microsimbionte en los nédulos de las raices. El hospedador ha de
reconocer a Rhizobium como no patdgeno o la bacteria tiene que eludir Jos mecanismos de
defensa de la planta. Se ha descrito que algunos mutantes, como exo o Ips, determinan en el
hospedador una reaccién que podria estar relacionada con [a respuesta defensiva y que no
aparece con las cepas parcenfales silvestres.

La respuesta defensiva de las plantas a patégenos (virus, bacterias u hongos) se ha
asociado al incremento de los niveles basales de 4cido salicilico (SA) en los tejidos préxi-
mos al sitio de contacto y en zonas mds alcjadas, asi como al establecimiento de la resisten-
cia sistémica adquirida (SAR), consecuencia de la respuesta hipersensible localizada (HR)
desencadenada por el patégeno. Por otra parte, es un hecho conocido Ia participacién de la
catalasa en dicha respucsta defensiva, a través del control de los niveles de H,0, y de otras
enzimas (ascorbato peroxidasa, glutation reductasa, superdxido dismutasa, y lipoxigenas),
como reguladores de dicha motécula. de otras especies activas de oxigeno y radicales
hidroperéxido.

Para conocer lo que puede ocurrir en el caso de la usociacion Rhizobium—leguminosa,
se han determinado los niveles de SA en rafces de alfalfa y veza inoculadas con cepas
nodulantes (Nod*) o mutantes Nod™ de R. meliloti y R. leguminosarum bv. viciae, respecti-
vamente, asi como con especics de Rhiiznbium no especificas para la planta (R. leguminosa-
rum bv. trifolii-alfalfa). Los resultados obtenidos han mostrado que la inoculacion de alfal-
fa 0 veza con cepas Nod* de su Rhizobium especifico, determina una ligera disminucidn de
los niveles basales de SA, mientras que los correspondientes mutantes Nod™y Rhizobium
no especifico, dan lngar a una considerable y significativa acumulacién de SA. I.a induc-
cién de Ja sintesis de SA es muy temprana y se puede apreciar ya a las 4 horas de Ja inocu-
laci6én con las cepas no nodulantes. Paralelamente, en los experimentos con alfalfa se ha
observado que bajos niveles de SA sc corresponden con altas actividades de todos las enzi-
mas ensayadas., excepto SOD, v viceversa, altos valores de SA conllevan una disminucién
de dichas actividades enzimiticas. De cstos resultados s¢ puede deducir que los factores
Nod producidos por la bacteria cuando los correspondientes genes se inducen por los flavo-
noides exudados por la planta, juegan un papcl esencial en el control de la respuesta defen-
siva de la lcguminosa frente a Rhizobium. Las cepas incapaces de sintetizar factores Nod,
por mutacién en alguno de los genes clave que determinan su sintesis o por la falta de los

241



o~

an

s

242



Interuciones planta-microorganismo Cé6-6

Variacion de los niveles de peroxidasa y frans-4-hidroxiestilbenos
durante la interaccionVitis-Agrobacterium

E.M. Sdnche; Escribano’, A. Ros Barceld” y A.A. Calderén?
'Departumento de Proteccion de Cultivos. CID . c/ Mavor, s/n,
30150-La Alberca (Mure ) .
2Departamento de Biologiv Vegeral, Universidad de Murcia, Campus de Espinardo,
30100-Murciua

Ll “Lzro Agrobacteriun ha sido extensanmente utilizado como vector para la transforma-
aén ; > *ica de ~fantas. Sinembargo. para que la wansioracion tenga éxito. k7 cteria debe
ser capaz de stoerar las barreras defe.sivas que pone en ju la planta en respuesta a la inva-
ston. Iin 1a viu, wos de fos principales componentes de la respuesta  2fensiva son, por una parte,
la acumulacidn de fitoalexinas de naturaleza 4-hidroxicstilbénicit v, por otra parte. toda una
seric de reacciones mediadas por la peroxidasa. En el presente estudio se dv - ribe el efecto que
la inoculacidn con Nerobacterium rhizogene  jerce sobre los niveles de peroxiuasa’y 4-hidro-
xiestithenos en dos ¢ ipecies del género Viris, una vinifera ("Thompson Scedl  57) utilizada para
la produccion de uva de mesu y una rupesiris ("De.Lot’) utilizada como portainjerto.

La infeccién de segmentos nodales de vid cultivados in vitro con Agrobacterium pro-
voca la aparicion de los sintomas caracteristicos de la enfermedad conocida como ‘raices
en cabellera’. "™ “hisis de los niveles de actividud p roxidasa en los explantes infectados
de V. rupestris muestra que no hay variacion en dichos niveles. independientemente del
sustrato empleado en lu determinacion. T'n el caso de V.o vinifeiw. la actividad peroxidasy
AL ta sienificativamente respecto a los o xplantes no infectaa s. T:n cuanto L la pobla-
cion de soenzimas de la peroxidasa. ¢ observie que apenas hay difc cne < en e los '
mentos infectados y los centros s en ¢! caso del portainjerto, mientras ¢ 1¢ 2N 108 sc m- s
tratados de la varn 71 hompson®, aparceen una serie de nuc sas isoonzimas de punto iso-
cléetrico cercano » la neutralidad tespecto al control. Bl revelauo de Tas 1soenzime » con un
4-hdroxi stilheno (r sveratrol), mostrd para amr s viaricdadoy ¢ o inicamente L. wenzi-
mas ue natural ~a bisica fucron capaces de oxidar este compu — to.

Los nive ™ « de trans-3-hidroxiestlbenos en scgmentas nodales de las variedades estu-
diadas aunientaron despuds del tratamicento con la bacteria, aunque en ¢l caso de Voornpes-
tris. el aumento fue mayor en términos absolutos. F1oandlisis por HPLC de los extractos
metandlicos mostro que los principales frans-4-hidroxiestilbenos que se¢ acumulaban cn
respuesta a la infeccion fueron el resveratrol (3,547 -trihidroxiestilbeno) y la piceida (¢! 3-
0-B-glucésido del resveratrol), encontrindose que estos compuestos se acumulaban en
diferentes proporciones en funcion de la variedad estudiada. Asi, en la variedad "De Lot’.
aparecia mayoritartamente la piceida. mientras que en la variedad “Thompson® las propor-
ciones de piceida y resveratrol fueron muy similares.

Los resultados obtenidos sugieren que Agrobacierivm rhizogenes es capasz de Hevar a
cabo con ¢xito la infeccion de la vid. aun cuando la planta exprese algunos de los compo-
nentes de la respuesta de defensa. Por esta razon, Agrobacterium puede ser considerado
como un buen vector de transformacién para la obtencién de nucvas variedades de vid.
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Interaciones planta-microorganismo Co6-7

menfe el valor de sus pardmetros de crecimiento y nuotricién comparados con ¢ control sin
inocular, aunque esto ocurrio solamente en ¢l suclo Ll En el suclo sin esterilizar to se
observd esta respucsta positiva a la inoculacion con las diferentes especies de HMA. Pste
¢ aportamicnto o habiun reportado Diaz y Honrubia (1996). mencionando como posibles
caus 3 de esta lalta de respuoesta la actividad de 1a microflora nativa y su competencia con
los hongos introducidos por : +t.d. nutricntes y nicho ecoldgico.

Diw. G.and M. He. i 19930 Biol. 2k, 37:121 09

Requenu. No 1996, Teo Doctori . Fac. de wencias L vive de Gran='+

Requia, No Lo Jiadne -y LML Bawert, 799 [r Coovge ~ Al e JMUBE e cas. lycorr 1z s in inte-
NESERNY intirom genes topliatas ot owent. Ewe 0 C0 7 7 B

Sa' P92, T 7 Doctoral. Tac. de Clencias. Tniv. de Granada
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Interaciones planta-microorganismo _ C6-9

Desarrollo de la nodulacion en plantas ¢ - alfalfa tratadas con nitrate

F Ligero, L. Recalde y IM. Caba
Departamento de Biologia Vegetal, Fucultad de Farmacia.

Universidad de Granada

La inhibicién de la nodulacion por ¢l nitrato es un fendmeno comin itre las legumi-
nosas, aunque con considerables variaciones ¢n la magnitud de la respue - incluso entre
cultivares de una misma especie. El efecto del nitrato s rapido, hasta un 0% Jc inh Hicién
en las primeras 18 h tras la inoculacion, interfiriendo con la division celular en ¢f cortex y
la formucion del cordén de infeceion (34). El nitrato incrementa la liberacion de ctileno en
rafces de alfalta y soja y 1a inhibicion de fa biosintesis y/o accion del ctifeno en estas plan-
tas dismunuyé considerablemente ¢] efecto inhibidor del witrato (1, 2, 3, Ligero ef al. 1997,
enviado). Por ello pensamos que dicho efecto puede estar mediado por el ctifeno. Sin
embargo, adn se desconoce la cfectividad (en térnunos de tiempo) del nitrato para incre-
mentar L produccion de etileno en lar iz

En el presente trabajo se compara la - spuesta al nitrato de la nodulacion y [a biosinte-
sis de ctileno en raices de alfalfa. La aplicacion de KNO, (10 mM) desde el inicio del culti-
vo de las plantas o bien en el momento de la inoculacion inhibid T nodulacion con igual
intensidad (30¢ |, respecto al control. Retrasando Ta aphicacion del nitrato 24 horespecto de
la inoculacién, « @ obtuvo una fuerte disminucion de ta inhibicién. En este mismo periodo
de tiempo, ¢l nitrato aplicado en Ja inoculacion inerementd la produccion de cetileno de la
raiz. un 55% respecto al control. Se pone de manifiesto por tanto un estrecho paralelismo
entre [a inhibicién de lu nodulacion y lu estimulacion de la hiosinte. s e etileno en res-
pucst il nitrato en rafces de alfalfa. Por otra parte, ¢l tratamiento con A ™ (10 uM), inhibi-
dor de la accién del etileno. en la inoculacion climind parcialmente 1 ¢ “cto del nitrato,
micntras que retrasando su aplicacion 48 h no < obticne cfecto slguno. Estos resultados
constituyen un nucvo apoyo a la impl acidn uel etileno endégeno en la inhibicidn de la
nodulacién por ¢l nitrato.

1L voeral (19861, J. Plant Physiol. 125: 361-3653,
2. L.gero ool (1987, V1 F it Physiol. 1291 6]-467.
3. Lircro eral. 11991). Plant Physiol. 97: 1221- 225,
4. Mz eral (1987). Plant Physiol. 84: 26 71,
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Interaciones planta-microorganismo Cé6-10

se vieron tambicn refl jados en ¢l bulance ATA/Citoguininas, mayor en plantas de Bragg
con byjo nivel de nitrato.

Por dltimo, fas menores respuestas se encentraron en los niveles de ABA, aunque de
nuevo con diferencias entre Bragg v nts38”™ (en ¢l mutante se detecté un 40% menos de
abscisico).

Los resultados indican por tanto difercncias notables ¢n los balances hormonales
(sobre todo ATA/Citoquininas) entre Bragg y el mutantc supernodulante nts382, asi como
en »us respuestas a li inoculacion y ¢l nitrato. El mutante nts382 (curente de autorregula-
cién) presenté un mayor contenido de citoquininas que Bra; y por otra parte ¢l nivel de
nitrato empleado (inhibidor de la nodulacidn) alterd ol balance en ambos genotipos por una
disminucién del contenido en auxina. '

249



ot
"
w o

i
i
-

e

e Se

1 CY

il

WL

”

3

ES

P
e
R N

2
~ s

1T

Y

1



Interaciones planta-microorganismo Co-11

similar a Ja glicoproteina, si bien los cambios son algo mas wempranos lo que cs logico al
tratarse de un mRNA.

En conclusién, con este trabajo se ha visto la necesidad del uso del sistema de flujo
continuo para detectar cambios de la actividad nitrogenasa in vivo cuando se aplican distin-
tas concentraciones de O, sicrido el sisiema convencional capaz sélo de delectar cambios
irreversibles. Por otro lado s¢ ha puesto de manifiesto la capacidad de regulucion del nédu-
lo frente a tambios en la concentracién de O, de la rizosiera. mediante mecanismos fisiold-
gicos a los que suceden progresivamente alteraciones morfoldgicas.
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Interaciones planta-microorganismo C6-12

bucterotdes se detectaron cambios inmunoquimicos, consistent  n I sobreexpresion del
epitopo proteico reconocido por ¢l anticucrpo monoclonal 133,95 tanto en senescencia
natural, como en los tratamicntos de oscuridad.

En conclusién, el aumento de las actividades superdxidodisinutasas y ascorbhatopero-
xidasa deteciado en los tratamientos ¢ oscuridad y en senescenciu natare - no Controlaron
suficientemente tas+ secies toxicas de oxfeeno. va que sc produjo dafio « fular, observin-
dosc serias alleraciones ultracstructurales, oxiducion y d - 1dacién de proteinus y desce,
en el contenido de feghemoglobina.

<
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Inferaciones planta-microorganismo C6-13

En el gatamiento del 40 % de oxigeno los simbiosomas mantuvieron la membrana
peribacteroidal. pero los bacteroides presentaban alteraciones. Estos. de mayor tamafio que
los controles, poscian un clevado contenido de polihidroxibutiraty. Ademds s¢ observé
mayor nimero de hucteroides por simbiosoma. que padria ser consccuencia de una {usién
de las membranas peribacteroidales de varios simbiosomas o de la pérdida de sincronia en
la division de los mixmos. Ll inmunomarcado con 72.30 y 340.21 {uc semejante al obser-
vado en los nadulos control, y lu alteracion de las cubiertas celufares se tradujo en una
'sobrecxpresion del epitopo 133.95 immunolocalizado en la pared bacteroidal.
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Interaciones planta-microorganismo Co-14

tribuye a una efectiva osmorregulacion en condiciones de estrés salino (Gupta et al., 1993).
Este proceso puede ser importantc en el ¢crecimicnto vegetativo que es cuando s¢ acumulan
mds osmolitos en las plantas inoculadas con las mutantes, coincidiendo con el mayor con-
tenido de clorofila que muestran estas plantas en condiciones de salinidad,

Delgado M.J.. Garrido J.M., Ligero F. y Lluch C. (1993) Physiol. Plant. 89: 82.1-529.
Delgado M.J., Ligera F. y Liuch C. (1994) Soil Biol. Biochem. 26: 37)-376.

Gupta A.K., Singh I, Kaur N. v Singh R. (1993 Plant Physiol. Biochem. 31: 369 37X,
Nair S., Jha P.K. y Babu C.R. (1993) Microbios 74: 39-31.

Este trabajo ha sido financiado por los proyectos PBYS-1159 y INCO950717.
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Interaciones planta-microorganismo ‘ Ceo6-106

. Induccién de la respuesta de virulencia en Agrobacterium tumefaciens
por tejidos embrionarios de Pinus pinea L.

J. M. Humara, M. Lopez y R. J. Ordds
Dept. Biologia de Organismos v Sistemas, Unidad de Fisioloeia Veecial, Ftad. Biologia,
C/ Cum/m’/i('o Rodrigo Uria s/n, Universidad de Oviedo:
e Institnto Universitario de Biotecnologia de Asturias-CNB
(CSIC), 33071 Oviedo. Asturias

La baja eficiencia de transformacién génica mediada por Agrohacterium tumefaciens
encontrada en cotiledones de embriones maduros de Pinus pinea, nos llevé a planterarnos
la posibilidad de que hubicra una imadecuada o escasa activacion de los genes vir de la bac-
teria, o bien presencia dc sustancias bactericidas o bacteriostiticas en los tcjidos del pino.

Con el objeto de responder a estas cuestiones se realizé un estudio utilizando 6 cons-
trucciones que contiencn el gen delator de la B-galactosidasu (luc Z) fusionado con los
gcnes vird, virB, virC, virD, virl: y virG individualmente (Stachel ct al., 1985).

Para el cstudio del crecimiento de la bacteria se utilizaron extractos y exudados de
embriones de P. pinea. extraidos de scmillas maduras csterilizadas ¢ imbibidas en agua des-
tilada durante 48 h. Los extractos y exudados se prepuraron a partir de cotiledones y cmbrio-
nes de pino, en una proporcion de 0,6 g de peso fresco por 10 ml de medio AB (Chilton ct
al. 1974) pH 5,8. Como control sc utilizaron exudados de hojas de Solanum tubeivusiim obte-
uidas a partir de material cultivado in vitro (30 hojas por cada 10 ml de medio).

Los cstudios del crecimiento se realizaron inoculando con el A. rwnefaciens A348
pSM 202, 5 ml de extractos y exudados de cotiledones y cimbriones de pino, asi como de
exudados de patata y medio AB glucosa-sacarosa (0.5 %) pl1 5.8 (con y sin acctosiringona
100 uM). La densidad dptica a 600 nm se midiéd a las O, 12, 16, 20, 24 y 36 horas. Los
mayores crecimientlos se observan en los extractos y exudados de pino, y en los exudados
de patata. siendo mcnores cn el medio AB (tanto con como sin acetosiringonu). Estos datos
indican que no hay sustancias ni batericidas ni bacteriostiticas en los tejidos ensayados.

El estudio de los niveles de induceidn de los genes vir se realizé seglin el protocolo de
Usami et al. (1988). Para ello se utilizaron exudados de cotiledones y embriones de pino,
empleando como controles e medio AB glucosu-sacarosa (0.5 %) pH 5.8 con y sin acctosi-
ringona 100 UM, y cxudados de hojas de patuta. Los datos de actividad B-galactosidasa se
analizaron estadisticamente con la ayuda del SPSS*.

Los datos indican que existe induccidén de los genes virA, virB, virC, virD y virE. en
exudados de cotiledones y de embriones completos. Los exudados de P. pinea parccen no
ser capaces de inducir €l virG de muncra apreciable, aungue debe de haber un cierto nivel
de induccidn. puesto que genes que como cl virD dependen de su activacion en el mecanis-
mo de virulencia, son activados por los exudados del pino.

Chilton et ul. 11974). Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 71: 3672-3076.
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.« )y caracterizacié ' e bacterias [ T.oous giui
(L) G- * caracte ‘racidony sayos!' ogicns: ! a )

v A om o~

. “vadores e . . .

FJ. Guticrre. Marero, J..t. Lucas Garela, N. Acero, B. Ramos, ML
Barrientos v 4. Probanza
Departamento de Biologii, Sc. ion de Biologic Ve oo Diidversidad
Suin Pablo CEU. Ui hanizac on Monteprineine

28660-B 1w de Mor -, Madiid
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Inf ‘ones planta-microorganismo . C6-18

Caracterizaci¢ "2 una genoteca realizada a partir de ADNc
de “ s tardios de Lupinus albus

1. Solis Martel, JM. Perearin Alvarez y M.A. Chamber Pérez
C.LEA “Las Torres™, Dpto. Fijacion de Nitrdgcno,
Apdo. Oficial, Alcald del Rio, 41200 Sevilla

Se ha realizado el clonaje de ADNc smtetizado o partir de ARN-poliadeniladox
extraidos de nddulos ¢ 1 plena actividad fijadora de N2 de plantas de Lupiinns nlhus cv.
L \-26 con ohjcte de obictier coones de jus principales nodulinas tardias. El clonaje sc rea-
raden la disa Sma [del - ovic pBlueseript SK+ [10y 205 lones que contenian plds-
midos recombinantes fucroy' transicridos por duplicado a meimbranas de Nylon —- adas
positivamente. Tox clones con secuencias  specificas para nédulos sc seleccionaron por
hibridacion di,cencial con sondas de ADNc de ARN-poliA de raices y nédulos marcados
con DIG-oxigenina. :

De los 500 clones estudiados sc han seleccionado un 15% aproximadamente. que en
condiciones de alta restrictividad dieron seital positiva con la sonda de nddulos dnicamen-
te. A partir de estos clones ¢ han purificado su  lismidos correspondientes y sc han libe-
TRl tamano
¢e dichos insertos se ha determinado en electrol. is en gel de cgarosa del [,2% vy los
w18 se han transierido a membranas de Nylon para se- hibridado con sondas de clones de
nodulinas tardius de otras leguminosas para la identificacion de los clones homdlogos.

rado los inscrtos que contienen con las enzin  : de restriceion EcoRI y Bam.
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Metabolismo del nitréecno C7-1

Regulacion alostérica de la nitrato reductasa de hojas de cebada Hr
G6P y Mg?*

" M. Boza', A. de Cires', A. de la Torre* y C. Lara

'Dpto. de Binguimica V. etal y Biologia Molecilar
“Dpio. de Biold ra Vievetal v Eeologia, Universidad de Sevilla

La nitrato red v~ (NR) foliar de plantas superiores se inactiva in vivo de forma
ripida y reversible e . oscuridad o al inhibir L racion de CO. en condiciones de ilumina-
cién. Los estudios realizados en espinaca ponen de manifi <o que el control de la actividad
NR implica la fostorilacidn del enzima en el residuo de Serd | localizado en el péplido de
union de los dominios estructurales que contienen al MoCo v al erupo hemo, respectiva-
mente. Sin embargo. para producir la inactivacion es necesaria ad ma La union. sen-
cia de Mg?*, a una proteina inhibidora nerteneciente a Ja superfamilia 14-3-3 (2 2), dando
lugar al conm jo M -fosforilada/Me  'NIP. nactivo. Por otro lado. Ja reactivacion cursa-
ria a traves de Ta detosforilacion del enzima v/o la disociacion del NP En cebada, no hay
evidencias que indiguen o xistencia de un mecanismo similar. Ademas, L inactivacion in
vivo por oscuric id de la NR es independiente de M L aunque el enzima se inhibe in vitro
en presencia ue eate 10N, .

Hasta el monmwaio, la seial o seiales que median la modulacion de T cetividad NR
por luz o CG, p rmane : sin determinar con claridad. Nuestro eruno ha pue o de aani-
fiesto que Lo acddvidud NR se correlaciona con los niveles eitoplasm  ticos de hexos s 6 fos-
fato, concretamente de G6P que actia conw el reguladora positiva, cste *' cicnuo un
r.exo regulador del metabolismo del carbono sobre L wsimilacion de nitrato. Ademds la
GoP actia in vitro protegiendo a la NR contra la inhihicion por M.

En «. ¢ wrabajo se han determitnado los parimetros cinéticos de la NR en extractos cru-
dos desalados de hojas de cebada sometidas a transiciones luz-oscuridad, y se ha analizado
el mecanismo mediante el cual se produce el efecto inhibidor del My™, asi como ¢l de pro-
teccion por GOP ficn.2 a csta inhibicidn. Los resultados ponen de manificsto que, ambos
efectores modifican Jos pardmetros cinéticos del enzima, lo que sugicre una regulacién
alostérica que podria superponerse al mecanismo de modificacion covalente.

~ o A~mv 0 on CVI-0149 y CVI-01 3400l PAT (Junia de Andalucicn MUB.esbeca & eluber a-
cid 7 arade i USE.
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Metabolismo del nitrégeno C7-3

.

C: arizacion ¢ .t “antes afectados en la a< ~onde.
i 104~ ~ienel - ga Chlamydonisaas reinfrai 7

A.R. Frunco, M. Pérez-Alegre y F.J. LopeZ-Siles
Departaniento de Bioguimi a y Biolo. + Tolecular ¢ T viAndaluz de Bivteenologic,
Facultad de Ciencias. Universidud de Cordoba,
1400+ C “rdoba

Ll alga verde Chlamydomonas reinhairdiii represente un orgae. 0 modelo ideal para
el estictio d La asimilacion de nitrégeno. Esto se d be a que es un organisino haploide del
que estirp : atectados tanto cn mutaciones dominantes COmo recesivas puo noser obtent
das con f: :ilidad. Adcemas, la mayor parte de los mutantes son espontineos, surgen con una
elevada irecuencia (aprox. [x 10 célule ), y se pucden caracierizar mediante cruces gené-
ticos y la obtencidn Je estirpes diploides cstables.

Asi, hemos obtenido mutantes resistentes a L-metionina-S-sulfoximina (MSX), un
inhibidor irreversible de la actividad glutamina sintetasa (GS). El mutante ARF-1 mostré
actividad GS resistente a MSX in vivo, aunque no in vitro, por lo que nt el consumo de
amonto ni ¢l crecimiento se vieron afectados en presencia de este inhibidor. Este mutante
consurni’ MSX como unica fuente de nitrdgeno para el crecimicnto. Este consumo tuva
lugar a través de la actividad T.-aminodcido oxidasa (LAO) presente ¢n el espacio periplds-
mico. Sugerimos que dicho mutante estd afectado en el transporte de MSX. Otro mutante,
denominado BC3, resulld tener alterada la actividud GS cloropldstica (GS2). Ademads de un
mutante aislado cr cebada, éste es el segundo mutante de este tipo jamds descrito. El
mutante BC3 ¢recid mal con amonio bajo todas las condiciones ensayadas, tanto en presen-
cia como en ausencia de MSX. Este mutunte asimilé amonio a una velocidad cquivalenie al
20°% de la observada en la cstirpe silvestre bajo las mismas condiciones, incluso ¢n aque-
llas en las que se minimizo la fotorrespiracion. Como consceuencia, el mutante BC3 acu-
muld grandes cantidades de almidon cuando + vcio en medios suplementados con amonio
y un 5 ¢ de CO,. Estos resultados demucstran que, en C. reinkurdtii. la GS2 es responsa-
ble del 80 % del consumo primario de amonio. Los cultivos del mutante BC3, cuando cre-
cen en medios sélidos con amonio, presentaron una variegacion sugerente de la implica-
cién de transposones. Esta varicgacion fue consecuencia de una elevada reversion del
mutante BC3, que rindié estirpes que tenfan restaurada la actividad GS cloroplistica, no
acumularon almidén, y mantuvieron una resistencia a MSX con lus mismas caracteristicas
que el mutante ARF-1. Esto sugicre que el mutante BC3 estd alterado en dos genes distin-
tos, y que la resistencia 2 MSX no se debid a la presencia de una forma alterada de la GS2
resistente a MSX.

Adcmas, se han caracterizado mutantes alterados en la capacidad de consumir amino-
acidos como fuente de nitrégeno. Asi, el mutante RPS| fue incapaz de consumir aminodci-
dos, y esto se debid a que tenia alterado el gen estructural LAO. Se muestran evidencias
experimentales que sugieren que, de nuevo, un transposén czusa dicha mutacién. De
hecho, el mutante RP51 fue capaz de revertir indiendo colonias que crecieron con aminod-
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Metabolismo del nitrégeno C7-4

Caracterizacion de la familia de genes para la glutamina
sintetasa de girasol

M. Montenegro, M. Maldonado v R. Pérez Vicente

Departainento de Biologin \ ovetal v Eeologiu, Division deFisiologia
Vecetal, Facnltad de Cicncias, Universidad de Cordobu, 14071 - Cordoba

En los plantas supcriores la glutamina sintetasa (GS, 11.C. 6.1.3.2) ap: como dife-
rentes 1s¢ .vrmas codificadas por una fumilia de genes homdlogos, cuva expresian es el
principal mecanismo de control de la actividad GS.

Los datos en que se apoyan las alirmaciones anteriores provienen de estudios it 1hzados en
un bucn npdmero de especies de plantas, en su mayoria legumimo: s, arroz, iz y Arabidopsis.
Muy poco es. en comparacion. lo que se conoce de la GS de otris cspecies de no menor impor-
tancia agrondmuca como o trigo, la patata o ¢l girasol. De ninguna de ¢ v dltimas ¢ » ha esta-
blecido ¢l nimero y tpo de genes que codifican sus isoformas GS, ni s¢ ha estudiudo la expre-
sién de los mismos, lo que constituyce un vacio considerable en la comprension de su metabolis-
mo del nitrégeno que no pucde Henarse con resultados obtenidos en otras plantas.

Para caractlerizar la familia de genes (S del girasol hemos aplicado un método de clona-
cion ripido que consistié en amplificar simultincamente fo. extremos 37 de los cDNA corres-
pondicntes a los distintos genes GS que se canresan en vaices v hojas mediante PCR con ceba-
dores degenerados. Cada uno de los tps de ¢cDNA para GS amplificados se distinguié del
resto por clonacion en plismido y andlisis e restriceion, y posteriormente se secuencio.

Con esw metodo se han aislado sicte tipos distintos & DNA para la GS del girasol (cv.
Peredovick) que muestran una clevada identidad de :cu ncia entre si vy con los ¢cDNA para
Ja GS de owras plantas. Cuatro de cllc  uislados mayoritariamente de raiz. codifici 1 i+ »lor-
mas citostlicas v los tres restantes, a° "ados di hojas, isoformas cloroplisticas como se ucdu-
ce de la presencin/ausencia de regiones especiiice s de isoforma .l examen de la secuencia
de los 1 < ¢cDNA que codific nisoformas cloroplisiica nostré que éstos son formas alélicus
de un 1a1smo gen, y que uno de ellos se origing por recombinacion de tos otro - dow,

in conjunto. los resultado  ndican lu existencia de una familia de gene: GS en giva-
sol con al menos cinco micmbros, cuatro para isoformas citosélic ¢ sl gesl.2, euvl.3
y ggs1.4) y uno para la cloroplidstica (ggs2).

A partir de los extremo ~ no traducidos de Tos cDNA - ¢ han oblenido sondas especificas
para cada uno de Jos zenes GS identificados. Con estas sondas w« ha confirmudo su presencia en
el genoma de lu variedad de donde fueron aislados y en el de la finea isogénica R-41 de girasol
en la que se ha encontrado uno sélo de Jox alelos del gen para la GS cloroplastica.

Las sondas especificas de gen se utilizaron también para estudiar la - xpresion de los
genes GS citosolicos en difer s teidos mediante andli - Northem del ARN aislado de
hojas, raices, inflorescencias y cotiledones jovenes y senescentes. Los resultados revelaron
diferentes patrones de expresion dependientes del tipo de gen lo que en general se acepta
como indicativo de la existencia de diferentes misiones para cada gen GS. Sin embargo, la
mision de algunos de cllos no parece ser vital para ¢l desarrollo del girasol. ya que su
expresién en R-4 1, una de las dos varicdades ensayadas. fue indetectable.

Investigacién financiada por la DGICYT (PB 93-0718) y Junta de Andalucia (Grupo PAL CVI-0159).
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Metabolismo del nitrégeno . C7-5

E. Agiicra. P, de la Haba y J.M. Maldonado (1997) Modulacion por ln i o la actividud nitrato reductasa
de hojus de pepino (Cucumis sativus L.). En: IV Reunién Nacional de Metabolismo del Nitrogeno (en
prensa).

S.C. Huber. J.L.. Huber (1995) Metabolic activators of spinach leal nitrate reduc” @ effects on enzyme
activity and dephosphorylation by endogenous phosphatases, Planta 196:180-189.

Estux inve 7 aciones han sido finunciadas por la DGICYT (proyecto PB93-0718) y la Junta de Andalucia
(¢rupo PAT CVI-0159).
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Mectabolismo del nitrégeno 7 C7-7

Posible mecanismo de la oxidacion de la betanina catalizada
por peroxidasa

J. Martinez-Parra y R. Muiio:
Departamento de Biologia Vegetal (Fisiologra Vegeial).
Facultad de Biologia,

Universidad de Murcia, Canpus de Fxpinardo, 30100 Murcia

Las betalainas constituyen una clase de pigmentos vegetales nitrogenados caracteristi-
ca de las Cenrrospermae que mucstran una varicdad de colores en el rango del amarillo al
violeta. El color de la rafz de la remolacha es debido a la presencia en las vacuolas de beta-
xantinas (amanlliy) y belacianinas (rojas). '

Aunque en las décadas de tos 70y 80 fuc objeto de estudio la estabilidad quimica de
las betalainas, debido principalmente a su interés como colorantes naturales alternativos de
los sintéticos en la industria agroalimentarta; son escasas lus refercneias existentes sobre su
degradacion enzimética. Soboleva et @l [Biochemistry (USSR), 41:794-799,1976], descri-
bieron por primera vez la existencia cn remolacha de una actividad enzimdtica capaz de
decolorar betacianinas y Waserman y Guilfoy (Phytochem. 22:2653-2656,1983) sugiricron
que esta enzima puede scr peroxidasa (EC 1.11.1.7). Iin la presente comunicacion, se pre-
senta un posible mecanismo de la oxidacién de lu betanina (Bt), betacianina mayoritaria de
la raiz de remolacha, catalizada por peroxidasa de ritbano (HRP).

Elandli . por iIPLC de la composicion del medio de oxidacion de Bt por HRP a diferen-
tes fempos de reaccion reveld la presencia de dos productos mayoritarios (P, y P.), y otros
menos absorbenies en el visible y | ~or resuclios en el cromatograma (P,) y que, mientrus quc
P, se acumula continuamente durante Ta reaccién conforme desapareee el sustrato, P os un
producto intermedio cuya concentracin aumenta atiempos cortos y mis tarde disminuyt

Una vez umciada la reaccion, ¢l medio se filtré a través de una membrana de Amicon
para scparar fa proteina. Su andlisis posterior mostré una disminucion continua de lus con-
cenfraciones de Bty P,y un aumento de la de P,.

Atendicndo a la naturaleza de monofenol de la Bt, ¢l primer producto de su oxidacion
por peroxidasi debe ser su correspondiente radical aroxilico (rB). T.a hidrdlisis posterior
de rBt genera 4cido betaldimico (AB), uno de los productos descritos de la hidrélisis quimi-
ca de la Bt (von Elbe et al J. Food Chem. 46:1713-1715,1981). La id ntidad del tiempo
de retencion y espectro de absorcién de Py con Jos descritos para el A8 (Pourrat et al., J.
Food Chem. 53:294-295,1988; von Elbe e/ al., J. Food Chem. 46:1713-1715,1981). apoyan
su formacion en la reaceion. El otro producto de la hidrdlisis debe ser el radical del ciclo
DOPA 5-0-(B-D-glucdsido (rCDG), el cual se estabiliza por deslocalizacion del clectrén
desaparcado a través del anillo aromdtico. La unidn no enzimitica de dos unidades de
rCDG generarfa el dimero (CDG).. de manera similar a la formacion de los dimeros de
monolignoles ¢n el proceso de lignificacion, proceso también catalizado por de peroxidasa.
Pero (CDG),. también puede rcaccionar, o con rBt. producicndo el radical del trimero de
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w

Residuos de  ° odcidos imp adoser ai ot oo €™
* ay Nitrito reductzsao ™~ =

M.1. Garcia-Sdanchez, J.R. Dominguez, C. Gotor. J.M. vega

Instituto de Bioguimica Vegctal y Fotosiniesis, Centro de Investigaciones
Isla de la Cartuja, CSIC-Univ. de Sevilla, Avda Amévico Vespucio s/, 41092 Sevilla

T redoxina (Fd) ex una proteina central que transticre los electrones de la cadena
fotosintéuc a diversos enzimas en el cloroplasto, como Nitrito reductasa « NiR, VO 20 7.1
y Glutamato sintasa (GOCAT 7C 1.4.7.1). t.a Fd es unu protefna monomd-ica de 12 kD y
conticne una agrupacién ' 228 como grupo prostético.

[aincub cidn d Fd silvestre con extractos crudos de Chlaniivdomonas reinhardtii ¢n
presencia d - un activador de grupos carboxilos da lugar a la formacién ¢ » un tnico com-
pl¢jo covalente Fd:NiR de estec vometria 1:1 y dos complejos covalentes [ nGOGAT, [:1
y 2:1. Estos complcjos covulentes son funcionales en presencia de metil violdgeno reduci-
do como donador de electrones. GOGAT parece contener dos dominios de enlace a Fd con
similar afinidad. :

Listudios de modificacién quimica de Fd han pucsto de manifiesto la in sortincia de
sus grupos carboxilos para la interaccion con estas proteinas y para actuar como donador
de clectrones en las reacciones catalizadas por NiR y GOGA™, Mcediante mutagénesis diri-
gida con Fd recombinante hemos obtenido una scrie de protefr o mutant  n los gue  i-
duos carboxilicos espec 1cos han sido recriplazados por residuos cargados positivaniente
o neutros. Reacciones de formacién de complejos con NiR y GOGAT, asi como determin
cidn de actividades enzimiticas, utilizando cada uno de ¢ .. mutant  de i°d. han moswra-
dola| cncia de dos regiones en Ja moléeulu de Fd de . reinhardrii implicadas en la
interaccion cont NiR y GOGAT. [ na de ostas regiones incluye los residuos de aminodcidos
asp-24, clu-27 y glu-28, y la otra incluye a los residuos glu-90 y glu-91. Nuestros estudios
han mosirado también que un cambio en ¢l residuo 90 en comparacion con el 91, disminu-
ye significativamente la eficiencia de la Fd tanto para interaccionar con otras proteinas
como para actuar como donador de clectrones, alcanzdndose ¢l mayor efecto cuando se
reemplaza el residuo negativo por otro cargado positivamente.

.l comportamiento similar observado en la interaccion de NiR o GOGAT con los
diferentes mutantes de Fd sugiere que ambus enzimas deben contener un domino de enla-
ce a Fd muy parecido, tal como se ha mostrado previamente mediante téenicas inmuno-
l6gicas. '

Este trabajo ha sido finunciado por DGICYT, proyecto PBY3-0735
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Metabolismo del nitrégeno C7-10

" Termal denaturation of aspartate aminotransferases isoenzymes.
Kinetic and thermodynamic parameters

L. L. Martins, M. F. B. Mourato, It M. Girio®, A. Vurennes
Instituto Superiar de Agronomia. Departamento de Quiniica Agricolu ¢
Ambiental Tupada du Ajuda, 1399 Lisboa Codex
YINETI IBQTA - U. Microbiolog  “ndustrial, Azinhaga dos Lameiros,
1699 Lisbou Codex

Two aspartate aminotransferase (EC 2.6.1.1.) 1soenzymes (AAT) from white lupin
leaves (Lupinus albuy L. cv Bstoril) were isolated and purified. Their kinetic and ther-
modynamic parameters were determined and compared with the results of the enzvmatic
activity of the crude extracts in order to churacterize their thermal denaturation process.

Both isoenzymes have a high optimal temperature of activity, about 50-65°C, with
residual enzymatic activity above 90%. They are very heat resistant, although AA'T-2
seems to be morc lahile above 65°C than AAT-1. _

The heat denaturation curves indicate a {irst order rcaction kinetic for both isoenzy-
mes, as well as for the enzymatic activity of the crude extracts. These curves give the rate
constant and half-life tines (1, ,)at cach temperature.

The activation energy (£ was calculated by Arrhenius equation and the free enerey,
enthalpy and cntropy of activation (AH?, AS*. AG*) were calculated from the kinetic data
based on Evring theory. The parameters obtained show a high thermostability for both iso-
cnzymes and the £ . AH" and AS* values are consistent with a ireversible protein denatura-
tion process and indicate that, during denaturation, the enzynies experienced a large change
in conformation, rupture of several bonds. unfolding and deaggregation of the apoprotein.
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Papel das micorrizas arbusculares no metabolismo de N de alfarrobeira

Martins-Lougao, M.A., Correia, PM., Pereira, F. & Cruz. C.
Departamento de Biologia Vegetal, Fuculdude de Ciéncias de Lisboa, Cainpo Grande
Bloco C2, Piso 4, 1700 Lisboa, Portugal email: maloucao@ fc.ul.pt

Este trabalho teve como objectivo estudar o efeito da inoculacio de fungos micorrizi-
cos ¢ da adigio de fertilizante no metabolismo azotado de plantas de alfarroberra. Os fun-
gos arbusculares micorrizicos utilizados nesta experiéneia foram seleccionados por serem
enddfitos autdctones da altarrobeiri em condigdes naturais. O fertilizante utilizado foi um
fertilizante comercial de dispersdo lenta composto de uma mistura de azoto ¢ fosforo. Ava-
lrou-s¢ a dependéneia relativa da planta para com a inoculaglo fingica em presenga ou
auséncia de fertilizante através de mudangas de biomassa, fotossintese; e tomada ¢ assimi-
lagdo de azoto. '

A presenga de micorrizas, independentemente da presenca ou auséneia de fertihizante,
originou um ganho em biomassa, uma diferente particao de nutricntcs entre a parte adrea e
parte radicular, um aumento da eficiéncia do uso do azoto ¢ da dgua. Embora u dependén-
cia micorrizica da planta seja baixa, quando interpretada em Lermos de peso sceo, os eleitos
positivos observados em termos de area {oliar, cficiéncia do uso da dgua ¢ do azoto indi-
cam quc todo o comportamento fisioldgico da planta foi beneficiada com a presenga de
endofitos micorrizicos nas raizes das plantas.

A prescnga de fungos na raiz aumenta a drea de tomada. mduzindo uma maior quanti-
dade de uzoto assimilado pela planta. particularmente sob a forma de niirato. Importa
salientar gue os resultados até agora obtidos evidenciam a prelerencia desta espéeie pelo
aménio. Por outro ludo, quando cultivada o fertilizante wtilizado ¢ sempre o sulfato de
4nomo.

Nas condicdes experimentais deste cnsaio, a presenca de fertilizante ndo teve qualguer
efeito sobre a tomada do azoto, o que evidencia o papel particular da micorriza no metabo-
lismo do wzoto. Os resultados suportam a 1deia de que a atfarrobeira, embora ndo totalmen-
te dependentc da micorriza para o scu crescimento. torna-se mais eficiente na utilizacfo da
dgua ¢ nutricntes quando inoculada com fungos niicorrizicos.

Este estudo mostra que as micorrizas representam uma estratégia ccofisiologica
importante para a alfarrobeira particularmente tendo em conta que a dgua ¢ 0 470to sdo fac-
tores limitantes na regido mediterrnica.
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AnallSlS de los genes que codifican la nitrato reductasa periplasmica de
Rhodobacter sphaeroides

M. Gavira, F. Reyes, I Castillo v C. Moreno-Vividn
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias,
Universidad de Cordoba, Avda. S. Alberto Magno S/N, 14071 Cérdoba

La hucteria fototrdtica Rhodobacier sphueroides DSMI158S ticne una nitrato reducta-
sa periplasmica que no se reprime por amonio o por oxigeno. En un fragmento Psil de 6,8
kb se ha localizado e operén napKEFDABC que codifica esta enzima. El andlisis de la
sccuencia y la caracterizacion de distintos mutantes obtenidos por inscreidn de casctes de
resistencia @ antibidticos en cada uno de estos genes, revelan la posible funcién de las pro-
tefnas codificadas por los genes nap. Las proteinas NAPA y NAPB [orman un heterodime-
ro, siendo NAPA la subunidad catalitica de la nitrato reductasa periplasmica de esta bacte-
ria. NAPA ticne un tamafio de 90 kDa y unc un dinucledtido de molibdopterina v guanina,
ademis de un centro sulfoférrico [4 Fe-4 S| NAPB ex un citrocromo ¢ de IS kDua que
posce dos grupos hemo. NAPC es de 25 kDa, posec 4 grupos hemo de tipo ¢ v se encuentra
anclada a la membrana plasmatica. NAPF es una protefna periplismica semejante a las
ferredoxinas bactertanas. con 4 centros sulfolérricos v que media la transferencia electroni-
ca entre el citocromo ¢ de NAPC vy ¢l heterodimero NAPA y NAPB. NAPD es unu protei-
na soluble que podiia participur en la maduracion de NAPA y. por iltimo. NAPK y NAPE
son pequefias proteinas transmembranas de tas que adn desconocemos su funcidn.
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I.a nitrato reductasa asimijadora de Rhodobacter capsulatus:
una flavoproteina heterodimérica citosélica

R. Blasco, F. Custillo y M. Martinc . Lugue-Romero
Depuitamenio de Bioguimica v Biologia Molecular, Fucultad de Ciencias,
Avda. S. Alberio Magno S/N, 14071 Cordoba

[La bacteria parpura no azufrada Rhodobacter capsulatus E1F1, cultivada en condicio-
nes fototrdficus (luz y anaerobiosis) puede asimilir nifrato y fijar dinitrégeno, mientras yue
cn condiciones heterotréficas (oscuridad y . tosis) solamente puede asimilar nitrato. No
obstun.2 ¢l erecimicnto en la oscundad con nitrato es mucho menor que en la luz dado que
<l nitrito producido como intermediario inhibe fuertemente [a respiracion aerdbica. La asi-
milacién de nitrato requiere una proteina peripldsmica d - 7 kDa que luctlita el transporte
de nitrato. En exta comunicacion sc presenta o purificacion y caracterizacion molecular de
la nitratn reductasa asimiladora de est- acteria.

La nitrato reductasa de Rhodobac.cr capsulatus L1F| <¢ ha purificado alrededor de
400 vecees hista homogeneidad electreforética, cen una actividad especifica de 28 U/mg de
proteina y un rendimi nto del 2 4. 1 1 método de purificacion incluye un paso inicial de
fraccionamiento con suliato aménmco y 1 deterg v MTA scguido de cromatografias de
exclusién molecular. dsorcién. @ camoro idnice e hidroddbica.

La enzima nativia  ne una masa molecufar de 145 L.Da «ooin datos obtenidos pu-
c-o natograffa en sephacryl S-300 y c.ectroforesis en gel s de poliac ™ i con gradiente
d poro. La clectroforesis d - naturalizzant 1 8718 reveld la presencia we dos subunidades
de 45y 95 kDa, La :li rotore: . on condiciones no desnaturalizantes permitid la disocia-
Cion e watits subunida > y re 16, medianie (Cnicas esnecificas de tincion de activie e

que la subunidad peque v fa activic J dicfors comient o quo ke Ty native pos
actividuae  diafor-~ v ni-uo roduct © s ma riveutiliza NADH o azul det omo
tenol o meul viola. no reducidos comoe doradores de ele rone . " a diator - utiliza

P O oara reducetr citocromo ¢ o PTPOT Fandisk ne hane H OO de b eitrato e duet sa
nativa ¢ 2 Zque la enzime contene e mol e TAD por ol de h o odimero. Comao
en la nitraio reduc 12 cucariowas, el - AD inhibe lu mitraio reductasa mediante e ence-
racion de radical superdxi ke T propseaades moleculares de la nitrito reductasa nariva no
dependen de que ' ealtivo de 1 s ¢ Tl va sido fot. réfico o heteroudf .

St bien las nitrate  cducaass asimiladors s beei ma - rilicad.  y caracterizadas
hasta la fechia son mondineros de 90-100 kD e cw cende fle nay  ividad diaforasa,
la e cterizucion _2 fca dol opeat s de Klebsiclla g nioiiae detecta I orer »ncta de

e que codifica na NADH-deshidro, n wo dNCl P o wrtlacian we

nitrato. Ade “woel o dorte de o cas o st bre e Liene E s compor nles. uno de
<l & una nroteia neri~ismica. St ngier N e U stowead o 1eo s simitador
o Rhe D erer es <sinilanr W de Kiebvielle neltn byogu e pr a eno o
COMUN, CHCION se ¢ s por prime cve s que ot ton Zact .owsimil do e b octe
rias o e cwa T oomroteing he oulr ari oy o o TNADTT " lonador fixiold
Q1o de Caee e e M amilacie o nitra
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Mectabolismo del nitrégeno C7-17

plantas. Lox resultados muestran que. coherentemente con la expresion de la actividad ALS
que hemos descrito en los distintos tejidos | inhibidor tuvo un efecto muy distinto en los
drganos estudiados. En hojas se produjo u  incremento del total de aminodeidos libres de
hasta dos veees el valor del control, mien(ras que el contenido 2n proteina soluble y amino-
dcidos ramificados deseendid. Esto parece estar relacionado con ¢l aumento de L velocidad
de recambio de prote s producido por la falta de aminodceidos ramificados al estar inhibi-
da la actividad ALS. Sin embargo, en nddulos no hubo diferencias 1gnificativas cu el con-
tenido en protefna soluble, ni de aminodcidos libres ni de los ramificades, Los altos niveles
de actividad A1.S nodulur detectados pueden ser la razon de que en 2 drgano, los efectos
del inhibidor no  n apreciable - lo que puede explicar que o planta en simbiosis presente
mayor (olerancia a este tipo de inhibidores.

Gonzilee y ~ols 71996\ 0 TG 31L37
Muhit * 19 Pl Physiol 860 0 27
Wenntock y cols. :1992) 1. Bucteriol. 57+ 55 1 S566

2
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Metabolismo del nitrégeno C7-19

Efecto de la fuente de nitrogeno en la fisiologia del girasol
y su interaccién con el magnesio

B. Lasa, S. Frechilla, M. Quemada, PM. Aparicio-Tejo y C. Lamsfus
Dpto. Ciencias del Medio Natural, Universidad Piblica de Navarro.,
Campus de Arvosadiu s/n, 31006 Pamplona (Navarru)

La nutricién nitrogenada es un tema que estd cobrando un enorme interés en la actua-
tidad. Los problemus medioambientales que lleva consigo ¢l aporte de determinados fertili-
zantes nitricos debido a su lixiviacion y/o desnitrificacion, se unen a la acumulacion del ion
nitrato en los tejidos de Jas plantas. El amonio aparece como un sustituto del nitrato como
fuente nitrogenada.

Sin embargo, las respuestas fisiologicas de las plantas a las distintas {uentes nitroge-
nadas, nitrato y amonio, ¢s variada. Generalmente [a tendencia observada es que las plantas
crecen mejor cuando ¢l nitrato es utilizado como fuente de N que cuando utilizan amonio.

Esta ampliumentc descrito un cfecto toxico por parte del amonio sobre las plantas
cuando este s¢ afade de forma continuada en las soluciones nutritivas. Este efecto en oca-
siones « s1do atribuido & una descompensacidn en ¢l contenido de otros cationes.

Nuestro objetivo en este trabajo fue ef estudio del efecto de las fuentes de N (nitrato y
amonio) sabre ¢l crecimiento, pardmetros de intercambio gaseoso y contenido mineral de
plantas de girusol Helianthus animues L.y su relacién con ¢l nivel de maguesio aportado en
las soluciones nutritivas., -

Los resultados obtenidos indican que tanto el crecimicento como la tasa de fotosintesis
en las plantas crecidas con nitrato son independ 1t s del nivel de magnesio anadido en la
solucidn nutritiva, micntras que los plantas crecid: 5 Lon amonio consiguen tiasi e crec-
micnto y fotosinte sis similares a las ¢ plantas con nir :to s6lo cuando = realize un apor
extra de m: w.esio. Por otra parte cf andlise, oo elaaentos minerales mostré que I plar as
de giri~ol que crecicron bajo nutricion niirica conticnen menor concentracion ¢ mes y
mayor de cationes que las plantas crecidas con amonio. La pre ncia de tmoi 10 como
anica fuente de nitrdgeno disminuyd de forma sionificativa ¢l contenido de m _3jo en
las hojus de girasol, mientras gyue un aporte ext= fe ¢ e io ¢ 1 la solucién nutritiva dio
tugar a los contenidos necesarios para un 6ptimo crecimiento y desarrollo de las plantas.
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and NiR arc located predominantly in mesophyll cells and GS and GOGAT are found in
mesophyli cells and bundle sheath cells further studies to find out if the magnitude of the
UV-B effect is dependent on the cellular and intraccllular [ocalization of the epzymes are
necessary. '

1. L Santos, LML ATImeida & R. Salema (1993) 1. Plant Phy sioll 147,150 156

2. L Santos, .M. Almeida & R, Salema.(. . IV Porw uc.e-Spa oh C..nze. Plant Physiol. pp. 324
3. 1. Santos and R. Sulemu (19920 Plant Sci. 41 1-5- 82

4. G. Dobler, E. Hagmeier & Ch. David (19€ 1) Fuotochem. Photobi L3t 187
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Mectabolismo del nitrégeno C7-21

constructos preparados en cotiledon cindidos de embriones cultivados en /> 1P sin
fitohormonw.s durante 1 dia. D¢ nucvo [os mayores niveles de expresidn se observaro: el
constructo ('1. Por otra pat’ , en cotiledones de embrior ¢ de pino pittonero cultivados vn
el mismo medio durante 3 di. 5. solamen * 2 obs rvy  xpresién del een gu A en el cons-
tructo C3. Los resultados obtenidos sugicren un papel importante del « emento poli CT ¢n
[a funcionalidad del promator.
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Metabolismo del nitrégeno C7-23

.. unacid ec “del gen de la asparragina sintetasa de judia
(Phaseolus vulgaris)

D. “suna, M. Pineda y M. Aguilar
Depar!amemo' de Bioquimic 1 Bio' 7 Volecular ¢ Instinao Andali: de Biolernologia,
Far ilrwd de Cicncias, Ui sidad de Co doba, Avda. Sun Alberto Magno, $/m.
I ] Cordoba

1
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Mectabolismo del nitrégeno C7-25

Papel de los fosfoinositosidos y del calcio en la actividad de la nitrato
reductasa inducida por el fitocromo

C. Beigareche, E. Barragan, E. Simon
Departamento de Fisiologia Vegetul, Facultad de Bioloein,
Universidud de Barcelona, Diavonal 645, 08028 Burcelona

La nitrato reductasa (NR) cataliza la reduccién de nitrato @ nitrito. Experimentos pre-
vios con pulsos de luz indicaron una implicacién del fitocromo en la actividad NR (NRA)
en cotiledonces de pepino (Cucumis sativus). ‘

El papel de] calcio extracelular sobre 1a NRA, mediadia por ¢l fitocromo. ha sido
estudiado probundo el efecto del dcido etilenglicol-bis-t-uminoctiléicr)-N,NN"N’- *+*ra-
acético (EGTA), un agente quelante del caleto mds ¢ pecifico yue ¢l EDTA. y del -
que afecta blogueando canales de cdleio. Asimicmo se examing la posible implic cidn de
fosfatidilinositol en el mecanismo de transduccion de la sefial  probando ¢l efecto del
sulfato de ncomicing, un inhibidor de la fosfulipasa C. y el del Lit como inhibidor de la
inositol-1-fosfata: 1.

La NRA se¢ estudié en cotiledones escindidos de plintulas de pepino, crecidos en
agua destilada y en oscuridad durante scis dias a 24+0.5°C. Los cotiledones cecindidos se
incubaron 7 h en nitrato de cdleio 50 miM durante un corto periodo (24 1) de induccion
de NR y posteriormente se aplicd un pulso de 2 h del inbibidor ensayado, wds ¢ cual »
irradié durante 15 min con un pulso de luz roja (R). Se prosiemé lu incubacion de los
cotiledones en nitrato de cdlcio y en oscuridad durante 15 h mds y a continuacién <¢
ensavo ta NRA “in vivo™.

Un aporte externo de EGTA disminuyd la NRA de los cotiledones de pepino y la
magnitud del cfecto era dependiente de la concentracion de EGTA. Cuando la irradiacion
con luz R incrementaba ¢l nivel de Pfr. el efecto inhibidor del guelan®  ru evidente pura
todus las concentracion ~ robadas (.0, 40 y 80 mM), las dosis md «"  mrovocaban inhi-
biciones de hasta un 7.0 - ue la NR.* con respecto al control. Bste “nhibicion revertia con la
adicion de cdlcio. EI Lo' suministiado como TaCly y LatNO ),y con un j meo de con-
centracionc , de .25 a T Muse wtilizs ublog. sar el flujo de Ca™* u var [ de la mem-
brana plosmdtica ¢ rhibio completamcate el efecto estimulador de la luz R sobre Ta NRA,
incluso aJas conce  iwciones mas bajas (0.25 mM).

La aplicacion de: ato de neomicina 30 M inhibié completamente 1a NRA inducida
con luz R. ™ 1adicién * TiCI 10 pM también inhibié la NRA inducide con R v la aplica-
cién de myo-inositol | mM revirtié el cfecto mhibidor.

Los datos obtenidos a partir de los experimentos con agentes quelantes de caliones
divalentes y con bloqueauntes de canales de cilcio mostraron gue la disponibilidad ¢ incor-
poracién del Ca** externo son csenciales en la NRA y nos sugiere la implicacion del cdlcio
como scgundo mensajero del fitocromo. El metubolismo de los fosfoinositosidos parece
estar también implicado en ¢l efecto promotor de R mediado por el fitocromao.
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Seccion C8:
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Mortogénesis y cultivo in vitro (I) C8-1

Hay seleccion celular durante la criopreservacion?
Evaluacion de la progenie de células de arroz criopreservadas

O. Moukadiri y M.J. Cornejo
Departamento de Biologic Vegeral, Faculiad de Farmacia,
Avda. Vicente A. Esiellés s/n, 46100 Burjasot, Vulencia

La criopreservacion de diterertes tejidos de arroz (Oryze sariva L.) muestra una gran
variedad tanto en el porcentaje de células que sobreviven este proceso como ¢n la duracion
de la fase lag (Bajaj YPS, En: Bivtechnology in Agriculture and Forestrv. Springer-Verlug,
Berlin Heidelberg. vol 14: 217-235, 1995 ) La reduccién en el ndmero de células viables
puede conducir a la seleccidn de tipos celulares especificos 0 a vartaciones epigenéticas.
Aunque la crioseleccidn celulur se hu aplicado ocasionalmente para intentar regenerar plan-
tas tolerantes a la congelacion (Kendall y col., Plant Physiol. 94:1756-1762, 1990), limita-
ria el uso de la criopreservacién para mantener la cstabilidud génica de clones con impor-
tancia agronémica.

La criopreservacion de callos de arroz retiene su competencia para la integracion esta-
ble y expresidn de genes exdgenos (Corncjo y col. Plait Cell Reports 4: 210-214, 1995 ).
El hecho de que las divisiones celulares se reinicien solamente cn algunas zonas especifi-
cas sugiere que pude haber ocurrido algin tipo de crioseleccidn. La primera y segunda
generacion de plantas regeneradas a partir de lineas celulares que han sido criopreservadas
y de lineas control nos han permitido investigar si la criopreservacién mantiene intactas las
caracteristicas estructurales y {isioldgicas de la variedad utilizada. Como la resistencia al
estrés de congelacién podria ser la curacteristica implicada en la posible crioscleccion,
hemos desarrollado y utilizado ensayos para evaluar in vitro [a respucsta al estrés de conge-
lacién tanto en células indiferenciadas como cn plintulas.

El modelo de respuesta al estrés de las pldntulas procedentes de lineas criopreservadas
y control fue similar en las difcrentes lineas ensayadas. Los resultados indican que bajo el
estrés mds prolongado, existen diferencias significativas en el crecimiento posterior a la
congelacién, mientras que bajo un estrés modcerado el crecimiento post-congelacién es
incluso mds uniforme que en las plantulas no sometidas a estrés. Este efecto del cstrés
moderado se observa también en la estructura foliar. Las secciones transversales proceden-
tes de hojas no sometidas a estrés, muestran algunas diferencias morfolégicas y en el desa-
rrollo del esclerénquima y del protoxilema, micntras que todas las hojas de plantas someti-
das a un estrés moderado. con independencia de su origen, son mds estrechas y presentan
abundantes células buliformes. ‘

Las lineas de callos establecidas a partir de plantas derivadas de células crioprescrva-
das y control se han caracterizado mediante andlisis de poblaciones de protoplastos por
citoruetria de flujo y también en base a su respuesta al esurés de congelacion.
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Morfogénesis y cultivo in vitrn (1) ‘ C8-2

Influencia del dcido jasménico en la tuberizacion in vitro de
segmentos uninodales de patata (Solanumn tuberosum L.)
en relacion con el fotoperiodo y la madurez del cultivar

L. Arregui, J Veramendi y A.M.Mingo-Castel
Departamento de Produccian Agraria, Universidad Publica dt Navarra,
Campus Arrosadia s/m. 31006 Pamplona

El 4dcido jasmonico ha sido reconocido como inductor de la tuberizacién de secciones
etioladas de brote y estolones de patata obtenidos in vitro en los cv. Irish Cobber y Kenne-
bec (Yoshihara et al 1989, Pclacho y Mingo-Castel 1991) en oscuridad. Posteriormente, en
funcidn del cultivar, se hun detectado respuestas diferenciales con estolones in vitro traba-
jando en oscuridad (resultados no publicados). Los estolones obtenidos in vitro ticnen en
cultivo una vida limitada y son susceptibles de acusar ¢n el ticmpo alguna deficiencia
metabdlica en su desarrollo. )

Para obviar estos problemas, se decidid investigar ¢l efecto del dcido jasménico utili-
zando como material segmentos uninodales obtenidos tn vitro en condiciones de 16 h de
fotoperfodo y 70  moles m2s7! de flujo fotdnico. Estos segmentos pueden scr multiplica-
dos indefinidaumcente. Se ensayaron 8 cvs. distintos pertenecientes a 4 grupos de madurez
diferente: temprana (cvs. Jacrla y Zorba), semitemprana (cvs.Kennebee y Spunta), semitar-
dia (cvs.Dexirée y Turia) y tardia (cvs.Baraka v Fénix) y se trabuajé con 4 combinaciones
fotoperiédicas distintas, consistentes en precultivo en fotoperiodo de dia corto (8 h) o de
dia largo (16 h) y culuvo en oscuridad o dia corto.

Para (odas las condiciones fotoperiddicas, en los cultivares Zorba. Spunta, Kennebec y
Desirée, ¢l deido jasmaénico (SuM) aumentd significativamente Ja tuberizacion in vitro.
Para cstos cultivares, el efecto promotor del deido jasmonico fue independiente del fotope-
riodo.

Para precultivo en fotoperfodo de 16 horas y cultive en oscuridad, ¢t dcido jasmonico
aumenté significativamente la tuberizacion con independencia del cultivar.

AM. Pelacho, A M. Mingo-Castel. 1991, Plant Physiol 97: 1253-1255.
T. Yoshihara et al. 1989. Agric. Biol. Chem .53: 2835-2827.
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Morfogénesis y cultivo in vifro (1) C8-4

Efecto del CO, e intensidad luminosa sobre el crecimiento
fotoautotrofico de plantulas micropropagadas de tabaco

B. Apesteguia, J. Aguirreolea y M. Sanchez-Diaz
Depuartamento de Fisiologia chcm-l, Faculiades de Ciencius y
Farmacia. Universidad de Navarra, lrunlarrea s/,
31008 Pamplona.

El éxito en la micropropagacién de plantas depende en gran medida de que, una vez
transferidas a condiciones ex virro, sean capaces de adaplarse a los nuevos pardinetros
ambicntales. El deficicnte estado hidrico de las plantulas asi como el limitado desarrollo de
su aparato fotosintético durante el cultivo in vitro son los principales impedimentos para
una buena aclimatacién al ambiente ex virro (Pospisilovad y col. 1992; Baroja y col.,,1995).
La disminucidn del CO2 en el recipiente de cultivo durante ¢l periodo de [uz, la baja inten-
sidad luminosa y el alto contenido de azicar en el medio (condiciones bajo las gque normal-
mente se desarrollan las plantulas in vitro) parecen ser los principales factorcs que limitan
su crecimiento. ‘ '

A fin de demostrar el efecto del aumento en CO, e intensidad luminosa sobre el creci-
miento fotoautotréfico de los cultivos in vitro, se compararon pldntulas micropropagadas
de tabaco (Nicotiana tabacum var. Paraguay) crecidas én condiciones estandar (2% sacaro-
sa, flujo fotdnico fotosintético de 40 umol de fotones m* s y baja concentracién de CO,),
con ofras cultivadas ¢n un medjo con 0,5% de sacarosa y sometidas a mayores niveles de
intensidad luminosa (1235 pmol de fotones m sy y CO, (5000 y 15000 ppm). Tres sema-
nas después de haberse aplicado los tratamicntos, las pliantulas se transfiricron a condicio-
nes ex vitro, bajo un PPT de 250 umo) de fotones m? s, CO, ambiente, temperatura de
22°C y fotoperiodo 16/8 horas dia/noche y se aclimatizaron durante tres dias mediunte
reduccion gradual en la humedad relativa.

Alos 21 y 30 dias de cdad (in vitro y ¢x vitro tespectivamente), se midicron pardme-
tros de crecimiento (drea foliar, pesos secos de raiz, hojas y total, peso {oliar especifico
SLW, y tasas de crecimicnto relativo RGR, y asimilacion neta NAR). Asimismo, sc reali-
zaron curvas de saturacién luminosa (a CO, ambicnte) y de CO, (a intensidad luminosa de
saturacion).

La reduccién de la sacarosa en el medio, unida al aumento en la intensidad tuminosa
y en la concentracidn dc CO, estimuld, durante ¢l cultivo in vitre, la produccién de bio-
masa total e indujo la formacién de hojas més grandes y grucsas. Asimismo, las tasas de
crecimiento relativo y asimilacién neta de las plantulas crecidas fotoautotroficamente {uc-
ron mayores a las observadas en las cultivadas en un medio con concentracion de azicar
mis elevada. La mayor eficiencia fotosintética de las pldntulas desarrolladas con 0,.5% de
sacarosa (que posefan mayor capacidad fotosintttica y puntos de compensacién para cl
CO, mads bajos), explicaria las dilerencias en el crecimiento observadas entre ambos gru-
pos de plantas. '

(8]
fow)
N



306



Morfogénesis y cultivo in vitro (1) C8-5

Efecto del i6n Calcio y del etileno en cultivos indiferenciados de
Silybum marianum Gaertn. (L.)

M. Cacho, M.Mordn, A. Proenga da Cunha*, M.T. Batista*
yJ. Fdez-Tarrago
Departamento de Biologia Vegetal, Fucultad de Farmacia,
Universidad de Salamanca, Espanc  *Laboratorio de Farmucognosia,

Fuculdade de Farmdcia, Universidade de Coimbra, Portugal

En este trabajo tratamos de determinar si la produccidn de flavonolignanos on cultivos
celulares de §. marianim se ve influenciada por el 16n calcio, como ocurre en Digitalis
thapsi. y si este postble cfecto guarda alguna refacion con la sintesis del etileno.

Como material vegetal se utilizé la linca celular S1C. previamente establecida a partir
de callos indiferenciados de cotileddn, mantenidas durante un ciclo de crecimiento (18
dfas) en medio MS completo al que se anadié 0.1 mg/l de 2.4-D (icido 2.4-diclorofenoxia-
cético) y 0.J mg/l de Kin.(Kinctina): en el mismo medio sin calcio: y en medio completo
con una de las siguientes sustancias: AgNO, (10 6 20 uM) inhibidor de la accién del etile-
no, 50 uM de CoCl, inhibidor dc la sintesis de esta hormona vegetal. 0 50 UM de etefén
(liberador de etileno).

Los cultivos control (Iinea SIC crecida en medio completo) presentan una cinética de
crecimiento sigmoidal, observindose que la liberacion de ctileno incrementa durante los 4
primeros dias, mientras que ¢l contenido de tlavolignanos desciende durante cste periodo.
A partir del 4° dfa la liberacion del etileno va disminuyendo ligeramente hasta alcanzar un
minimo a los 18 dius coincidente con ¢l maximo contenido de flavonolignanos.

La eliminacién del idn calcio cn el dia 0, reduce ¢l crecimiento pero incrementy de
forma importante la produccion de flavonolignanos a los 18 dias de cultivo (fase estaciona-
tia de crecimiento), sobre todo de fa silibing (compuesto mis activo). La liberacion de cti-
leno se ve también incrementada durante este perfodo.

La adicion de etefén disminuye ¢l crecimiento, inhibe cast por completo la sintesis de
flavonolignanos e incrementa la liberacidn del etileno aproximadamente 10 veces. Mien-
tras que la adicién de CoCl, no afecta al crecimiento. reduce ligeramente la liberacion de
etileno y disminuye de {orma importante la produccidn de flavonolignanos.

La adicién de un inhihidor de la accién del etileno (AgNO,) al inicio del ciclo de cul-
tivo inhibid la viabilidad casi un 80% asi como el crecimicnto y la produccidon de flavono-
lignanos, mientras que la liberacion de etileno se incrementd de forma significativa: si este
inhibidor se afladia cuando los cultivos tenfan un crecimiento activo (7 dias) la liberacion
de etileno sc incrementd ligeramente pero la sintesis de flavonolignanos no varia.

Los resultados obtenidos no parceen indicar una refacidn directa entre la liberacion de
etileno y e} crecimiento o la acurnulacién de flavonolignanos, aunque parcee necesario un
nivel determinado de csta hormona.

Este provesto ha sido financiade por la Junta de Castilla y Ledn (SATY/92) v con unu beca concedida a M.
Cacho por ' Maisterio de Asuntos Pxteriores fAcuerdo Culturad L0 7 ol).

Agradecemos a la Dra. M.T. Amaral de la U. de Coimbra su coluhorac. n en e desarrollo de Jus téenicas
analiticas.
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Morfogénesis y cultivo in vitro (1) C8-7

Evaluacién de las relaciones entre especies de Digitalis e~ 1t
generacion de marcadores RAPD

S.G. Nebauer, J. Segura y L. del Castillo™
Departainento de Binlogia '~ 1l y Departamenio de Microbiologiu v Leologiat ),
Facultad de Furinacia, Uni »rsidad de Valencia, Av. Vicent Andvés Estellés s/n,
46100-Burjasot (Valencia)

La mejora gondtica en especies de Digitalis estd hmitada por la (alta de info | _acion
sobre la diversidad gendtica intv  specifica. - . cvaluacidn de dicha diversidad en  stas
cspecetes puede ser de utilidad para lu selecceion de genotipos altimente productores de olu-
césidos cardioténicos, asi como para la conservacién del germoplasma. Por su simplicidad
y tepetitividad, la generacion de marcadores RAPD se revela como una téenica adecuada
para alcan/ur cstos objetivos.

Loy andlisis RAPD se aplicaron a las especies D. obscura. D. lunata, D. thapsi, D.
purpurea. D. Dubia 'y D. excelsior. Se emplearon hojas de plantas crecidas en invernadero.
El ADN se extrajo siguicndo el método previamente descrito por del Castillo y col. (1995)
para D. obscura. Sc scleccionaron los oligonucledtidos OPATO, OPB7. OPAIL3 y OPC5
(Operon), que habfan dado un alto grado de polimorfismo en experimentos previus con D.
obscura {INcbauer y col., 1995). Los productos de amplificicién se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa.

- ostudio de los patrones de bandia obtenidos demostrd la existencia de polimaortis-
mo interespecifico. aungue tambidn se observaron algunas bandas - ~-entemente contunes
a distint. s espt ~es, hecho que debe corroborarse mediante awndlisis de Southern y, even-
tualmente, d  ccucnciacion.

Dentro d cada especie se observaron bandas caracteristicas, asi como la presencia de
handas polimorticus, lo que demuestra igualmente la existencia de biodiversidad intracspe-
cifica.

Los resultados obtenidos confirman la viabilidad del andlisis de marcadores RAPD
para cstudios posteriores de variabilidad a nivel de poblaciones naturales de especies del
aénero Digitalis.

del Castillo Agudo, I.., Gavid! 1., 2érez- nides. P, Segura, I (19935). BioTechniques 18:766-768.
Nebauer. S.G., Gavidia, I, Soonrg, 3. ded Castillo Agudo. L. Pc ~z-Bermides.P. (1995). XTI Reuman
N__.onu. S, /. E.ooril.

Trabijo Subvencionado por DGICYT (Provecto No. PB93-0693)
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Morfogénesis y cultivo i vitro (I) CS8-8

Tras cstas tres secuencia obtuvieron rendimicentos especiticos de proliferacion.
Siendo cl medio con [a concentracion mds baja de BA (4.44 uM) el que facilitd el mayor
grado de proliferacién de yemas axilares, pro _atando los mayor  soreentajes de {ndice de
prol’" acidn. Tl aumento de BA disminuyo ificativiimente los rendimientos de protife-
racion de tallos. El medio be o lemuds ¢ > Locilitar la elon, 26n de los microtallos, promo-

vié el proceso de proliferacion de yemas cuando fue utilizado durante 1a tase de desarrollo.

Financiado por: Relaciones fnternacionales, Universidad de Oviedo.
CH-6-0 AIR-CT 1445,
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Mortogénesis y cultivo in vitro (I) C8-9

et al. (1991), aunque en nuestro caso ¢l Yostato no lega a agotarse, probublemente debi-
do a que la concentracion incial de este anién en el medio « > més alti (el doble) que la
empleada por Kozai et al (1991).

Duvsert, Si: Verdei! J-Ly R ', A Noirot, M. B0 rd-Muorel, J. 1995, Plant Sci. 1060 135-102.

Koo, T twe' chi, Ko W oabe, Ko & Watanabe, 11991, Plant Cel), Tissue and Orpan Ci” o
o

M "B Re i Pa& Cisalicchio. G 1991 B = 7" s and Or -y Culture 25: 91-98

Sinpha, SO o, G H. & Townsend. E.C. 198 . Pt C 1, Fissue and O n Culwere 11: 209-220.
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Morfogénesis y cultivo in vitro (1) , ' - C8-11

Radicales libres y capacidad rizogénica en tejidos cotiledonares de nogal

M.A. Ged', E.E. Benson’, M.J. Casial’, R. Rodrigues!
"Unidad de Fisiologia Vegetal, Dpto. B.0O.S.. Univ. de Oviedo. Spain
2School of Molecilar and Life Sci., Univ. of Abertay Dundee. Scotland

Para facilitar la comprension real del proccso rizogénico, tan ligado a factores de edad
y desarrollo. se selecciond, como material vegetal, semillas de Juglans regia L. var. Scrr,
recolectadas en IRTA (Reus, Tarragona) en Septiembre de 1995. Los tejidos fucron culti-
vados en un medio DKW (Driver y Kunivuki, 1984) diluido a la mitad (mcdio buse) al que
se le anudio :BA 25 uM (medio rizogénico). Los segmentos utilizados fucron: @) 7 gamen-
tos cotiledonares (LC), segmentos (.. rodcan al embridn; b) Porciones cotiledonaie » (PCY,
fracciones obtenidas del corte *insversal de los [obulos cotiledonares. 1.a principal caracte-
ristica de este sistema, es su homogeneidad tisular, lo que permite una manifestacién radi-
cular mdxima. Por otro lado. nos permite utilizar porciones de distinta capacidad rizogéni-
ca en funcién de su proximidad al cje cmbrionario.

Los L.C cultivados en medio base (MB) desarrollan una rizogénesis predeterminada,
originando un programa rizogénico espontinco. Cuando estos explantos son cultivados en
presencia de auxinas (MR). se anula la manifestacion rizogénica preformada, siguiéndose
unr programa inducido. La rizogénesis de fas °C ¢s inducida. siendo su competencia rizogé-
nica inferior a la de los I.C debido no sdlo a su extado fisioldgico si no a su organizacion
tisular (Rios, 1996. ."_.is Doctoral, Universidad de Ovicdo).

Tras 20 dias de cultivo. ¢l potencial rizogénico de las semillas, varfa en tfuncién del
periodo almacenamiento a 4°C al que tucron sometidas. La pérdida de competencia rizogé-
nica fue cuuntificada mediante porcentijes de enraizamiento. Estos descendieron desde
95.3-55.3% aun 10.6-0% tras 9 meses de almacenamicnto.

Se hu cuantificado [a exp si0n de las wetividades erzimdticas antioxidantes: peroxi-
dasa (PO, EC L.10.3.1). catalasa (CAT, 1:C.-111.1.6), supc oxido dismutasa (SOD, EC.
[15.1.1) y glutanon reductasa (GR, EC. 1.6.4.2). También  ha valorado ¢l contenido en
alutatién de los tejidos y los niveles de Jipoperdxidos y aldehidos de degradacion.

Iin semillas sometidas a largos perfodos de almacenamiento. lus actividades PO, CAT
y GR, no muestran una actividad detectable durante todo el proucso rizogénico. iampoco
existen elevados niveles de glutation, lo que se traductria cn una baja capacidad de mante-
ner bajo control los radicales libres producidos en su metabolismo oxidativo. Si bien se
mugstra apreciable la actividad SOD, ésta no se activa antes de Jos 15 dias de cultivo,
cuando los dafios causados por ¢l ataque de los radicales ya podrian ser irreversibles. lo que
justificaria el fuertc descenso de la competencia rizecdnica. Asi quedd de manitiesto
durante el anilisis del contenido en lipoperdxidos y aldehidos de degradacion, mostrando
niveles muy superiores a los esperados para tejidos de mayor competencia rizogénica.

Driver, JA.: Kuniyuki, A.H. 1984, Horiscicrice 19: 507-509.

Financiacidn: AIR3-CT92-0132, DGICYT-UE95-0027 Y IICYT 2° Plun Regienal de Investicacion (Pro-
wrama de Ayudas Predoctorules-97).
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Morlogénesis y cultivo in vitro (I) C8-12

tales como poliaminas  tileno, ete. Lo que pone de w nifiesto la integracion del metabo-
lismo vegeta! con procesos epigenéticos implicados en el control de la expresién aénica. Se
prescntardn los resultados cxpuestos, asi como las conclusiones a las que permitan liegar
los andlisis de los materiales que en la actualidad estdn en desarrollo.

Iinanciado por €'1.-96-FAIR3-CT-1 €
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Morfogénesis y cultivo in vitro (1) C8-14

Reguladores endégenos en explantos foliares de Corylus avellana 1..
en relacién con su potencial embriogénico

M.L. Centeno, R. Rodriguez, B. Berros y A. Rodriguce:
Lab. Fisioloy” Veoctal, Dpro. B.O.S., Fac. Biolo ie Univ. Ovicdo,
C/ Caiedratico Rodrigo Uriu. s/, 33 71 Oh ledo

La obtencién de ¢ ~briones somidticos a partir de tejidos cultivados de ¢ Lee v cosas
prescnta numerosas di. cultade s, Latre ofras, ¢l proceso queaa westimgido, po lo acral a
exolantos que micialmente e stran crecimiento activo y cicasa difore e cion. o conte-
nido Lor aonal de los iismos os un reflejo de suedad, ¢ - w o, orig Ly estado d desa-
rrollo. 'or otro tado, ' ntre Jos lactores de cultivo que weettan a la induccién ¢+ la
cmbrioge . i1s somdiica, ¢l tipa y la conernt-acidn de los reguladores del crecimiento o) ©-
cados resultan claves. Teniendo en cucnta cstas premisas, ¢f objetivo de csle trabajo es
establecer una relacién entre el contenido hormonral ' plantos tolia 2 de Zory s ave-
llana 1. de diferente orier . (Cigdtico o somitico) y grado de diicrencacicin imie 1m0s o
inmaduros) con su difcrent  potencial embriogénico.

T andlists de dcidorindol-3-acético (ALA), dcido ahscisico (ABA) y citoguininas s¢
realizs, por triplicado, siguiendo la metodologia descrita por Fo ndndez et al. (1995). Para
cllo sooxtrajeron 100 me de peso seco de los siguientes maict

a_ hojas de origen cigdtico y ¢ ipecto juvenil (maduras)

St hojas de ongen cigético y ispecto cotiledonar (inmaduras)

¢) hojas cotiledonare. J - orier 2 vomético

Los mrieriales £ y b proe  fan de semill: 7 avelluno var. ©° 'n Lerminadis in
vitro, ¢e moc oy que alganas de cllas dieron lu 5 a fenotipos miade-os (dv arrolle juvenil), y
o~ ~fenoti= s mmac wos M el osT De anbos fenotipog o wishiiron se e
nod © o« que se edlrivaron en medio i Cul cke y MeGranahan, 1985), "cual ¢ nia 9

Mde = .

: 5" nciladening (BAC y 0.05 UM de dewo id o-butirico

AN s do L apartir o | desarrollo ¢ y'me 2 oohtt T ron microtallos con
hojas ju ™ o bin Nl precoe. s con hoias de aspectd co cdonar © L L ais b
wicnto y subculitvo dedas hojas 3 en medio dio 1 ar arespr tas embrios o, icas

(327777 hecho gue no ocnrrie con lus hojus ¢ L cultivo < icesivo en medio ' ¢ las

ho  cor=do res  embri ~ - somdtic ¢ oblenidos . sie modo dio lu ¢ o un
aur n.odlpot neial embrio 08 LM, S subealtiva) (Berras 1996,

I ardlisis de o0 ulade “sena,” yed no _oc ‘

1- )7, contenaae en o 3A fue caracteris ¢o ¢ 0 e tado de mac vorado de diton-
ciac. delos explantas Ml siendo doble en Bojay 1w Lot (s e e hoas cotiledo-
n& } 0 de especio col ner

2 Tfubo -marel “hndirecta entre of con nido en AIA dolor velinios foliares y s
POLS e cbriogenico, siendo mavorcn ¢ que Cr 1y s V4 NO Q0 Chd.

ZoLosnb © 0 nddL nou T citoquininas, PTG alenie de 0 Hd o, zea-
tina v < 9-rihdésidn. aum o con el tiempo de cultivo en medio 17 1. ¢ b Lemen-
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Morfogénesis y cultivo in vitro (1) C8-15

Absorcion de BA y nutricion en cultivos ventilados de explantos de kiwi

P. Ferndndez-Lopez, B. Ferndndez y M.J. Cadial
Departamento de Biologiu de Organismos v Sistemas, U. de Fiviologia Vegeul,
Universidad de Oviedo, C/ Catedre 1¢ > Rodrigo Uriu s/n, 33071 Oviedo

El empleo de medios de cultivo Hquidos, conlleva la apari i6n de clectos neguiivos
sobre el crecimiento y desarrollo de los ¢x)  nies siendo ¢l mids perjudicial es la aparicidn
de hiperhidracion en los mismos. Por ello, ade - s de controlar fas condicionces ambicntales
del recipicente, es necesario Hevar a cabo una redefinicion de fos medios de cultivo (inclu-
yendo nutricnics mintwwes y luenie de carbono) y realizar un control més ¢ ricto <obre ¢l
aporte de litohormonis. ajustdndolos a las necesidades 1 explanto. ™1 ¢ mtido, una
vez conocido el compartamiento de o ~~plantos en ¢L nto a estos p. La0s enrecipien-
tes sin ventilacién “Ferto et al., 1995), el ohjetivo de e trabajo ¢ “adiar el comporta-
nuento de los misinos una vez que introducimos ventilacion en los reeipientes, con ¢i fin
optimizar cl medio de cultivo para estas condiciones ambientales.

Como material vegetal se utilizaron scgmento: nodal — * Liwi (Acti. » deliciosa) for-
mados por la yema apical y 3 axilares. Tos exnlar o se cultivaron en me o 1i | iy MS

Minrashige y Skoog. 1962) al que se afadié sac rosa (207 p/v). GA (0.6 uM) y 8- 3A

e ividad espe fica 2.0 GBq momol” umeir 0 International) pi - dar ume 4 idad de
14,8 KBq. Ll resto de BA, hasta completar e co cotracion de 4.7 gV se siadis A Como
soporte de los explantos s_ cmplearon (ponee de celulose “Sor - roa. Baumeart v 7 7
S.A.L T sane, Suizc oy los recip 0 altivo toon i 2 N watd Y GAT O Siem
S.A) ot deun ypoode polipiont o conun ftluo de 10mm 0 ™Y Tade pe .

Coneap! Btesse cun aron dura 2T AT s ton mds cmue: el icdiow o vo

a' ewowstioapost o Lh2E% 0 ho24h Sdiws ) 350 0 Tantoull -
Lo syt owdot o 2 Chet s (T | D £/ S ES | RO B A
T T evolue in del con yele et ot G P S T
picdio Giictal o et de o R G BRI ¢ 1" -
sty T ee . ate Oy A N u RSIURY
oa TS~ e ’ fe Tl L R FH o >y
ivo. g o e w0 Ay W'y [ BT
T e N [N S e o o Dodad e RANENS EEEEN
N U Vol wde B A WA S PR
SHCUTON® 1] e e o B WO Lo s e i URETE
ose lane Tl coh Gicongge GO 0w Lo - : ' N T
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Morfogénesis y cultivo in vitro () C8-16

efectos sobre la organogénesis ¢n cste tipo de recipicntes con ventilacion. encontrandose
valores similares a Jos medidos en ¢l control.

Por otra parte. también sc estd estudiando la influcncia que sobre el crecimiento y
diferenciacién de Jos expluntos ejercen atmésferas enriquecidas en CO, (600 ppm) y en cii-
leno (6 ppm). Para cllo s¢ huce pasar un flujo de aire de las curacteristicas citudas durante
todo el periodo de cultivo.



.
PR

T
A )

n




Morfogénesis y cultivo in virro (1) -18

s
=

"0 de o ~  ysomaticos ¢ - 7 ercus ex .. e ¢ -
T os o 1c - s 0. _ ) .

o ladag

PV. Mauri, G. Garcia y E. Ferndnde-Galiano
Scivicio de Investicacion Agrar’ Consejert 7 ono, .~ v Emipleo.
Comunidad  Madrid, Finca Iy ..« in. Apdo. 127, 26300

Alcald de Henarcs (Madvid). conail = epyma encin, alcala.es

El objetivo de nuesiro tizbajo. 2v e o lew acores imitantes d ' altivo en tiedio
silide aec o wolidificado con agart € “ones somidticos de encina: el bujo ndisicro e
mbrionc . omdticos madures obterido y disminuir ¢f trabijo  n Jw separecidn de los
< orores e ~dticos en lus labores de |7 ado.
Tono T D owesnceles trulfleres 1 s praductivas seoencuentran | Quercas il L
Estos ¢ »oles no: proporcionan La posibrlic id de obtencidn de setas de Tto valor e nercial
como I 1 ufa; en fa capacidad ge micor izacidn con T 7 r melain. _poran Vitl. 7 as poblu-
cto ~ - turale s de encima pre ntan une wwa vart o idad. tanto oL nttativa oo cu o
Hvi 1os ello & seonicor 7 ciaoocon sub v poraae Vitl, que nuncs . <ido aprove-

chada po: ¢t hombre. * tc hecho. sunte o - ot wae ) ae sureproduceian voscl v

nec hoswov oalamjo desucuinvo i ta s Jhrio T ds s e
Jones ejadticor inmaduros son atili >~ due T embriog © . natica n
Quercis ilex T Tarespue tdeemt 10 w750 M G0 Pasees MedUso i L8 el
tivo sin e, adores de ciecinuento, Posierie ey vansie nl © L3 som tieos
e e o hbre de reguls © 0 dec i gy lac mogdnesis wee doiet ape e
S<floomente. ol cinbr SN SU rieopare cun oo linw prode senin de
1o O S O wol e erandes can Mdes de s oan N
Claa Dt o Tpet o aon T Tose T Lon s,
" (00 So Ll e W oS 0 leos o o ] T e
50 ot dev tem s M¥dia oend o o T O o i 26 SRy S
e adio Hgeeo tse remis® w0 sty o T o sél
do. De: ~ de 30 dit 5 d iy oo ron o datos oo v el ot o de
ST e, Ue nestraba o megener s ot 0 S rac 0 do abric sy ol neso
e Code cbri T o Ttade s Ll esadie nony wo A Y Y -
COov Mool vl ud ~crrzaos ST s ' AU T I PRSP | PN I
se 5ot eSS Seon coutii VoL 0 1 din ! Tyoowr o omas los Wi
oS ankr er S TS N T N U B S a0
Y T avnque maduran ... Ui rque e 0 s roul v
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Morfogéncsix y cultivo in vitro (1) C8-20

Estudio histolégico, morfologico v ultraestructural de la embriogénesis
somatica en petalos de Arawjia sericifera

E. Ferndnde:, L. Movsset, J.M. Torné v E. Simdn
Departar ..o de Bivlogic Vegetal, Unidad de Fisiol - w0 Vo al,
Faiversidad de Burcelona, Avenida Diceond! 5 06026 Barcelona

La embrivecnesis som. za es caracteristica de las plantas superiores y se considera
como el ~sarrollo d una escuctura bipolar organizada. bien sca directa o indirectamente,
Tartir d= v aa unica ¢ luli,
[ - - . M M - N - - .. QIR -0 - H
Fndwe s haio 2 ha Cstudiade fos cambing ostructurales y ultracstructur * asociade
alae " Co. . a5 ,0. fica 1 adr de o Lwos de drangic el recultivee . dutanee =0

dios o niedio nutriavo MS ow cado Mo Ty ol (1990 a5 Oy eonun {otope-
riode 8:16 (90-100 unic .m ). :

Periodi- n v mentos de la parte bi ol del pélalo se (jar - 26 v A nal-
dehido-2,54¢ glute. Idchido en t monén iesiato 0,0 M pl™ 7 s on en Lol ixido

¢ osmio al 17y :de hidra-o  moed mfe una ¢ (oo ooraciones creciente . de
acetona. Ll material  stinado p ra ser ob crvado por mie ¢ opia dptica y o ce Onic
transnnsion seincluyé en Spure. Fi destinado para su observacion pm microscopia clee 6-
nica de barrido L2 uood mediante O punte caca. )
La cmbricadne . somdnc cronica, v que se observan embriones de ¢
tmaio y en uiierc™ se pa el T mollo en v w milsiia seccion. na fente micioscopli
de barrido se observa o proTiferacion oo cullor o ~ertirde los hore ¢ ' plante y,entre
Sstes, oovh alizearembriones.,
laerh ic we ~o precedida por un incremento de prosor de los pét o, om0 mie
visible a I~y ¢ o dias ¢ 0 culiivo, - _uido por una in o e o't rracion de e ulis

fattage noe ot T T Jos aep o e clulaie v auimenio ninfio d
Tal T oos Lok cambios v ocjados e mare Coalh L idnde T paae i

Tosirice onp v woaciaya n? ouyend Con oo v ndne Lo Miones womali-
CO> SC Ot t e r cdlut e eww Y 0N VISIDles 2 crtir s 1T Tas
detinicoctc "vo.Q d o e wisk o, » U o e oty e

nto dLpared e wE Sleta weyae sy o ol v o o v ul s
ctretox ey mbrons ta st mos e Sl zone s e elevada o werne eelu-
lar e ve qUTse now ran Jos s MPLor RO L 2N Wi e TN “sdas oider-
misy o, " o o arembric s lhree

s 7lsdea  wiwaieenaolas e et e 1 e oy ulree e
veZoembh e d v deper s liedrt con e Tlaode adas v an et ol ama
(AN cahar, con iy sos o o wlos e pequeft vactol s i-
condri-y v, en N T (S VT S s T 1 TV G S Ti [ I VN O '

ynucléolo. Noo o L 1 visesTi, oy ro 1aes Cpacios i e arg

A Dis 30 Lo de cidvo lesy mooriones p oowle Dilewral. o el sus
pt 0 se dia nrwo vy edlulas o 0 7T Cdene Lo o ver o clienlasm dens
men T el T ot op sl o e avoer e > iveae adt o
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Morfogénesis y cultivo in vitro (I1) C9-1

Multiplicacién “in vitro” del enebro marino Juniperus oxycedrus L.
subsp macrocarpa (Sm.) Ball.

A. Clavijo, J.B. Amo-Marco
Departamento de Biologia Vegetal, Facultad de CC. Bioldgivas, Universidad de Valencia,
C/ Dr Moliner. 50, Burjassor 46100, Vulénciu

Se hu cstudiado el efecto de los reguludores del desarrollo Kinetina (K), Benciladeni-
na (BA) y 2 isopenteniladenina (2iP) asi como diversas formulaciones de macronutricntes:
MS (Murashige y -Skoog, 1962), SH (Schenk y Hildebrandt, 1972) y WPM (! .loyd y
McCown, 1980) sobre la multiplicacion “in vitro” de material adulto hembra de enebro
marino Junipeiis oxveedrus subsp. macrocarpa.

El estudio sc llevd a cabo con brotes de Fa 10 mim de longitud, obtenidos tras el esta-
blecimiento y posterior multiplicacién “in vitro™ de yemas axilares en medio salino SH
completado con glicina 2 mg/l, myo-inositol 100 mg/l, tamina 10 mg/l, dcido nicotinico
0.5 mg/l, piridoxina 0.5 mg/l, BA 0.2 mg/l, sucarosa 3% y agar 0.8%. El cultivo de estos
brotes se realizé en medios con los macronutricntes de MS, SH 6 WPM y los micronutricn-
tes de MS. Los medios de cultivo se completaron con los constituyentes organicos anterio-
res y con los reguladores del desarrollo K, 2iP o BA a0, 0.02,0.2,0.5 y U'mg/l.

Asimismo se estudid la cvolucion de la tasa de multiplicacién con el nimero de sub-
cultivos. Para ello s¢ realizaron 4 subcultivos sucestvos con explantos en el medio salino
WPM completado como en los casos anteriores y con ¢l regulador 2iP a las concentracio-
nes antes mencionadas.

Al cabo de 45 dias se midi6 la respuesta obtenida, anotando para cada explanto el
nimero de brotes que superan los 5 mm de longitud (susceptibles de multiplicarse de
nuevo) y la longitud del hrote mas largo.

Cuando los explantos provienen de un medio stock con BA a 0.2 mg/l ¢l analisis de
los resultados obtenidos para el primer subcultivo mostrd que respecto a los medios sulinos
existe un marcado efecto de lu concentracion salina total, obteniéndose los mcjores resulta-
dos de multiplicacién cn el medio MS, con concentraciones bajas de citoquininas. Asi el
mayor ndmero de brotes superiores a S mm se obtuvo con 2iP a 0.2 mg/l v la mayor elon-
gacion de éstos con K a 0.02 mg/l. si bien no existen diferenciay significativas con respecto
a los restantes reguladores y concentraciones.

Posteniormente, cuando estos explantos se mantuvieron durantc un mes cn un medio
MS sin reguladores, los brotes formados anteriormente clongaron de forma significativa.
Sin embargo, cuando los cxplantos se subcultivaron varias veces en MS sin reguladores o
con una citoguinina a 0.2 mg/l, la tasa de multiplicacion se redujo. Por cllo el protocolo
4ptimo para una multiplicacién eficaz del enebro marino consiste en un cultivo alterno: ini-
cialmente en un medio salino MS con una citoguinina a concentraciones bajas y al cabo de
un mes su traslado a un medio salino MS sin reguladores para que elonguen los brotes for-
mados.






Morfogénesis y cultivo in vitro (11) C9-2

Cultura In vitro das plantas haléfitas Aster tripolium e Crambe maritima L.

A A Matos, J. Semedo e N. M. Margues

Departumentn de Fisiologia, Estacdo Azxronomica Nacional, 2780 Oeiras, Portugal

A utilizagdo destas plantas como horticolas, parece ter aumentado bastante ultima-
mente. Devido simultdncamente aos baixos indices de germinagiio das sementes e ao seu
alto preco. parece-nos de elevado interesse fazer o estudo da sua fnicropropagugio, mdétodo
que permite altas taxas de multiplicacdo. ) )

coquanto em Asrer tripolium se {ez uma cultura de cortes foliares, gomos terminais e
axilares, em Craiithe maritima ioram fcitos quatro tipos de cultura: discos peciolares e de
limbo, radiculares e botdes axilares.

A desinfecgio foi semelhante em ambas as plantas, com ligeiro spray de etanol (30
s.), scguido de solugdo de hipoclorito de sédio a 20% (5-7.5 min.) ¢ quatro lavagens em
dgua destilada ¢ esterilizada. Fizeram-se as culturas em meio MS contendo BA ou zeatina
em concentracdes de 0.5-1 mg/l, tendo também sido utilizado 0 mesmo meio com os macro
e micronutrientes reduzidos a 1/2, 1/3 e 1/5. Isto permitiu em cultura de Aster tripolivm um
mais rdpido alongamento dos rebentos. Ainda em Aster, na cultura de gomos uxilares ¢ ter-

“minais em meio com BA foi possivel a obteng@io de algumas centenas de rebentos dois
meses e meio apds a primeira cultura, enguanto que com zeating apenas s¢ obtiveram algu-
mas dezenas. As culturas foram incubadas em cdmara climatizada com temperatura proxi-
ma de 25°C., fotoperiodo de 16 horas de luz e 3000 lux de intensidade [uminosa.

Em Crambe maritima foram determinados pesos verdes e secos dos discos € sua
relagdo, durante més ¢ meio de cultura. Esta relagfo teve tendéncia para crescer em meio
suplementado de zeatina. Quando o meio foi adicionado de NaCl, na cultura de discos de
Crumbe maritima obscrvou-se uma ligeira diminuigdo do peso dos discos tanto nos meios
adicionados de BA como de zeatina. Ainda na cultura de discos peciolares de Crumbe
maritima obscrvou-se uma rdpida formacao calosa ¢ posterior diferenciagio de rebentosao
fim de 18-20 dias.

© No enraizamento utilizou-se 0 mesmo meio (MS). reduzindo os macro ¢ micro
nutricntes a 1/2 ¢ adictonando IBA ou IAA (0.5-Img/l). Ambas as pluntas responderam
com praticamente 100% de enraizamento. embora este tenha sido mais rdpido ¢ com raizes
mais destacadas em Aster fripolium. Também nesta planta for mais ficil a sua passagem a
vaso com maior percentagem de vingiamento.

Peron, J. Y.and Regnier, E. 1987, Can. J. of Botany, 65, 72-75.
Matos, A.A.,1996. Plant Physiology and Biochemistry. Special issuc. [0th 'ESPP congress.Ilorence, Ttely.
Murashige, T. and Skoog, F. 1962. Physiol. Plant. 15, 473-497.

Este trabulho féz-se¢ em cooperagio com o projecto 15 C. AIR-CT92-0198 ( Saline Crops).
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Morfogénesis y cultivo in vitro (11) C9-4

Efecto de reguladores de crecimiento en la regeneracion de_plantas
in vitro de Satureja fruticosa 1..

Aguila, NM.', Cases M® A.%, Manzanera J.A.
"Undu, Jujuv-Argentina o
2INIA-Madrid
SETSI Montes-UPM- Madrid

.2 la presente comunicacién se aborda la propagacion in vitro de la especic aroma-
tica Satur jo fruticosa ssp froticosa - ajedrea blanca - por medio del cultivo de segmen-
tos nodales en c¢f medio de Murashigue and Skoo, (MS,1962) suplementado con una
auxina (ANA) y dos citoquininas (BAP v TDZ). Sc cuantificd ¢l alargamicnto de brotes,
el coeficiente de proliferacion (n® yemas/explanto), y el peso fresco de las porciones
aérea v radicular.

Los valores més altos del coeficiente de proliferacion y Ia biomasa adrea sc obtuvie-
ron con la combinacién 0.01 mg.l  de ANA con [ mg.] ™! de BAP; obteniénuuse hasta 19
pares de yemas por cada cxplanto en los subcultivos con un desarrollo radicular del 85 %
de l0s explantos cultivados. Cuando sc cmpled cualquiera de los reguladores de crecimicn-
to por separado. no se observaron diferencias estadisticas en las respuestas de proliferacién.
Los medios suplementados con TDZ. no manifestuaron gran inci ' ncia sobre las tasas de
proliferacién de los explantos cultivados, ya sca cuando se adicioné solo o combinado con
ANA. Ademds. mostraron mayor (endencia a formar wjido no diferenciado (callo) en la
base de loc Lxplantos de hasta 1 cm de didmetro, a los 20 dias del cultivo.

Las mejores respuest: — de explantos, que implicaron diferencias significativamente
superiores ¢n la fasa de prolifi icion fue en la combimacion BAP vy ANA, ¢n lus proporcio-

1

nes de 10:1 y 100:1 de ambos reguladores, respectivamente. ' ste misimo comportamicnto
fue observado en otras especics @ "omdticas, para favorecer la formacion de vemas. micn-
tras gue en el caso contririo inducce la elongacién de tallos; csto podria deherse a niveles
endGgenos bajos de citoquininas, que requieren de un mayor aporte exégeno para polenciar
su accion. Mediante el cocficiente de proliferacion se puede hacer una primera aproxima-
cién a la combinacién de hormonas mds adccuada cuando se trate de obtener un gran
nimero de individuos. A mayor cocficicnte mayor ndmero de brotes producidos que se
podran separar del originalmente pucsto cuando alcancen una longitud adecuada. La tasa
de proliferacion. y ¢n go cral todos | procesos de crecimicnto y-organogénesis in virro,
son altamente dependiente de las intcracciones de los reguladores naturales enddgenos y
los andlogos de los reguladores anadidos al medio. por o tanto, ¢l estado {isioldgico del
material es de miyor importancia.

Palabras claves: Ajediea blanca. segmentos nodales, micropropagacion, ANA. BAP y TDZ.
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Morfogénesis y cultivo in vitro (I1) C9-5

El patrén de consumo de los nutricntes mayoritarios en el medio de cultivo de silves-
tre y mur-1 no ofrecié diferencias con los resultados obtenidos para otras especies (Stepan-
Sarkissian y Grey, 1991).

I. Reiter, W-D, Chapple, C.C.S.. Somerville, C.R. 1993. Altered growth and cell walls in fucose defi-
cient mutant of Arabidopsis. Scienee 261 :1032-1035.

2. Stepan-Sarkissian, G.. Grey. D. 1990. € th _termination and medium analysis. En: Methods in
Molecular Biology. (J. Pollurd, I.M. Watker, cds.), Vol. VI, pp :13-27. The Humana Press. New
Jersey.
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Morfogénesis y cultivo in vitro (11) C9-7

Multiplicacién in vitro de esparragos autéctonos de Huétor-Tajar

C.L. Encina, J.M. Cuzorla, 1.G. Pudilla, y E. Caro
Estacion | xperimental La Mavora (C.S.1.C.J,
29750 Algarrobo-Costa, Mdlaga

A partir de rizomas cstablecidos in vitro por germinacion aséptica de semillas de
variedades comerciales de esparragos autéetonos de la zona de Denominacion de Origen de
Huétor-Tdjar. s¢ han realizado una serie de ensayos con objeto de poner a punto un método
de multiplicacion masiva de estos cultivares (variedades poblacion).

Para ello se han cstudiado los cfectos morfogenéticos sobre dichos explantos de
varios reguladores de crecimiento: citoquininas (Zeatina, Kinetina, Benciladenina) y
auxinas (dcidos Indolacético, Indolbutirico y Naltalenacético) aplicados a concentracio-
nes entre 0.05 y 1 mg/l.

Entre las citoguininas los efectos mas marcados los presenta la BA que provoca la
casi total inhibicién del enraizamicnto de los rizomas y un gran aumento en ¢l erosor
tanto de los turiones como de los rizomas. tanto [a KIN como ta ZEA, pricticamente no
alteran los procesos de formacion de los turiones, que son largos y finos, pero si tienen
una cicrta influencia sobre la rizogénesis y el tipo de rafces inducidas, asi la ZEA inhibe
el enraizamicnto de forma andloga a la BA, micntras que la KIN no modifica apenas el
desarrollo de las rafces. Tanto ZEA como KIN permitet un buen desarrollo de los rizo-
mas y los turiones, obteniéndose los mejores resultados en las dosis mas altas de KIN y
en las mas bajas de ZEA.

Las auxinas tambicn modifican la rizogénesis pero no alterun apenas el desarrollo de
los turiones ni de los rizomas. I ATA produce los mejores resultados a la dosis mas alta y
tanto el AIB como el ANA, son mas efectivos a baja dosis, mostrando cicrta toxicidad a las
CONCCNtraciones superiores.

La aclimatacién en invernadero de grupos de rizomas con sus raices ha sido bucna,
produciéndose la brotacién de turiones y esparragucras rapidanicnte.
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Morlogénesis y cultivo in vitro (I1) C'-9

Conditions * - -oliferation of shoots on in vitro .. s of
Narcissus triandrus L.

J. Santus, 1. Santos and R. Salema
Dept. of Botany and Lxperimental Cytoloey Center (IBMC), Uiiversity o Iporto,
R. do Cumpo Alegre, 823, 4150 Porto, Portugal

The natural propagation of Nurcissus by offset formation has a low multiplication rate
per year. 'T'win-scaling and chipping mcthods have been used to mcerease the yield of bulbs;
however, despite the benefits these methods provide, micronropagation techniques are a
vor, powerful wocrnative to achicve high numbers of new Mar issus plants.

Work to de- nine the culture medium composition and culture conditions approprii-
te to the large-sc ¢ micropropagation of bulbs of Narcis — triandrus L. is underway in
our laboratory as ¢ LII'F sponsored project. To achicve this eventual aim it 18 first neces-
sary to find out the culture medium composition that enable abundant shoot proliferation.

Considering the results previously obtained! three different culture media, with diffe-
rent amounts ol auxin (naphthalene ucetic acid -NAA; indolbutiric acid -IBA) and citoky-
nin (benzylaminopurine -BA) added were assayed in combination with three temperature
conditions.

~ Culture media were MS modified medium (MSM) according to Hussey?, and supple-
. mented as follows: Medium A- MSM + 4 mg/L. BA + 0.12 mg/L NAA
Medium B- MSM + 2 mg/L BA + | mg/L. IBA
Medium C- MSM + 10 mg/L BA + | mg/L NAA

Each medium were used undcer three temperature conditions (1. [T and IID), i.e.,
[=13°C, II=i" " and II1=25°C, and all of them under a 16h photoperiod at 80
umoles.m s -or PAR. Culture media and temperature conditions were combined as
nine sets of experiments.

Cultures of Narcissus triandrus were starled using twin-scale cxplants cultured on
medium A and medium C under ITI condition. These two media under this condition led to
shoot proliferation. However, results were different since medium C induced abundant
leafy shoots and fortunately flowers only in rare instances, in accordance Lo previous repor-
ted results®. On the contrary medium A at same temperature (T11), produced only fewer and
less stout shoots and frequent flowering. When material grown on this condition was sub-
cultured to medium B at the same temperature the production of shoots was even lower
than on both medium A and medium C at 25°C, and soon senescence signs developed in
the leafy shoots. Using the same media (A and C) but lowering temperature from 25°C
(condition ITf) to [8°C (condition IT), reduction of flowering was obtained and in materjal
cultured on medium A a significant increase in shoot proliferation occurred. Under the
same temperature but on medium B (BII) a fair amount of shoots were produced but senes-
cence appeared quite early. Lowering still further the temperature to 13°C (condition I)
was enough to suppress growth of the material cultured on A and C media. Curiously, on B
medium proliferation of leafy shoots was very abundant with slender leaves, growing
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Morfogénesis y cultivo in vitro (I1) ' C9-10

Propagacion in vitro de tres especies de pequenos frutos a partir
de segmentos nodales

M.V. Gonzdlez!, M. Lop 7%, E.Valdés® y R.J. Ordas” -
!Depurtamenty de Biologia Vie 3¢ al. Escuela Politéenica Superior,
Universidad de Suntiago de Co l)/)()xl(’/({. Cempus de Lugo, 27002 Lugo
2Departamento de Bioloain de O.. nisimos y Sistemas. Facultad de Biologia,
Universidad de Oviedo, C/ Catedrdiico Rodrigo Uria, 33071 Oviedo, Asturias

lLa regeneracion de plantas de ardndano (Vacciniuim corymbosunyj, frambuesa (Rubus
idaeusy y zarzumora (Rubus sp.) se ha realizado a partir de segmentos nodales de plantas
adultas. Para fa inictacion del cultivo se reco leron v wctas de plantas en wenoso invernal
(enero) y en brotacion (mayo) a partic de la cuali s “e obtuvieron lo.  _mentos nodales
utilizados como explanto de partidia. EI material recogido en invierno presentd contamina-
cidn fungica, posiblemente desarrollada durante la fase de estimulacién chimdtica, hasta el
punto de (ue no s¢ pudo iniciar ¢l cultivo en frambucsa. Sin embargo, en zarzamora y
ardndano se consiguid independientemente de la época de recoleccion del material.

En arindano, los segmentos nodales se mantuvicron durante 15 dias en medio WPM
(Lloyd y McCown. 1981, Proc. Int. Plant Prop. Soc. 30: 421). modificado con las vitami-
nas del medio MS (Murashige y Skoog., 1962, Physiol. Plant. 15: 473). A continuacion los
explantos sc transfiricron al mismoe medio con diferentes combinaciones hormonales con el
{in de proceder a la fase de multiplicacion. Tos mejores resultados se obtuvieron con zeati-
na 20 uM. Por dltimo ¢l ensayo de enraizamicnto permitié obtenu allos poreentaje » de
enrdizamicr o ox virro en una mescla de turhacperlita con un 100%¢ de aclimatacion de los
tallos enraizados.

En zarzamora, los segmentos nodale 2 cultvaron en medio MS durante 15 dius y a
continuacion s¢ tansiiricron al mismo medio con diferenw : combinaciones hormonales.
Los resultados indicaron qu  la combinacion BAP 4°5 upM mds IBA 0°25 pM permitié
obtencr un alto nimero de tados por explanto v con la suficiente lony ™ d para su enrdiza-
miento y achimatacién. Los tflog < renraizaron ex vitro en una mezela de turbaiperlita sin
necesidad de inmersion s ¢ soluc ones hormonalc ..

[ frambuc.u a partir de Jas varetas recogidas en mayo se aislaron segmentos nod:s'»
gue tias un periodo de wcondicionamicnto de 15 dius en medio MS § 7 transfiricron al
medio de multiplicacion. Se ¢ yaron dos medios diferentes sin que = : ohservasen dife-
rencias significativas entre ello: sobre la capacidad multiplicativa de los explantos ni sobre
la longitud de los tallos obtenidos. Los ensavos de enraizamiento mostraron una bucna
capacidad de enraizumiento, con porcentajes de respuesta en torno al 66% cn condiciones
ex vitro y sin inmersidn previa en soluciones hormonales.
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Morfogéncsis y cultivo in vitro (11) C9-12

Establecimiento de cultivos organogénicos trar ‘ormados en especies
del género Digitalis

E.Sales, §.G.Nebuuer, LArrillaga, L. del Castillo™ y J.Seeura
Departumento de Biologia Ve | tul v Departamento de Microbiolovio v Ecologial ™),
[ucrltad de Farr wcia, U ersidad de Valencia, Av. Vieent Andrés Estellés s/n,
46]00-Burjasot (Valencia)

El cultivo de o~ mos transformados representa una importante alternativa para la pro-
duccidn in vitro de metabol” o~ secundarios © tre Jos que se encuentran los glucdsidos car-
diotonicos de Digitaliv, cuya : nilesis ¢ t4 hig «da a diferenciacion morfoldgica. En esta
cormumicacion. s¢ presentan los primeros resultados sobre la capacidad infectiva de 1a raza
oncogénica. tipo nopalina, 82,139 de 7 hactc wmn tunie/ iens (Michel y col. 1990) en
Digitalis dubiny Diciialis ol uiu. Dicha ... b2 du « mm 2ada con éxito para la induc-
¢idn de tumores y tallos en vi=ias especies arbéreas ' VIn inday - ol., 1991).

Se uttlizaron expluntos ‘hojas y/o hipocotilox) procedentes ¢ @ plintulas axéinicus de D.
dubia y D. obxcura con 5 s, mantenidas en medio  3ido MU (Murashigs v Skoog,
1962, <"1 reguladores de ciecimiento). La suspension bacteriana, crecid~  rante una noche
en meww YMB liguido a 287C, sc centrifud (3000 rpm. 15 min), r < ipendiéndose ¢l nre-
cinitudo « - 10l de nedio liguido MSO con 100 uM de aceto  ingona. Los «<p' utos

sumergiero (20 min, “neste medio y . 1a liminado el ¢ o de Agrohact_ oy,
co o ivioon w 28°C wrante tres diws enom 2 MSO. P ocmion entose banst beom
MM 1INCC O sup Nt SO0 "de el ooxame Poodelaniente, oo oo blecieren
con ples vrodnfect, DLos Ll Cronantuy cron Cotars ¢ e )
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oA g ioees cehe sdlofive o] S e«
S o ¢ umo o Lo o T al 306 e Cic e los g
U vels ane b nTON T [ v s ' vl phos-
LT CL S e ey anaamenk i oW L oo
: o b - oo T 11l
' e I Conesis b erne « LGinc. N e X780 7o (U
s ~C o cTos ado G nw B |
o b , C NG 0ot N TG s )
N ey o0 210 a o] 2ails
c 0 FRRN S oL cy Dl o]
ul | wir AC. Deniee x0.0 . Tou:r-i 1 \)
;
* T e, , DN NP I - >
. ! ! .
N DLUYTR TR






Morfogénesis y cultivo in vitro (11) . C9-14

Efecto de un endurecimiento a frio de los tallos in vitro de lapulo sobre
la supervivencia de los apices crioconservados ‘

D. Martinez, R. §. Tamés y M. A. Revilla
Dpto. B.O.S. Unidad Fisiologiu Veeetal, Universidud de Oviedo, E-33071 Ovicdo

AJ menos cincuenta varicdades de lipulo se cultivan en el mundo, con caracteristicas
diferenciales en cuanto al aroma y sabor que proporcionan i la cerveza, debido a variacio-
nes en los componentes de aceites esenciales y de resinas, las cuales varian considerable-
mente para un mismo cullivar, en funcion de la Tocalidad v de la estacidn. Estos datos Ile-
van a considerar la importancia que tienc crear un banco de germoplasma de Hurmulus
lupulus L. que permita conservar la diversidad gendtica de esta especie. El almacenamicnto
de material vegetal a temperaturas ultra-bajas (crioconscrvacion) supone una alternativa
ventujosa a otros nidtodos tradicionales de almacenamiento al permitir conservar por con-
gelacion (-190°C) material vegetal hbre de virus, que se puede revivir y propagar cuando
sea necesario, independientemente de la época del afo.

fnesta comunicacion se presenta un protocolo de crioconservacion para dpices (upi-
cales y axilares) de tallos (0.5-2.0 mm) de ldpulo del cv Nugget por el sisterna de encapsu-
lacién/deshidratacion, con resultados de supervivencia de hastu ¢l 80% a partir de cultivos
in vitro de tallos no sometidos a una aclimatacion al {rfo. Apices encapsulados en bolas de
alginato cdlcico, se precultivan en sacarosa, se deshidratan hasta aprox. un 16% de conteni-
do hidrico y se introducen dircctamente en nitrdgeno liquido (-1967C). La recuperacion s¢
hace por descongelacidn a temperatura ambiente v ¢n medio de cultivo con GA, y BAP.
Los dpices crioconservados muestran una capacidad de desarrollo y recuperacién de tallos
semcjantes a los dpices control no crioconservados.

Con objeto de estudiar Ja resistencia de los dpices meristemiticos al tratamiento de
deshidratacion y congelacién se sometieron los cultivos de tallos in vitro a bajas emperatu-
ras durante distintos periodos de tiecmpo. Esta aclimatacién incrementd los resultados de
supervivencia a la congelacion hasta porcentajes superiores al 90%, de forma similar a los
apices control no crioconservados.

Finalmente, se estudié ¢l efecto de la velocidad de congelacién en la supervivencia de
las muestras probando distintas tasas de congelacidn desde +4°C hasta -40°C. para distin-
tos tiempos de deshidratacion. Parece ser gue la congelacién lenta no induce una deshidra-
tacion adicional del tejido, ya que los resultados de supervivencia son semejantes a los
obtenidos con la congelacién ridpida por inmersion directa de los dpices encapsulados en
nitrégeno liguido. Este resultado nos confirma la necesidad de una deshidratacidn del dpice
hasta alcanzar un contenido hidrico tal que permita Ja cristalizacion en un estado vitreo,
amorfo, sin que se formen grandes cristales de hiclo que pudicsen romper el tejido.

Los datos obtenidos nos permiten proponer un protocolo para la futura claboracion de
un banco de germoplasma de lapulo, después de comprobar que ¢l protocolo utilizado para
elcv Nuggcl, es aplicable a otros cultivares.

(Trabajo financiado por la S.AE. de Fomento del Lipulo y por la Universidud de Oviedo, Provecto
['C-TA-96-517-5.)






Morfogénesis y cultivo in viro (I1) C9-15

en la cuantificacion total como en cada una de las PAs individuales analizada ; espermidi-
na (Spd), espermina (Spm) y putrescina (Put). Con estos resultados, la caracte 374cién de la
Embriogénesis Somitica cn Pinus nigra Arn. y, posiblemente, cn todas fa Pindccas, se
puede basar ¢n los contenidos superiores de Spm y Spd. sicuipre que la 2uc 10 sea limitan-
te. Il balance Put/Spd puede considerarse como un indicador veruz y repetitivo o la hora de
valorar la comneteaciu embriogénica manifestada.

349



i A
. .
.
) - - - -
. . - oo T (: T o .
(S ' ' :
o . " T o . T v
- 5 . 1 P , se
. T L z ; . i - .
. N N Al & 1 Lo -
W S L o~ TN - L Cin 7 - © o
oo T, e t T -2 0 s U oa er 3
HETCRON TN o ag R VOO
o o’ ) v L (2 -
uu L 1a S¢y T [FUNEN ciinba s i s Swun g ode o de
P« [« S 7S SRR E 111 D B T 1
v, 2T )it a0 196+ o tro ced [N T : o
R | BV B N 1 U 15 1<% TR ¢1 1 I e
SR (R T dicz linea g f B D
T N V% TON TN KTV NI R AV SRR 1§
R R BT for e. T _wr oz . Y ar oo
s S Senviwiun Shuwndlow w faiiane -

Toles o 0SSl

o d ae e b
ent R R ¢ 1ctuy iero; oI T T« T
CAunn a4 i woe el v oud Crou o owe e aidinal. o 200 JrTTR vt
P T A ’ o T l . R ’ la
p [O KNI vo» 1 Y STV Ored A Ly o de oy o

L:l : o 3
. . e v va

G
wn
o



Morfogénesis y cultivo in vitro (II) C9-17

Influencia de IBA y de BA sobre el contcnido y composicion de la esen-
cia de Lavandula dentata

C. Morales., M. Bonfill, RM. Cusido, J. Gonzalo, E. Moyano y C.Sudrid

Unidad de Fisiologia Vegetal, Fucultad de Farmacia, Universidad de Barcelona,
' Avda. Diagonal 643, 08028 Barcelona

[ntroduccion: Estwdios realizados con dpices iorales y con hojas de Lavandula deuta-
ta, muestran que su contenido ¢n esencia cs del 0.8 «orido a peso seco, y que su com-
ponen(c mayoritario cs ¢l 1-8 cineol. Mayoritariamr * u esencia se encuentra almacenada
en tricomas glandulare capitados y peltados distribuidos por la superficie de los peciolos y
de las hojas. i ndios previos (Calvo y Sceura 1989), han demostrade que fa adicion de
fitohormonas al medio de cultivo sobre el que ciceen plantas de L. - u: 1 grandes
efectos morfooenéticos que afectan a la formacion de brotes de parte adrea, raices y de tri-
e no landulares y glandulares, afectando al espacio para el almiacenamicnto natural
de los acuite 5 esenciales. Se inienia comprobar en este trabajo si est. s « dhormonas actiian
también sobre la actividad de enzimas implicados en los pasos d biosintesis de los mono y
sesquiterpenos y sobre [a proporcidn de los distintos componentes de la esencia.

Métodos: El proceso dc regencracion se inicio o partir de scgmentos apie. . we pldn-
tulas crecidas on condicion 3 _.. niles sol 0 dic olido de Linsmaier Skoog (1.5). A las
6-8 seman: .. ~¢ separaron puntas 120 mm) y se © n_firicron a un subcultive. ¢n una ¢ e-
ra controlad  (25°C, 40w/m2 y 16 h de fotoperiodo), sohre un medio LS sin la adicion de
fiiohormonas Mlantas control) o a un medio LS suplenientado con 6-ber~  nina 4.1
ni /' 3A); & o mdol 3-butivico 0.1 mg/l (132 y ambas [itohormoenas BA ¢ IBA a 0.(
m . Taa vidad ITMG-COA reductasa fue -nvavada usando el método de Bach y col.
1716, 11 contentdo ¢n aceites ¢ »nciales y su andl - ualitativo se determine de acuerdo
con Adget v col 19

Resuitados: o plantulas crecieron 8 semanas en los disting 5 mcdios de cultivo,
dgurant tas cuales se dv _.mind su crecinudento en longitud, pes 71~ sco y peso seco. La adi-
cidn de BA al medio de cultivo incrementd la longitud y .~ peso fresco, mientras— : la
“licio de AIB D ereme L0 el peso seco, es decir [a obtenaidr da hromasa reall Se obs rvas
Uy o et oscopio electrdnico de barrido, con ol 1. we determinar ef ntinero de

ICo. « tlures y suointegadad, Y mayor nu crro doestas estructin o por m...
Ccrem o ondto @ tas plare trol. La adicion de BA y ¢en r =yor gradod A™ ‘nh wo la
“oomesidn cLtricer gl eress Se co 7w que con 7 Neia Cslias o Wacturas csta-

ban rote 5. Por« "o v pre did a «leular el espacie real de alimacenamic > de o cias
exi wonfe 2n esias plantulas. y se o iprobd que T A o merementaba mieatr: , que ¢l
AT "y dis 7 a0 BA no parceid oieer influener sobre ¢! poweeng ) (e i por
neso seeo de planta, mientrt que - AIB Jo disminuy 3 T ooanwente, pere dado que el
mayo s oo de lis piaatas o woespondio 2 Vs creciuas en este mo e el rendinne..n
por| inta o suncrior al obienido enlas plo - v coo LT remarciadle o hecha de qu- 1

adicion de fitohormonas tuvo influenci+ sehre Tos nive'~s de los distintos componentes de
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Morfogénesis y cultivo in vitro (11) . C9-19

Produccion de escopolamina mediante el cultivo en biorreactor
de raices transformadas de Datura iietel

J. Gonzulo, M. Bonfill, J. Palazon, A. Navia-Osorio, A. I.steve, C. Morales
Unidad de Fisiologia Vegeral, Facultad de Ferinacia,
Universidad de Barcelona. Avda Diagonal 643, 02028 Barcelona

[ntroduccion. Los culfivos de rafces aenéticamente transformadax con A. rhizogenes,
producen los compuestos ~ sundarios sintetizados en la rafz de la planta utilizada para esta-
blecer estos cultivos. I'st. hecho, unido a la csiabilidad y el v 1do crecimicnto ¢ * ' raie”
transformadas en medios bésices sin fitohormonas, hacen it ostos drganos espectalmente
adecuados paru ser utilizados en ju mooduceidr ¢ouastri ! de compucstos propios de la raiz
de la planta dc origen. El objetive e este (rabajo ha sido el cstahlecimiento y cultivo a
pequefia cscala de 15 lineas de ralces transformadas de D. mete!l, - leecién atendiendo a
la capacidad para producir escopolaming, y el cultivo en biorreactor de la i :a mg  ro-
ductiva después de la optimizacion de las condiciones [isicas y quimicas del “stema.

voateriales y Métodos. Los cultivos e rufces transformadis de D, merel se establecie-
ron y ~antuvieron segiin se desc- deen  lazén y col. 17T
re’ At sDrmada y la determinacién de .« scopolamina por 1T _C se realizaron scgtin ~c

Haer ifslvco' 7' -

confirmacion de su natu-

tel cultivo en biorreactor. € inocularon 12 g €2 rafecs a

nozlo T L waeclor olon cerm docon 22 do m o an om0 735).
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3io) zcion de Diosges , or cultivo de cal:os de
Trigonella foenum-graecum

R. Oncina, J. M. Botia, J. A. Del Rio y A. Orturio
Departamento de Buo -~ da Vi 1{Unidad Fisinlogia \ . Jctol). Facultad de Biolngia,
Py cersidad de Mugcia, 30100 Murcia, Fspaia

[.a Diosgenina es una ¢ ina esterotdica con importantes iplicaciones farmacol6-

vici 3 podicndo el entre vt o su aceidn ostrogéres Aradhania y ¢ 2, 1992) asteon

¢
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Nutricién: absorcién y transporte C106-1

“2spres o fisiologica de las plantulas de girasol (Heliantiius ar -0
alas idadylaadiciond | @ _°

[.C.Deleado’ y A J.Sdnchez-Rava®
‘Dpro. de Biolugia Vegetal, Produccicn Vegetal v Ecologia, E.P.S.
Universidad de Almeria, 04120 Almeriu
“Isiacion Fxperimental del Zaidin (C.5.1.C.), Apdo. 419, 18080 G runadu

LLa salinidad incide de manera negativa en el crecimiento vegetal, fo que se ha investi-
gado en numert espeeics, poniéndose de manilicsto que tal salinidad en Jos suclos o en
Jas wowws de ricgo reduce la germinacidn, el crecimiento vegetutivo, el reproductivo y la
produccidn de la mayoria de las plantas cultivadas. La rdpida acumulacion de sodio en las
plantas estd asociada a una reduccién del contenido de potasio. Ademais. algunos autores
observan qué la ubsorcion y ¢l tie  ~orte de potasio. desde L rafz a la parte aérea, 1 ultun
inhibidos por los niveles salinos, fo que trae como consceuencia la limitacion 1 creci-
micnto de las plantas.

En la nutricién del vegetal el K, Ca y Mg jucgan un papel de suma importante como
osmorrcguladores y en el mantenimiento de los cquilibrios electroquimicos, pudiendo sus-
tituirse unos a otros. La presencia de Na en el medio de cultivo y su absoretrd por la planta
hace que este mtervengn en el equilibrio mter catidnico, causando, incluso, una disminu-
c16n de ta absorcion y transporte de Jos otros tres elementos.

Distintos vstudios sugi ren L neeesidad de inerementar la fertilizacion con potasio cn
los suclos salinos, pura conti mestar los efectos competitivos de las concentraciones altas
de otros cativnes, por lo que tratamos de conocer el electo de la aplicacion de potasio como
dnico clemento. Se emple i semiltlas de girasot que se germinan con y s ol (NaCl. ¢
rrolldndolas durante 25 dia., 1c¢ o de los cuales se recolecta el man ral veg © 1y se
determinan diversos pardmetros fisioldgicos que resulian . . tados por v olintuaa.,

Iin nuestro experimento [a adicion de potasio en prosencia de - linidaa  1ta (100 M
o sin salinidad resulta favorable para i rmivacidn de bae semill  de giree sl no vidndc
alterada de forma significativa la cerminucion de este s e - alinidad med” 1 (5€ mM\.

En ausencia de salinidad, en Ta ctapa estudiada, ¢ suministro de potasio ac aunmen-
tar con alta significacion la biomasa de Ii plintula, que cs retl 1o de lo que ocurie en la
pi adrea y la raiz, proporcionalimente, ¢s mayor ¢l incremento en ¢l tallo que cn las
hojas. Sin embargo no hay variaciones de la superficic foliar.

Iin - sencia de sal, 1a adicién de potasio no altera significativamente la materia seeu
conscguida por la pldntula, aunque sf hace aumentar la superficic foliar cuando la concen-
tracidn salina es media (50 mM) en el medio radicular.
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Nutricion: absorcién y transpor(e C10-3

C ios en la asimil~ 'eKyNaalco  »arlar  caa s de
alpechin y un fertilizante potasico mizn. < .o calcdreo

F Guallardo-Lara, M. Azcon, J.L. Quesada y A. Polo*
Departamento de Ayroc  ogia y Proteccion Vegeral,
Estacion Experimental ¢ 7 idd 1 (C.S5.1.C.). Granada.

* Departamento de Contaminacidon y Quimica Ambienial,
Centro de Ciencias Medioambientales (C.S.1.C. ), Madrid

En Espafia actualmenie se producen 2 millones de m?® de alpechin cada afio (Borja
Padilla et al., 1992). v tal cantidad de efluente encierra un gran potencial contaminante
(Janer del Valle, 1980), que obliga a buscar procedimicntos que logren ¢liminar ¢l agua
residual evitando los problemus de contaminacién ambicntal que puede ocasionar su des-
curga incontrolada. Un posibic sistema de eliminacion consiste en aplicar este effuente
sobre el suelo tratando de  provechar sus cualivades fertilizanios, tanto de su carga organi-
ca como de la inorgidnica. i:n relacion con esta via de actuacion, hemos ensavado [0 ica-
cidn de dos dosis de alpechin sobre macetas que contenian suclo calcdreo y, asi misino,
hemos preparado dos tratamicnfos mediante la adicion de dos dosis de KCI que han aporta-
do cantidad  de K cquivalentes a tas que incorporan I s mencion: las o de alpechin.

«w$ macets s ha sembrado rycgrass (Lolium pei e 1. ev. Tove), que se ha recolecta-
do mensualmente hasta obtener tres recogica Te materia vegetal, que se ha analizado en lo
relativo a K y Na mediunte fotometria de Jlama segin Lachica et al. 7'973). D¢ puce ue tu
dltima recogidu de planta se han tomado muustre de suelo, en fus que se b dewerminado
Ky Na de cambio (Steinberg y Hogel, 1990).

En el primer corte ambas dosis de alpechin y de K mineral generalmente incrementan
significativamente la concentracién de K en planta {rente al control. constituido por suclo
ta) cual. Sin embargo, no se apreciun diferencias signilicaiive al comparar los mencion.
dos resultados con los obtenidos cn el control mds complementos mite oles desprovistos
de K. I'n sentido contrario, los tratwmientos con lpechin o potasio mincral promueven
valores de concentrucion de Nu en planta infertores a los observados ¢n el control mis
complementos mincrules.

En el scgundo y tercer corte las dos dosis ultas, lo mismo Ja del agua residual que la
del fertilizante, provocan aumentos significativos de la concentracién de K en rycgrass
frente a los dos controles, pero no ocurre lo mismo ul examinar los datos correspondicntes
a las dosis bajas. En dichos cortes, el aporte de alpechin tiende a incrementar la concentra-
cién de Na en planta frente al control, pero los valores de este Gltimo pardmetro obtenidos
en los tratamientos con alpechin o fertilizante potdsico no presentan una tendencia clara
cuando se confrontan con los del control mids complementos mincrales sin K.

De manera general, en todoxs los tratamicntos los resultados mas elevados de absor-
cién de K por el cultivo se presentan en la primera recogida, y después se observa un des-
censo gradual en las dos siguientes. En cambio, la mayor absorcién de N, ¢n pricticamen-
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Nutricién: absorcién y transporte C10-6

Respuesta de Phaseolus vulgaris L. al aporte de Vanadio:
Crecimiento y contenido de pigmentos liposolubles

P. San José, D. Saco y S. Martin

Departamento de Biologla Vegetal I, Faciliad de Farmacia,
Universidad Complutense, 28040 Madrid, Espaia

El vanadio ¢s un elemento de transicion cuya {uncién no estd claramente cestablecida
en los vegetales. No obstante, s¢ han detectado algunas interacciones con ¢l molibdeno y
también su influencia en ta absorcidn idnica. en la sintesis de clorofilus y en ¢l proceso
fotosintético.

El incremento de vunadio en la atmdsfera se debe, principalmente, a las fuentes antro-
pogénicas por lo que pucde aparccer como una posible fuente de contaminucién en las
aguas de riego y afcctar a los animales.

Aunque se han asignado ul vanadio algunos cfectos beneficiosos para los animales y
las plantas, sobre todo puara las algas, los estudios que versan sobre la incidencia de este
elemento sobre las plantas vasculares son todavia escasos.

Este trabajo forma parte de los estudios que se vienen realizando sobre el cardcter
beneficioso del vanadio ecn Phaseolis vulgaris L. cv. contender. El objeto es conocer la
dosis 6ptima del citado clemento sobre el erecimiento de los 6rganos aéreos y ¢l contenido
de los pigmentos fotosintéticos en Phuscolus vilgaris L.

Se han utilizado plantas de Phaseolus vulgaris 1. cv. contender, crecidas en vermicu-
lita y en condiciones ambientales controladas. Se dispusieron cuatro lotes de plantas:

I. LOTE CONTROL.: recibio la solucion nutritiva completa utilizada en trabajos ante-
riores.

1. T.OTLS 80V. 160V, 240V: recibicron la solucion nutritiva completa y el aporte
suplementario de 80 UM, 160 uM, 240 UM de vanadio (VO SO, . 5I1,0). respectivamente.
Estas dosts de vanadio se han cscogido en basce a experiencias realizadas anteriormente.

La experiencia abarcd ¢l perfodo vegetativo de las plantas (20 dfus). Las determina-
ciones analiticas se realizaron cn las hojas y en el 1allo, estudidndose la evolucidn de los
pesos (freseo y seco). das tasas de crecimiento y el contenido de pigmentos liposolubles
(clorofilas a, b, total y carotenoides totales).

Estas dosis de vanadio no influyen, de forma significativa. sobre los pardmetros cstu-
diados en esta cxperiencia. al menos durante ¢l crecimiento vegetativeo de P. vidgaris. Tin
algunos casos, coinciden con los obtenidos en plantas crecidas en ausencia de molibdeno.

Todo ello sugiere, que estas dosis de vanadio no alcanzan el umbral de toxicidad para
la especic objeto de estudio.
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Nutricion: absorcién y transporte DY

caleto insoluble orgdnico en pulpa, micentray que la forma soluble ¢s I+ edominante en:
peciolos. En cualquicr caso, solo en hojas y raiz las diferencias en favor de Ja forma i wyo-
ritaria son claramente significativas. siendo el calcio insoluble inorgdnico (415 sot
mat -ia seca on hoja y 0.8&% en raiz) aproximadamente ¢) doble que el insoluble ory “1ico
(2.18 .0 . hojay 0.40°% ¢nraiz) que constituye la scgunda forma, célcica en abunauncia en
amban fraccioncs.

[La forma minoritaria resulti ser of valcio insoluble orgdnico en tallo, peciolos, zarci-
llos y corteza de fiutos; y ¢l caleio ligado en hojas. rid7 |, pulpa de frutos,

Atendicndo al calcio total (suma de las ctiavro ot s analizadas), 1la concentre o
cexpre ' obre materia vegetal seea, presenty de mayor a menor ¢l orden sie nte: hojas
(880, , wciolos (3.67%), zarcillos 12.58), raiz (1.87). * "los (0.90 1, corteza de fru-
tos {(0.33¢ 1) y pulpa de frutos (3.47 ppm).
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Nutricion: absorcion y transporte C 10-9

ecto del calcio sobre  “ro v porte de agua.  ~avé  : raices
de plantas de - 6n so::etidas a estrés saiino

M. Carvajal, J.M. Navarro, P. I'lores y V. Martine;
Departamento de Nuwricion y Fisiologia Vegetal, Ceiio de Lduiologia y
Biologia Aplicada del Sceguia - CSIC, Apdo. Correos 4195, 30080 Murcia

Tle © 7 s lino normalmente produce una reduccion del erecimicnto de la planta debi-
do a una deficiencia hidrica. toxicidad y desequilibrio idnico. Asimismo « » hua descrito ¢l
calcio es un factor i portante implicado en la resistencia de las plant 3 - Ja salimd 1L ya
que redac 0> ¢ s0s negativos de ésta. En este trabajo hemos estudiado la posibiliv d de
que el calcio tuterver  en la e cion del ey de agua a trav e las raic de plantas
de meldn, y niis concre’ ' nc 1 través de low canales do agua. Cara cllo, planias de melén
(cv. Bola de oro) crecicron durante 15 d en disolucién nutritiva Hoagland aircada en cdima-
ra de cultivo. Los tratemicntos con S0 mM de NaCl se aplice ‘o~ durante 3 d a algunas
plantas control y @ otras crecidas previamente (4 d) con [0 mM ¢ @ Cal’ly. La conductancia
hidraulica de las raices dismiiuyé signilicativamente cuando se atiad 3 NaCl 50 mM a la
disolucién nutritive Hoagl nd, sin embargo, esti disminucic. fue menor cuando a estus

itas sometidas a catee .. 0o winhicn se les afadié 10 J2 CaCl,. ™ establecer s1
las rafees de cstas planta wnfan canales de agua sensibles al He.ose anedid 50 uM HgCl L a
lacdis lucidn nutritiva durante 5 win. f.a conductancia hidraulics perimentd una inhibi-
¢1én signific tiva. Tsta inhibicion fu s mayor cuando la disolucion nutritiva contenia 10)
.. ~de CaCl,. Lo~ valores de conductancia hidridulica [ucron revertidos a los iniciales
cui do ¢ afiadio DTT 2 mM). Ta concentiwcion de Cuaintraceluler wisminuyo con respec-
to !conftrol en las raic ~de o pluntas some oy estés salino. aunguce esta disminueion
no o acusada en las ral o3oe Tas plantas estresadas a las que también se 1 afadié 10
mM we CaCl.. Sin embarg ), cuando se analizo ¢l contenido de €L oa vesteulas de membra-
na plasmiiica aisladus de 1as rafces. aparectd un increnne 1o en ayuellis que habiun esiado
crecicdo con 10 .mM de Ca, independientemente de que hubieran ¢ tado sometidas a
estrés salino 0 no. De los resultados obtenidos podriwmos decir que ol Ch parece tener una
intervencién en la regulucidn de la funcionalidad de los canales de agua present s en las
raices de las planti, ¢ melon. Bsta implicacion podrfi - directa. yu que conio se ha pro-
puesto, una fosforilisa Ca-dependiente podria ser [a encor da de cerrar o abrir el canal de
. 14, o bien indirecta, por medio de la estabilizacion de los fosfolipidos de la membrana
plasmatica.
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Nutricion: absorcidn y transporte C10-12

no del Ni sobre 1o translocacién de Fe hacia las p  © Jreasde an. capecies s ucbe, al

menos en parte, il splazamiento por parfe del Niae' i+ del complejo de He-" DTA utili-
rado como fuente.  Feenlasolucidn n © “va. Tt CZ_cio a nivel de sustrato enmascara-
mma las b5 diferencias entre ambas cspecies en mantener niveles adecuados ge e en

w
nrescaet we NiL

Agradccintientos: Su’ © o LZICN T PB 94-0738-CO2






Nutricién: absorcién y transporte C..-13

Davey, 1974; Curl y Truelove, 1986) y lu edud y estado de desarrollo de fas plan 5 (12 05
ct al,, 1978), junto con otros como 1 ' ‘emperatury, disponibilidad de .. condici~r~~ de
cultivo y fac yres nutricionales quio on esie caso cran tor 75 comunes par Cas dos €. cies
ost diadas. Por la tanto las variaciones detectadas se pueden wnvibuir a los dos factor - ri-
i mamente mencionados.

Actualmente se admite el importante papel de Jos dcidos orgdnicos  -1jo peso mole-
cular y de los aminode.dos en i adquisicién de nutrientes por tas plantas (Jones y Da.rah,
1994; Strém  « »' 1984, sin embargo no existen datos en cuanio al posible papel 17 ldoi-
co de los acide . 1sos cer o component s - los exuda Jicales a2 dado su elevado
poau molecular deben <7 7 arse como secreciones cuyii liberacion g uerd un proceso
metabélico activo e et al.. 1978).

LLas diferentes curac” ritice. , oatrones de exudacién detectadas ~ ambas s
en doe cstados diferentes de -+ clo hiold 1co, sugieren un napel fisioldgico, prol ~'e-
mente a¢ T audo por necesidades nutricionales, hien de las plantas, '’
mos que se desarrollan en su nizosfera

de los microorgunis-












Regulacion del crecimicnto y desarcollo C., -1

Activid2 ? ,iz  n0 oxidasa (DAO) en ¢jes ei brionarios
y coiile ones dese < de Cicer ariefinum L. urantc’
, " eras rasde germir cién

M. Bueno, S. Garcia, A.M”. Gurrido v ... latilla”
Departaincnto de Biologia Animal. Vo al v o~ o
Universidad de Jocii, Paraje s La-unillas s/ 23371 Jaén
= Departamento de Biologia Vo #tal, 7 i sidud de Gre 7y,
C/Fuenic — _. s/n. 18001 Granada
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Regulacion del crecimiento y desarrollo C11-2

Modificaciones en la actividad ACC-oxidasa provocadas por las
alteraciones en la compartimentalizacion del calcio celular de
semillas de garbanzo”

M. Gullardo®, M.C. Gémez-Jiménez>7 y A.J. Matilla®
'Departamento de Biologia Vegetul y Ciencias del Suelo,
Universidad de Vigo, 36200-Vigo, Pontevedra. Lsparia
2Departamento de Biologiu Vegetal, Universidad de Granadu, 18071-Granada, Espaiia

3Becaria de la “FFunducién Ramon Arcces”

Las células animales y vegetales necesitan unos niveles de caleio (Ca™) intracclular
para llevar a término los procesvs de transduccién de sefiales extracelulares y convertirlas
en procesos bioquimicos intracelulares (Bush. 1993; Bethke vy cols,, 1995). Los cambios
intracelulares de Ca?* estdn controlados, cntre otros factores. por las fitohormonas (Bush.
1993). Sin embargo, existen muy pocos datos sobre el papel de la homceostasis celular del
Ca’* en la actividad de los cnzimas implicados en la biosintesis de las fitohormonas.
Recientemente hemos demostrado que el dltimo paso de la ruta biosintética del ctileno,
catalizado por la ACC-oxidasa (ACCO), tienc un importante papel en la germinacién de
semtllas de garbanzo (Gallardo y cols., 1994; Munoz De Rueda y cols.,, 1995). La presente
comunicacién mucstra ¢l electo ocasionado por las alteraciones ¢n la movilizacion del Ca®
sobre la actividad ACCO in vivo ¢ in vitro en ¢jes embrionarios de semillas de garbanzo.

La presencia de EGTA inhibe fuertemente la actividad ACCO in vivo ¢ in vitro. Lista
inhibicion se revierte totalmente con Ca™' exdgeno, lo gue nos sugiere un papel del Ca®* en
el proceso de activacion del enzima. Si este Ca?* es fundamentalmente apopldstico debe de
ser posteriormente investicado. Cuando se quela ¢l Ca®* citoplasmético con TMB-R s¢
obticnen inhibiciones en la produccion de ctileno y en la actividad ACCO in vivo cercanas
al 90%. Esta inhibicidn es del 100% cuando CGTA y TMB-8 estdn presentes. Al igual que
succde con el FGUA, la.inhibici()n de Ta ACCO por TMB-8 pucede ser revertida con Ca
sin embargo, no sucede lo mismo con i produccion de ctileno. Quizds sea debido a que las
actividades ACC-sintasa y ACCO estén implicadas. La inhibicion de los canales de Ca*
con Verapamil provoca una inhibicién total de Ja produccion de etileno y de a actividad
ACCO in vivo. Cuando estc mismo experimento se realiza i vitro, 1a inhibicion oscila
entre el 85-90% . El Ca™ exdgeno no fue capuz de revertir la accién inhibidora del Verapa-
mil. En presencia de Cl.La no se obtuvo produccion de etileno, y la actividad ACCO in
vivo se redujo un 84% . kn cstas condiciones, la ACCO in vitro fue estimuludy sustancial-
mente. La comprensidn de estos resultados referentes al posible papel del Ca** ¢n la regu-
lacién de la actividad ACCO requiere un estudio a nivel de biologia molecular sobre la
expresidén del ARNm de la ACCO y quizds de la actividad ACC-sintasu. Este es ¢l objetivo
actual de nuestra investigacion.

‘DGICYT PB93-1112.

387



' N
. '
o
'
. ~
\
-- T
- f
1 N
. B ) .
'
.
.
. . .



&

10 Y1 1
Regulacion del crecimiento y desarrollo C
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Regulacion del crecimiento y desarrollo . C11-6

. Aislamiento y caracterizacion molecular de la ACC oxidasa en semillas
de Cicer arietinum: expresion durante embriogénesis y germinacion”

M.C. Gémez-Jiménez!, A. Matilla, D. Garrido
Departamento de Biologia Vegetal, FFacultad de Ciencias.
Fuentenueva s/n, 18071 Grunada

La germinacién de semillas de garbanzo (Cicer arietinuun) cs dependiente de Lo sinte-
sis de etilenc. Ast, los factores que inhiben su produccion también inhiben o retrasan la
emergencia radicular, Los dos dltimos pasos de la ruta biosintética de ctileno estan catali-
zados por lis enzimas ACC sintasa y ACC oxidasa (ACCO). Debido a que se ha considera-
do la produccién de ACC como ¢] punto regulador en la biosintesis de etileno, toda la
investigacion se ha centrado en el estudio de la regulacion de la expresién génica de la
ACC sintasa. Sin embargo, recientemente estdn surgiendo cvidencias de que la ACCO
también posee un papel repulador. Nuestro trabajo se ha centrado en cl estudio de a enzi-
ma ACCO, tanto a nivel fisioldgico como moleculir, v sus implicacioues en el proceso de
formacién y germinacion de semillas de garbanzo.

La actividad ACCO in virro aumenta conforme progresa ¢l proceso embriogénico, des- -
cendiendo bruscamente cuando la semilla alcanza el maximo desarrollo. En la semilla scca
sélo sc detecta actividad ACCO in vitro en el eje cmbrionario; mientras que a lo largo de la
gernunacién csta actividad alcanza un miximo a las 24 h, no detectindose en los cotiledo-
nes. B obase a estos resultados, se utilizoe el mRNA de los ejes embrionarios de semillus
germinadas durante 24 h para el cJonaje del ¢DNA de la ACCO. Para cllo hemos empleado
la téenica de PCR y oligonucledtidos degenerados disefiados en bhase a la homologia dc
diferentes ACCO secuenciadas hasta [a fecha. El resultado final ha sido un ¢cDNA de cade-
na completa (gox-1) de 1280 pb, con una pauwta abicrta de lectura de 316 aminodcidos gue
codifica una protefna de 36 KD. Iiste ¢cDNA presenta una alta homologia con otros aislados
en difcrentes especies, siendo la mayor con ¢f ¢DNA de guisante (86% de identidad). Ll
andlisis de L oreanizacién acnémica de Ta ACCO en garbanzo nos demucstra que estd
representada por una familia multigénica de al menos tres genes. La expresion del mRNA
de gox-1 nos demuestra que ¢l transcrito csta presente en el eje embrionario y en los cotile-
dones de las semillas durante todo ¢l periodo embriogénico; sin embargo, sélo pudo ser
detectado en el ¢je ecmbrionuario de semillas seeas. Durante la germinacion. la actividad
ACCO se correlaciona con la abundancia del ARNm ACCO: esto podria indicar que la acti-
vidad ACCO esta regulada a nivel transcripcional durante Ja germinacion del garbanzo.

Finalmente. ¢l ¢cDNA de la ACCO (gox-1) ha sido expresado en . ¢oli. Mediante el
clonaje de gox-1 en cl vector de expresion pET28a(+) y transformacion de la cepa de E.
coli BL2I(DE?R) se ha podido detectar. tras induccién de las bacterias transformadas con
IPTG. la presencia de una proteina de un peso molecular de unos 38 KD. Los extractos
celulares de bacterias que han expresando la proteina inducida presentan una alta actividad
ACCO in vitro, comparativamente al control. en ¢l que no fue detectada.

*DGICYT PBO3-1112,
'Becaria de 1 Fundacién Ramén Aveves.
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Re, lucion del crecimiento y desarrollo C11-8

Evaluacion de algunoes efectos de CCC
(cloruro de 2-cloroetii-trimetil ¢, « “'ciclo de vida
de poroto (Phaseolus vulgaris 1..) var. Alubia

A. S. Romano y R.O. Romano
Cdtedra de Fisioloeia Veaeial, Departumento de Informdtica, Fuculiad de
Ciencias Ag, 1. s Mberdi 47, Universidad Nucional de Jujuy,
4600- San Salvador de Jujuv, Republica Argentina

i'ste trabajo tuvo como objetivo, evaluar L.eews del retardante de crecimiento CCC -
mediante la imbibicidn ¢ * s nillas - sobre diferentes ctapas en el ciclo de vida de poroto
Alubia.

Los ensayos se realizaron tratando semillas por imbibicion con difc.e. s concentra-
ciones del retardante. TLos tratamient Jueron :

O: testigo 2 It CCC 250 ppin ¢ H: CCC 500 ppm ;T CCC 1000 ppm y [V: CCC 1500
ppm.

Con sub-muestras de cada tratamicnto. se evalud :

1) Calidad de scmillas: mediante pruchas de germinacién standard y mediciones de
conductividad cléctrica.

2) Emcrgencia de plantulas: por siembras a campo.

3) Vanables del rendimiento: por siembras en macetas individes os. mantenidas hasta

su cosechit.

Del anilisis de Tos resultados. surge que las diferentes coneentraciones de CCC- sin
afectur 1a calidad de la semuilla- modificaron la emergencia a campo, duracion * ac dife-
rentes ctap: s =1oldgica y algunos pardmetros del rendimiento.

El tratamiv ..o 1Y concentricion de CCC 500 ppm) incrementd significativaniente : 7
de plantulas que “ner_” v campo y particion a semilla. deterininando adeluntos en Jos
estados fenoldgices o gue a su ver se acortaron en el tiempo respecto del comportamiento
del material testigo.
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Regulacion del crecimiento y desarrollo : C11-10

Desarrollo de un método de cromatografia liquida con deteccion
electroquimica para la cuantificacion de compuestos indélicos en
extractos vegetales

Marino B. Arnao, German Garrido,
José Sdanchez-Bravo y Manuel Acosta
Departapento de Biologia Vegetal (Fisiologia Vegetal),
Universidad de Murcia. 30100-Murcia

Las plantas conticnen en sus ejidos:compuestos de naturaleza indélica en concentra-
ciones muy bajas, El 4cido indol-3-acético (AIA) y sus metabolitos relacionados presentan
un particular interés fisioldgico. El AlA, la auxina natural mds importante. es una fitohor-
mona con un papel relevante en aspectos del desarrollo vegetal tales como: el erecimiento
celular, la promocidn del enraizamiento, la difercnciaciéon del tejido vascular, Ia dominan-
cia apical, muchas respuestas trépicas. la partenocarpia, etc.

Desde la utilizacién de biocnsavos para la determinacidn de la actividad auxinica,
mucho han cvolucionado las téenicas de deteceidn y cuantificacién de compuestos indoli-
cos. Actualmente, las téenicas mas utilizadas son las inmunoldgicas (Radioinmunoensayo
y LLISA) y la cromatografia de gases con deteccién por espectrometria de masas (GC-
MS). L.a cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un detector de fluorescencia
(HPLC-FLU) ¢s muy utilizada ya que presenta una excelente sensibitidad y selectividad, y -
a diferencia de la GC-MS, no precisa de procesos de derivacion de la muestra. En cualquic-
ra de las técnicas cromatogrificas, el uso de estdndares internos marcados con isSGtopos
pesados o radioactivos se hace imprescindible para la exacta correceion de los datos debido
a las pérdidas en el proceso de aislamiento y purificacion. Otra éenica de deteceidn de
indoles acoplada al HPLC es la clectroguimica. En ¢lla, los indoles son oxidados selcctiva-
mente a unos valores de potencial determinados, aparcciendo una seiial en forma de
corriente cléetrica. No obstante. a pesar de su buena sensibilidad y selectividad, la detee-
ci6n electroquimica cs una téenicit poco ufilizada en la determinacion de indoles en extrac-
tos vegelales.

En esta comunicacion se presenta la puesta a punto de un método de determinacion de
indoles en extractos vegetales por HPLC con deteecion electroquimica (HPLC-EC). Sc uti-
liza para la cromatograffa una columna de fase reversa (ODS) y una fuse moévil conductiva
que permite la elucién v separacién de los fndoles: Indol-3-metanol; Acido Tndol-3-acético;
Indol-3-aldehido y Acido Indol-3-carboxilico. La identificacién de Jos picos se efectia
mediante el registro de sus espectros de absorcién por un detector de diodos acoplado ¢n
serie. La deteceion clectroquimica de estos compuestos se realiza aplicando al electrodo de
carbono un potencial entre +0.80 y +0.90V. En-cl caso del Indol-3-metanol y el Acido
Indol-3-acético, el Ifmite de deteccidn se encuentra ¢n el rango bajo de nanogramos: en
cambio el Indol-3-aldchido no ey detectable en estas condiciones de voltaje. El método es
utilizado para la determinacién de indoles enddgenos en extractos vegetales.
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Regulacién del crecimicnto y desarrollo C .12

+ dad o-fucesidasa y u-xilosidasa en Brassica oleracea

J. Sampedro, F. dc la Torre, M.A. Rodriguez-Paradely, 1. Zarra, G. R villa

Lah. Fisiologia Vegetal, fac. de Biole~i , Univ. de Suiticgo [ Composteio

El complejo xiloglucano-celulosa constituye una de tas redes poliméricas que mantic-
nen la structura de las paredes celulave -~ marnias, Piste compleio e “hocado e bee 2i-
¢ 2 d univn mediante puentes de hidrégeno del xiloglucano (XGY a s microfibr ' las de
¢ ‘ulasa, de tal forma que una cadena de XG puede unirse a mas de una nucrofibrill~, al
Misno ticr po que una sola microfibrilla estard unida a vartas cadenas de XG. La cape -
dad de form r pucntes de hidrdégeno entre las cadenas de xiloglucano y las microlibrillas ¢
celulosa estd condictonada por la estructura de las cadenas terales del xilo lucuno. Asi,
lus cadenas fuc—Gal—-Xil— estabilizan la cadena d 1 xiloglucano aument~ndo su capaci-
dad de unién a las mi . ofibrillas. mientras que Ias cadenas Xil{ no tendrian este ofecto esta-
bilizador. Por otra parte los oligosaciridos derivados del xiloglucano “oligo-XG). XXXG y
XXFG puceden actuar como uceptores en la reaccidn de endotransglicosidacion catalizada
por la xtloglucan-endotransglicosidasa (XET). enzima que juega un pape! importante en la
extension de la pared celular. La pérdida del resto de xiloca del extremo no reductor del
0l1go-XG produciendo GXXG y GXEG. unula su capacidau de actuar como aceptorss de la
XET. Finalmente cf XX 3 presenta actividad mnbidora de la extension de I» nared celu-
lar, mientras que el XXXG la estimula. Por todo lo anteriormente expuesto. . modifica-
ciones ¢« cadenas laterale”

[}

dloglucano y de los oligo-XG. tienen gran i - odrtanci
en la modulacién de su funcidn en la pared celular. Las enzimas implicadas en dicha
modulacion son o-fuco’ idasa. B-galactosidasi. o-xilostdasa y B-glucosidasa. En ¢l presen-
te trahyjo se presentan resultados de Ja purificacion de dos de o stis enzimas, o-fucosi-
dasny u-xilosidasa, a p rlir de extract  de hojas de repollo,

A Jas hojas jove  + de tepollo (Brassica oleracea oo oitare 1.0 olba) se les climina-
ron las nerviacior . principales y s¢ homogencizaron cn un mortero con medio ¢ mnonado.
A continuacion ~  realizé una preeipitacion fraccionada con sullato aménico. La  (raccro-
nes conteniendo actividad o—fucosidasa y a—xilosidasa, posteriormente s¢ somctieron a
cromatografia de intercambio i6nico en columnas de SP-Scpharose ¥ Q-Sepharose, croma-
tografia de afinidad (Concanavalina A), ¢ isoclectroenfoque. El grado de purificacion se
siguidé mediante SDS-PAGE. La actividad a~fucosidasa se determind —nte a { cosil-lac-
tosa, mientras que la o—xilosidasa se determinéd como liberacion de pentosas de oligo-XG
obtenidos a partir de XG de Tamarindo.

El presente trabajo ha sido financiado por la DGICYT (PBOS-0833).
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Regulacidn del crecimicnto y desavrollo C11-13

La evolucién en ‘el contenido de boro en la pared por ¢f contrario muestra un aumento a
medida que se picrde la capacidad de crecimicento. La relacion de cada uno de estos compo-
nentes con los cambios observados en la.capacidad de extensién de la pared celular de pino
se discutird con mds detalle.

Taiz L1984, Annu.Rev.Plant Ph-i0l.35:585-657.

. Cosgrove DJ1YST. Plant Physiol. ¢ ES61-5C

Jarvis MC.1984, Plant Cell “viron: 157 "o

. Cosgrove DI, Durachk DVLIY94, ] 7 p.Bot 45:1711-1719.

. Selvendr: 1 RR, O'Ncill MAL1987. En:"Mc.hods of Bioguce.: c2' Analysis™, pp 25-153. New York.
.Bingh L1992, Ea"Methods of Soil Analysis™ Part 2.C m* 1 and Microbiological Properties™. pp.
431-447.
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Regulacjéﬁ del crecimiento y desarrollo C11-15

Histochemical detection of H,O, by tissue printing as a precocious
“marker” of rhizogenesis

C.C. Neves, S$.0. Amdancio
Dept. de Boténica ¢ Lng". Bioligica, Instituto Superior de Agronomia da
Universidade lécnica de isbou, Tupada da Ajuda,
1399 Lishou Codex, Portugal

Hydrogen peroxide is a constituent of oxidative plant metabolism. [t is the product of
peroxisomal and chloroplastic oxidative reactions and. duc to its cxtremely positive redox
potential, is an unstable molecule that reacts with many reduced compounds and is casily
degraded by catalase, an enzyme ubiquitous in plunt material. H,O, is probably a substrate
for peroxidases in the formation of cell wall polvmers such as hignin, suberin and insoluble
glycoproteins.

One of scveral assay procedures for the determination of H,0, is based on the oxida-
tion of KI to L, by the H,0, visualised by the formation of the blue-black I,-starch com-
plex. This reaction is the basis of a histochemical assay of H,O, in freshly cut plant tissue
sections. Using this reaction together with the technique of “tissuc printing” it 1s possible to
detect and localisc H.O, in higher plant organs in a rapid and simple manner. The basic
principle of the “tissuc printing™ technique consists in the fact that much of the content of
the cells at the surface of a freshly cut tissuc section can be transferted to an adhesive or
absorptive suriace with [ittle or no lateral mixing or diffusion.

During the process that leads to the formation of adventitious roots, a certain group of
induced cclls is required to dedifferentiate and subsequently divide and enlarge forming a
meristem. [t is clear that such a mijor shift in the developmental tate of cells involves com-
plex micracting changes at the biochemical level, including the H,O, level present in those
cells and surrounding tissues. The present communication describes the application of the
H,O. printing assay during the adventitious rooting process in cuttings of Vitis vinifera L.
cultured in virro.

In general, high fevels of H,0, can be detected in no longer growing tissues and much
lower levels can be observed in actively growing or meristematic tissues of stems and
roots. The histological cuts and tissuc printings obtained with grapevine stems showed that
H,O, was preferentially associated with the epidermis. pith parenchyma and vascular cam-
bium. The ring of tissue between cortex and pith containing the xylem and phlocm does
not shown a detectable print. appearing to be devoid of H,O...

The histological data obtained during the root induction and acclimatization stuges
showed that 4 days after the beginning of auxin treatment the cells from the vascular cam-
bium and medullar rays began to divide actively. The tissue printings obtained in the same
days also showed some sort of desoganization in those particular tissucs In histological
cuis from the 6% day we can identify the meristemoids. that by day 8 become individuali-
sed, giving rise to the tyf)icul pointed shape of the root primordium. The tissue printings of
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Regulacion del crecimiento y desarrollo C11-16

El gen FRUTO]1 controla el desarrollo del ovario en
Arabidopsis thaliana

M. Aguilur, P. Aranda y M. Pineda
Departamento de Bioguimica v Biologia Molecular, e Instituto Andaluz de
Bintecnologia. Facultad de Ciencias, Universidad de Cordoba,
Avda. San Alberto Magnw, s/n, 14071-Cordoba

El desarrollo de Ja flor en la dicotileddnea Arabidopsis thaliuna es un proceso muy
bien caracterizado a nivel morfoldgico. El pistilo bicarpelar de Arabidopsis es un 6rgano
complejo que aparentemente presenta un proceso de desarrollo y diferenciacion tnico en la
organogénesis de la flor. En nuestra aproximacién genética y molecular a este proceso
hemos aislado diversas estirpes mutantes, obtenidas mediante mutagénesis quimica con
EMS, que estan afectadas en el desarrollo normal del pistilo.

La mutacion fruto!, objeto de este estudio, afecta fundamentalmente a la diferencia-
cién de tejidos de la pared del ovario. Los estudios genéticos realizados muestran que se
trata de una mutacién sumple, nuclear y recesiva. Se han aislado cuatro estirpes mutantes
con un fenotipo similar, denominadas tentativamente frel-/, frel-2. frel-3 y frtl-4. Un and-
lisis de complementacién ha revelado que se trata de alelos del mismo locus FRTI. Este
Jocus s¢ ha mapeado en el cromosoma 3, ligado al marcador visual yi (inflorescencia ama-
rilia).

Un scguimicnto completo del ciclo de vida de la planta ha permitido realizar una deta-
flada caracterizacidn fenotipica de los distintos alelos mutantes frr/ en condiciones de cul-
tivo estdndar. La mutacién no muestra ningtn fenotipo aparente duranie la ctapa vegetati-
va, y la transicidn a la fase reproductiva no difiere respecto de la estirpe silvestre: tampoco
se ve afectada la longitud del internodo. il ndmero, la morfologia y la disposicién de péta-
los, sépalos y cstambres son normalcs.

Un andlisis detallado del fruto a mivel anatomico € histolégico reveld lu existencia de
grandes aberraciones en los mutantes fr¢/. Si bien las flores son fértiles, ¢l fruto sdlo aican-
za un tereio de la longitud del silvestre, y el nimero de semillas por fruto ¢s aproximada-
mente un 50% del normal. En definitiva, esta mutacion impide una correcta diferenciacion
de los distintos tejidos de la pared del ovario y del septum, que aparentemente presentan
una especie de interconversién. Como consecucncia de esta malformacidn del ovario, las
semillas se desarrollan en un espacio limitado, y presentan deformaciones; si bien son
totalmente viables. Las plantas frz/ también presentan un grado de ramificacién mayor, v
un tiempo de floracion mds extendido; por &ste motivo, el ndmero de frutos y semillas por
planta es sensiblemente mayor que en la estirpe silvestre. La mutacidn también parcce
afectar al desarrollo de la hoja caulinar, que muestra un contorno mds redondeado que en la
estirpe silvestre.

El andlisis fenotipico de dobles mutantes consuuidos con frtl y otros mutantes que
afcctan al desarrollo floral (clavata, pistillata, vy flo] ) corrobora 1a idea de que FRTI parece
intervenit fundamentalmente en la diferenciacion de lejidos de la pared del ovario. Sin

403



404 -



Regulacidn del crecimicento y desarrollo C /

.-— . s ‘-.e.-e‘l'e|' r.l‘- 1( Cf -resi,esl

g - ficien” __""rro arias. o eas

FJ. Romeru, E. Alcantara y M. Diaz de la Guma
D camneito de o rononia, ET.SLAM., Uni sidad de Cirdoba,
Apdo 3048, [ 1080 Cordoba

El hicrro (7 es un clemento hay ahundanie on Ja mayoria de los suclos pero sucie
watar poco disponi  : para las plan s, s hre tod n los suclos cale cos, debic » w ~u baja

s¢' bilidind. Las plant s gramiree. Jbsorben o 2 nform ae i etI)-fitosiderofor To-
do lews itosiderdioros sustancti 5 g clantes del Fe liberaews por 1as propias rafees. _as no
Soonn absorhen ol Fe preferentemente como Fef'ry, para lo cual det .. ~ucir o
Lo 1. el mes ~bundante en los uelos, por medio de un sistema redox localizacy 1

células epide .icux de Ja raiz. Par~ (avorecer la absorcion del - _, estas plantas ponen en

marcha una seric de mecanismos de respucsta, tuwe como incrementar la capacidad para
reducir Fe(Ill) « /1D, acidificar el medio y desarrollar engrosamientos con abundent
pelos radicales . las zonas subapicales de las rajces. Estos mecanismos d 1 uesia .3
<..dn siempre en marcha, sino que se activan o inactivan dependicndo de :as necesidades
de o de 'a planta.

Par xplicar la regulacion de los mecanismos de resnuesta se han suecrido basica-
mente dos tipos de hipdtest... Unas, consideran que cs ¢l propio Fe, mediante su unién con
prote{nas reguladoras u otran sustancl  {nicotianamina), ¢l que regula los gencs resp nsa-
hles de los diferentes mecanismos de respucsta. Otrus hipdtesis st nen que la deliciencia
d+ " x altera los niveles de algunas hormonas y gue son éstas las yue *iducen los mecunis-
mos e respuesta.

Nuestro grupo de investigacion ha obtenido en los dltimos anos nun 5 evidencias
que sugieren que la hormona ctileno estd implicada ¢n la regulacion de ios citudos meca
nismos de respuesta. A continuactén se citan resumidamer” al unos de los experimentos
realizados y Jos resultados mads important. obtenidos enfo = mos.

St se cultivan plantas (pepino, guis~~‘e. tormate, cte) en solucione nutrifivas sin 1.
ésias, transcurridos varios dias. inducen los mec. 1usmos de respuesta. s no o urre sien la
solucién nutritiva se aiade algtin inhibidor de fa sintesis de etileno (cobalto, AVG, AOA) o
de su accidn (tiosulfato de plata). En el mismo sentido, convienc scilalar que existe un
mutante de guicante ("E1077) que siempre tiene en marcha los mecanismos de respuesta,
independientemente de qu. s¢ cultive en solucién nutritiva con o sin Fe. Cuando se cultiva
con Fe abundante, este mutante absorbe grandes cantidades de Fe. lo cual le ocasiona pro-
blemas de toxicidad e, incluso, la muerte. Pucs bien, dicho mutante se comporta como una
planta normal si, al cultivarlo con Fe, se afiade alguin inhibidor de la sintesis de etileno.

Cuando se cultivan las plantas en soluciones nutritivas con Fe abundanic, éstas no
inducen los mecanismos de respuesta. Sin embargo, si s¢ aplica en la solucién nutritiva ete-
f6n (sustancia liberadora de etileno) o ACC (precursor de la sintesis de etileno). se inducen
dichos mecanismos.
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Regulacion del crecimicnto y desarrolfo C11-18

Anilisis del contenido en capsicinoides en el pimiento de Padrén
durante el desarrollo

B. Estrada, F. Pomar, J. Diuz, F. Merino v M. A. Bernal
Depurtamento de Bioloxia Animal, Bioloxia Vexetal y Feoloxia,

Universidade da Corwia, Campus du Zapateira s/n, 15071, A Corunia

El pimiento de Padron. Capsicum annuum 1., var. annuwm, cs un cultivar altamente
apreciado en Galicia desde el punto de vista gastronémico. Se consume en estado inmadu-
ro cuando su tamario dista bastante del que alcanzard en la madurez y cuando cl nivel de
capsicinoides ¢s muy bajo. La comercializacion se realiza en tresco para Su consumo cono
hortaliza, a diferencia de otros considerados picantes que se cosechan en estado de sobre-
maduracidn, se comercializan como especia y se consumen generalmente molidos.

Los frutos se recogicron en ¢l invernadero con una periodicidad semanal desde el dia
14 hasta el dia 42 contados a partir de la antesis. A lo largo del proceso de maduracién se
ha observado un incremento notable en ¢l peso y en el tamafio, asi como en ¢l contenido de
carotenoides, mientras que las clorofilas presentan un maximo en el dia 28, para luego dis-
Minuir.

La extraccién de los capsicinoides se realizo segiin la téenica de Collins er al. (1995)
analizindosc posteriormente las muestras por HPLC, utilizundo para cllo una columna Cm
Spherisorb ODS2. '

Los resultados obtenidos muestran que la capsicina y la dihidrocapsicina comicnzan a
acumularse entre los 14-21 dfas despuds de la fJoracion. alcanzando su mdximo valor a los
42 dias. sicndo la capsicina ¢l componente mavoritario en todos los estadios analizados.
Este pateén de acumulacion estarfa de acuerdo con los resultados obtentdos por otros auto-
res en otras variedades (Suzuki et al., 1980: Salgudo-Garciglia v Ochoa-Alcjo. 1990). Sin
embargo hay que destacar que los niveles de capsicinoldes ¢en el pimiento de Padrén son
muy bajos incluso en el tltimo cstadio estudiado, por lo que se podria considerar como un
pimiento moderadamente picante.

Collins, M.D., Wasmund, L.M. & Bosland, P.W. (1995). HortSci. 30 (1): 137-139.
SuuKi, T., Pujiwake, H. & Iwai, K. (1980). Plant Cell Physiol. 21 (5): 839-853.
Salgado-Garcigha, R. & Ochoa-Alejo, N. (1990). Plant Cell Rep. 8: 617-620.

(Trabajo financiado por 1a Xunta de Galicia. XUGA 10301/A/95)
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Regulacion del crecimiento y desurrollo Cl11-21

Induccién por Brasinélidos de 3-tubulinas relacionadas con la
elongacién de los epicotilos de Cicer arietinum

F. J. Murioz, B. Dopico y E. Labrador
Departamento de Biologia Vegetal (Fisiologia Vegetal),
Faculrad de Biologia, Universidad de Sulumanca,
Campus Miguel Unamuno, Avda. Campo Charro s/. 37007
Salamanca. Espaia

Email: labrador@ gugu.usul.es

Un clon de ¢cDNA que codifica para una posible B-tubulina ha sido aisludo de una
genoteca de cDNA construida a partir de mRNA de epicotilos de 5 dias de Cicer
arietinum, El analisis de la secuencia de ammoiicidos deducida del ¢DNA, nos indica la
presencia de un posible sitio de autorrcgulacion en los 4 primeros aminoacidos, de un lugar
de union de GTP y de una zona especifica de union a calcio v proteinas MAPs (proteinas
asociadas a microtdbulos). Todas estas caracteristicas son comuncs en las B-tubulinas des-
critas en plantas (Fosket y Morejohn, 1992). Ll andlisis del DNA de garbanzo mediante
Southern, nos indica la existencia de una tamilia multigénica de B-tubulinas.

Lste clon estd regulado diferencialmente a través del crecimiento. Asi. los niveles de
expresion estdn en correlacion con la tasa de crecimiento, tanto en las plantulas como en
plantas adultas. As{ mismo los niveles de transcritos de B-tubulinas son mds altos en los
tejidos que presentan elongacién tales como cpicotilos y rafces de plantulus y tallos de
plantas adultas.

Los Brasinélidos (BR), hormonas que inducen ¢l crecimiento de secciones de epico-
tilos de garban-o. ticnen un efecto inductor de la expresién de B-tubulinas. Otras hormo-
nas, como ¢l TAA, aunque inducen cl crecimicnto no moditican los niveles de transcritos
de B-tubulinas. El distinto ¢fecto que ticnen las combinaciones de hormonas BRAIAA y
GA +IAA sobre los niveles de B-tubulinus. indicaria que BR y GA | promueven el creci-
miento inducido por IAA a través de diferentes mecanismos. De estos resultados pode-
mos concluir que ¢l crecimiento inducido por BR cn epicotilos de Cicer arietintmn estd
en relacién con los cambios que esta hormona produce en la expresién de $-tubulinas.

Fosket DE, Moreiohn LC: Stiuciural and tunctional oreanization of tubulin, Annu Rev Plant Physiol 43:
201-240 (1992).
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Departe 1o de Biologiu Ve~ |, Facnhad de Biologia,
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Analisis in vivo de la fraccién de poliaminas conjugadas a ADN
gendmico en el liquen Evernia prunastri

J.L. Mateos', A. Reyes® y M.E. Legaz’
'Departamento de Biolvgiu Vegetal 1, Fucultud de Biologia, Universidad Complutense de
Madrid, 28040-Madrid. 2Departamento de Gendética, Facultud de Binlogia,
Universidad Complutcnse de Madrid, 28040-Madrid

Las poliaminas putrescina (PUT), espermidina (SPD) v espermina (SPM) son un
giupo de aminas alifiticas de bajo peso molecular, que sc caracterizan por poscer grupos
amino quc se¢ cncuentran protonados a valores de pH fistolégico. Desde cl punto de vista
funcional. las poliuminas aparecen como reguladores de una seric de procesos relacionados
con el crecimiento y desarrollo de la célula vegetal. tales como la division y proliferacidn
celular, y la diferenciacion organogenética. Asimismo, son reguladores de un numeroso
grupo de enzimas fosforilantes. por otra parte implicados en la transduccion de la sefial.

Derivado de su cardcter policatidnuco, las poliamunas pucden aparecer en forma libre. asi
como formando conjugados a los grupos electronegativos de otros compuestos, ya scan de
pequeiio tamafio molecular (fenoles. azicares) o macromoléeulas (proteias, deidos nucleicos,
fosfolipidos de membrana). Concretamente, la unién de poliaminas a ADN., las clasifica como un
grupo de metabolitos reguladores de los fenémenos de replicacién, transcripcidn y traduccidn.

Existen numerosos trabajos. en los que sc ha estudiado. al menos en condiciones in
vitro, el efecto que producen la union de poliaminas sobre la estructura de la doble hélice
del ADN. Sin cmbargo, son muy pocos los estudios de que s¢ dispone con respecto a la -
unidn de ambos ligandos cn los sistemas vivos. y menos atn, en cclulas vegetales.

En el presente trabajo, se ha desarrollado un método de aislamiento de ADN del geno-
ma de E. prunasiri, que ha permitido ¢l posterior andlisis de los metabolitos que se encuen-
tran conjugadas a dicho dcido. Entre ellos. se han detectado las poliaminas PUT y SPD.

Los talos de L. prunastri conticnen cuatro especics de fenoles liquénicos: atranorina. clo-
roatranorina y los dcidos evérnico y usnico. De todos ellos, el dcido evémico (mayoritario en
esta especic) es el dnico fenol que aparece como conjugado a poliaminas y ADN, en aquellas
suspensiones correspondicntes a la extraccién del dcido nucleico. Consccucntemente, se postula
la lupdtesis de que el dcido evémico se conjuga a poliaminas, pero no lo hace de manera exclu-
siva, sino quc forma parte de un complcjo en el que ¢l ADN aparece como integrante.

Ll anabolismo de los fenoles liquénicos es susceptible de ser regulado por efectores,
tales como urea o arginina. Asimjsmo, la acumulacion de poliaminas cs distintiy, segin sea
el valor de pH extracclular. Por ello, los talos hun sido incubados cn tampon MES 20 mM,
apH 6,8 69,15, en presencia o ausencia de L-arginina 40 mM, o bien urea 10 mM, durante
diferentes tiempos, a 26 °C en obscuridad. De todas las condiciones ensayadas. la urea a
pH 6.8 resulta Gptima para la acumulacién de PUT y SPD conjugadas a ADN. asi como
para los niveles de dcido evémico que se conjugan a estos ligandos.

Desde el punto de vista fisioldgico, Ia existencia de cstos conjugados pudiera estar
relacionada con la prevencidn del daiio oxidativo que sufre la molécula de ADN. a consce-
cuencia de la radiacion UV, gquedando ésta absorbida por ¢l derdo evérnico. Esta reaccion
de fotooxidacion es uno de los principales desencadenantes del envejecimiento celular, en
cuya prevencion también intervienen las pofiaminas.
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Regulacion del crecimiento v desarroilo C11-28

Un flavocitocromo b es aparentemente el responsable de la generaci#=
de O,e elxilema deZ. elegans

A. Ros Barcels
Departamento de Biologiu Vegetal (Fisiologia Vegetal ), U= sidad de Murcia, E-30100 Murcia

E] proceso de lignificacidn de la pared celular consiste en la deposicién de un polime-
ro heterogéneo, y de naturaleza hidrolGhica, que resulta del acoplo oxidativo de los alcoho-
les cinamilicos p-cumarilico, coniferilico y sinapilico. y ticne lugar mayoritariamente en ¢l
xilema de las plantas. Dicha reaccidn estd catalizada por ! d1mas peroxidasa y lacasa.
Aunquc hoy dia existe cierta controversi sobre la exiension en la cual la sintesis de ligni-
na ..td catalizada por cada una de est - enzimas , si hay algdn meea smo realmente
desconocido relacionado con la lignificacién de [a pared celular, éste es ¢l mecanismo de la
generacién del H,O, nceesario para la activacian del ciclo catalitico de la peroxidasa’™.
Hipétesis previas ' han supueste que la misma peroxidasa podria generarse su propio . 0,
cn la presencia de un reductor adecuado que estuvicra presente, 0 se transportara, 4 trav s
del xilema. Liste podria ser el caso del regulador endogeno del crecimiento, dcido indol-3-
acético (3). Recientemente se han propuesto sistemas alternativos para la produccién del
Hle_ que, aparcntemente, resultan vilidos para explicar 1a procuccidn de éste durante las
situaciones de estrés de la planta. Uno de ellos™ implica a un {lavocitocromo de membrana
plasmitica. con actividad NADPH oxidasa. que generarfa anidn superdxido a oartir de O,
utilizando como reductor NADPH citosélico. J:1 anidn superdxido posteriorme te dismuta-
ria a H,0, por la accidn de una CuZn-superdxido dismutasa.

En esta connnicacidn se aportan datos yue sugicren que la produccion de H.OL deter-
minada histoguimicamente a nivel del xilema de £ ¢/eguns, y que cstid relacionada espa-

cialmente con la deposicion de ligninas y Ja distribucién d - peroxidas . mediada por
un flavocitocromo andlogo a la NADPH oxidasa de miembrana plasmdte . e hecho, la
produccién de H,0, en el xilema de Z. ¢lega totalmente inhibida por wnhibidores del

componente hemoy -ofeico de este flavocitocromo (piriding e imidazol), asi como por inhi-
bidores del componerte flavinu (quinacring y cloruro de difenileneiodonium). © 1os resul-
tados son discutidos cn relacton con owos M canismos propuestos pata la produccién de
H,0, en el xile Sy en relacién con sistenias alternativos propuestos a nivel de orgdnu-
los en los cuales la produccidn de H.O, estd sometida a uni. . w..te homeostasis.

1.Ros B: 7 W (1995) Prore ism. 1RA - -,
2. Ros Be. S0 A 01997 Inte Rev, O ol Expronisa.
3. erer MA, Pedre MAM nozR R 7 eeld A om0, 8BS 27600, AL

4 Aun CK, Murphy "M 11997 Pli -~ h, “ol. 107: 1241-12x .
5. Ros Barce!é A, Morades " 1. dreilo MA (1997) ACS Symp. Ser. F= prensa.

a7 nanciada por la CICYT :erayecio PBOS ' D5
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Regulacion del crecimiento y desarrollo C11-30

Inmunodeteccion de fitocromo en extractos foliares y pulvinulos de
Robinia pseudoacacia y Albizzia lophantha

L. Moysset, E. Ferndndez y E. Simon
Departamento de Biologia Vegetal, Unidad de Fisiologiu Vegetul,
Universidad de Barcelona, Avenida Diagonal 645, 08028 Barcelona

El crecimiento y desarrollo de las plantas superiores cstd finamente controlado por la
luz. El sistema (itocromo regula nurnerosas respuestas fotomorfogénicas y estd formado
por una serie de fotorreceptores cromoproteicos molecularmente préximos codificados por
una familia de genes divergentes. El fitocromo A es el mds estudiado, abundante en plantas
etioladas y labil a la tuz. El fitocromo B es estable a la luv.

El objetivo de este trabajo es identificar y localizar el tipo de fitocromo implicado en
el fotocontrol de los movimicentos foliares de Robinia pseudoacacia 'y /ilhizzio lophantha
mediunte anticuerpos monoclonales (mATI, MAC 50, 54, 56 y 200) y policiunales CP
3/289 no especificos contra fitocromo de Leguminosas. La inmunodeteccion se ha realiza-
do mediante Western-Blott en extractos foliares de plantas irradiadas con luz roja (5 minu-
tos,17.5 Umol.m2.s7"), a 4°C y cn cdmara oscura con luz de scguridad verde. Como mate-
rial control se utilizaron extractos de cotiledones dectiolados de Cucumis sativies. La dee-
tiolacidn se realizd durante las 24 horas precedeuntes a li extraccion con trradiacions de 15
minutos de luz roja cada dos horas. T.a localizacion intracelular del fitocromo se efectué
por microscopia electrénica de transmision en secciones transversales de pulvinulos (ijados
cn 44 paratormaldehido-0,5 g¢lutaraldchido en tampédn fosfato 0.1 M (pH 7,4) e inclui-
dos en LR-White o Lowicryl K4M. La inmunolocalizacion se llevo a cabo xegtin McCurdy
y Pratt (1986) mediunte mesclas de anticuerpos mounoclonales IMAC 200 + 54 y MAC 56
+ 501 o con CP 3/289.

Uno de los principiles problemas en la inmunodeteccion por Western-Blott radica en
una adecuada cxtraccion de! pigmento, ya quc se encucntra en muy bajit concentracidn y se
hidroliza ficilmente dando productos de un peso molecular inferior al esperado (alrededor
de 124 KDa). Para reducir este problems sc han empleado diferentes métodos de extrac-
c16n usando multerial liofilizado o congelado. Los extractos de fitocromo de Robinia y
Albizzia no reaccionan con mAT L, un anli,cuerpo\monoulonal que reconoce fitocromo B de
tabaco y pepino. En cambio, reaccionan con MAC 200 aungue se observan varias bandas
de peso molccular inferior al esperado, principalmente una de 74 KDa que podifa corres-
ponder al extremo amino terminal de fa molécula. Fl {itocromo de pepino reacciona positi-
vamente con MAC 200 v CP 3/289. En ¢l poimer caso s¢ detecta una banda de aproximada-
mente 124 KDa y vanas de tamaifio inferior. En el segundo se obticnen tnicamente dos
bandas, una de aproximadamente 74 KDa y otra dc 55 KDa que posiblemente correspon-
den a los dos extremos, el amino teominal y el carboxi terminal. del fitocromo. Bandas de
tamafio similar no se han detectado en extractos de Robinia ni Albizzia.

La inmunolocalizacién indica que el fitocromo se encuenira en muy cscasa cantidad
en los pulvinulos, tanto en las células corticales como en las del cilindro central. A nivel de
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Regulacién del crecimiento y desuarrollo C11-32

tes: una solubilizacién pscudoautolitica, de cardcter no enzimadtico, de polisaciridos pécti-
cos de elevada masa molecular, probablemente procedentes de la tdmina media, y la libera-
cion autolitica de restos de asdcares neutros, principalmente glucosa y zalactosa mediada
por la accién de diferentes glicosidasas.

Gallego, P. P.(1996). D..c. nination « “cell wall autolysis. En “Modern methods of pl .. analysis."(H. F.
Fiske1sy 1B Jackson. eds.p. ve '7 - v 45-61. Spri | -Veriwe, Berlin.

Recio o Booy neina, AL A ez L MUCA Y T L (1995), Cell wall auvtolysis + heans (Phaseolus " aris
Lo caliza —"minar characterization. 7th Cell Wall Meeting, p 210. Santia; > de Compostel 1995,
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Senescencia y fisiologia post-cosecha C12-1

Senescencia foliar y metabolismo del oxigeno activado:
Funcion del ciclo ascorbato-glutation de mitocondrias y peroxisomas
de hojas de guisante

A. Jiménez, J.A. Herndndez, G.A. Pastori!, L.A. del Rio’ y F. Sevilla
Departamento de Nutricion y Fisiologia Vegeral, Centro de Edafologia y
Biologia Aplicada del Segura, CSIC, Murcia; y
'Departamento de Bioguimica, Biologia Celular v Molecular de Plantas.
Estacidn Experimental del Zaidin, CSIC, Granada

En trabajos recientes llevados a cabo en mitocondrias y peroxisomas purificados de
hojas de guisante (Pisum sativum L.) se ha demostrado la presencia en estos orgdnulos celula-
res de los antioxidantes ascorbato y glutation junto con todas las enzimas del ciclo ascorbato-
glutation: ascorbato peroxidasa (APX), monodeshidroascorbato reductasa (MDHAR), deshi-
droascorbato reductasa (DHAR), y glutation reductasa (GR) (1,2). En esta comunicacién s
cstudia el efecto de la senescencia foliar sobre la actividad de los componentes del ciclo
ascorbato-glutation, la peroxidacion lipidica, y los niveles de H,O, en fraccién soluble, mito-
condrias, y peroxisomas purificados de hojas jévenes (15 dias) y de hojas scnescentes de gui-
sante, asi como sobre la generacidn de radicales O, por particulas submitocondriales.

La senescencia de las hojas se indujo por incubacidon de las mismas en oscuridad a
28°C hasta 11 dias (3), v los organulos cclulares s¢ aistaron por centrifugacion diferencial
y en gradientes de densidad de Percoll (2). En mitocondrias aisladas de hojas sencscentes
tenia lugar una disminucidn significativa de todas las actividades enzimdticas del ciclo
ascorbato-glutation. Paralelamente a estos cambios, se incrementaba ¢l contenido de HQO2
y la tasa de generacion de radicales O,°, mientras que los niveles mitocondriales de ascor-
bato y de glutation disminufan significativamente.

En peroxisomas, la senescencia foliar inducia una caida significativa de las activida-

_des APX y MDHAR, mientras que la actividad DHAR aumentaba ligeramente asi como la
concentracién de H,O,. Sin embargo. al contrario que cn mitocondrias, el nivel de gluta-
tion experimentaba un fuerte aumento y el de ascorbato se mantenia estuble.

En la fraccién soluble de hojas senescentes la actividad DHAR aumentaba significati-
vamente y, al igual quc cn peroxisomas, también se incrementaba la peroxidacién lipidica
y el contenido de glutation.

Los resultados obtenidos sugicren que las mitocondrias, al igual que los peroxisomas
(3,4), desempenian una funcién en los mecanismos oxidativos que acompaian a la senes-
cencia foliar, favorccicndo la liberacién de especics de oxigeno activado al citosol. Sin
embargo. la difcrente respuesta encontrada en el ciclo ascorbato-glutation de peroxisomas
y mitocondrias, asigna un papel predominante a los peroxisomas en el mecanismo oxidati-
vo de la senescencia. En cste sentido, el H,0, y el glutation peroxisomales podrian actuar
como mensajeros quimicos especificos en los procesos de transduccion de seiiales durante
la senescencia foliar.
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Endoproteasas de peroxisomas de hojas de guisante:
Estudio de la autodegradacion de proteinas del organulo

J.M. Palma, S. Distefano, M. Gomez' y L.A. del Rio
Departamento de Bioguimica, Biologia Celular y Molecular de Planias,
!Departamento de Agroecologia y Proteccion Vegetal,
Estacion Experimental del Zaidin, CSIC, Apdo. 419, 18080 Granada

Los peroxisomas son orgdnulos subcelulares que poseen un tipo de metabolismo funda-
mentalmente oxidativo y que contienen catalasa y flavin oxidusas gencradoras de H,0,
como constituyentes enzimdaticos basicos (1). En los dltimos afios s¢ han aportado cviden-
cias que sugieren la existencia de distintas funciones para estos orgdnulos celulares relacio-
nadas con espegies de oxigeno activado (2). Recientemente se ha descrito la presencia de
actividad exo y endoproteolitica en peroxisomas de hojas de guisante (3,4). En peroxisomas
de hojas senescentes por EGPA-SDS se han detectado siete endoproteasas (EPs) distintas:
de ellas tres son serin-proteinasus, las EPs mayoritarias en peroxisomas; dos son cistefn-pro-
tefnasas y una metalo-proteinasa (4). En este trabajo se ha llevado a cabo el estudio de la
accién de las endoproteasas de peroxisomas de hojas senescentes de guisante sobre diferen-
tes proteinas del propio orgdnulo, y sobre otras proteinas exégenas de origen vegetal.

Las plantas de guisante (Pisum sativum L., var. Lincoln) se cultivaron en invernadero
en medios hidropdnicos, en condiciones dptimas, durante 20 dias (plantas jovenes) y 50 dias
(plantas senescentes). Se purificaron los peroxisomas de las hojas mediante centrifugaciones
diferenciales y en gradiente de densidad de sacarosa (35-60%, p/p) (5). Los peroxisomas
aislados se rompieron por choque osmético, y las fracciones solubles (matrices peroxisoma-
les) se obtuvieron por centrifugacion a 120.000 g durante 30 min (5). Para los ensayos de
degradacién de proteinas, las matrices peroxisomales se concentraron por ultrafiltracién, se
incubaron con o sin protefnas exégenas a 37°C durante 16 horas. y posteriormente las mues-
tras se analizaron por EGPA-SDS. Las bandus proteicas resultantes se detectaron en los
eeles con nitrato de plata, y también se realizaron transferencias de Western empledndose
anticuerpos especificos frente a Rubisco y a distintas proteinas peroxisomales (catalasa, gli-
colato oxidasa, Mn-superéxido dismutasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa).

El andlisis por EGPA-SDS de las matrices peroxisomales de hojas senescentes mostrd
una disminucién considerable del niimero de polipéptidos con relacién al patrén obtenido
con pc;oxisomas de hojas jovenes. En los ensayos de transferencia de proteinas con matri-
ces peroxisomales de hojas senescentes, se pudo comprobar una disminucion de las bandas
de las proteinas glicolato oxidasa, catalasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, con rela-
cién a las matrices control. Este efecto iba acompafiado por la aparicién de bandas inmuno-
reactivas de menor masa molccular, probablemente originadas por degradacion de las pro-
teinas anteriores. Por el contrario, la cnzima Mn-SOD peroxisomal no sufria degradacién
proteolitica alguna. Estos resultados concuerdan con los obtenidos previamente en nucstro
laboratorio en peroxisomas de hojas senescentes de guisante, donde se encontré una dismi-
nucién notable de la actividad catalasa y un aumento de la actividad Mn-SOD (6).
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Estimacion de la calidad de semillas envejecidas
de Foeniculum vulgare Mill. var. vulgare

M.A. Pérez-Cerezo, M. Torres, M.M. Pavon y *J.L. Esteban
Departamento de Biologia Vegetal 11, Universidad Complutense,
28040-Madrid *Instituto de Quimica Orgdnica, C.S.1.C.,

Juan de la Cierva, 3, 20006-Madrid

El interés dc un gran nimero de especics veyetules reside en la presencia de los compo-
nentes voldtiles obtenidos de sus aceites esenciales. que por sus propicdades quimicas y farma-
colégicas son ampliamente utilizados en la industria farmacéutica, alimentaria y cosmética. La
bondad de estas especics, por tanto, viene definida por la composicion cualitativa y cuantitativa
de sus aceites esenciales, que puede cstar condicionada por distintos factores (genotipo, condi-
ciones de cultivo y conservacion, madurez fisioldgica. procedimientos analiticos, efc.).

Con objeto de conocer si la calidad del aceite esencial constituye un sistema indicador
del deterioro de las semillas envejecidas de hinojo (Foeniculum vulgare Mill. var. vidgare),
se presenta la caracterizacion de sus componentes voldtiles mediante andlisis de cromato-
grafia de gases y cromatografia de gases acoplada a espectroscopifa de masas (CG-MS).
Las semillas se someticron a envejecimiento artificial por almacenamicnto cn ciimaras her-
méticus a 43°C y 75% humedad relativa durante 3 a L5 dias.

El andlisis cualitativo de Ta fraccién voldul revela [a presencia de més de treinta compo-
nentes, de los cuales dnicamente sc han cuantificado aguellos constituyentes que aparecen en
cantidades superiores o ignales a 0,1% de trans-anctol, ya que cste componente estd considera-
do como factor principal de la calidad del aceite esencial de hinojo y que se presenta en todas
las muestras analizadus en proporciones iguales o superiores al 70%. La identificacion com-
plementaria por los pardme(ros de retencién confirma la presencia de los siguientes compo-
nentes: O-pineno, sabineno+B-pineno. §-mirceno, B-felandreno. p-cimeno. T-terpineno, a-ter-
pinoleno, alcanfor, carvona y 8-cadineno. En todos los casos analizados. la presencia y canti-
dad detectada de trans-anetol, fenchona y L-hmoneno, junto con las cantidades trazas de eis-
anctol, ponen de manifiesto que la exposicidén de las semillas de hinojo ¢ las condiciones de
envejecimiento utilizadas no afecta la calidad del accite esencial obtentdo.

La ausencia de alteraciones en la composicion cuali y cuantitativa de la fraccidn voli-
til del aceitc esencial procedente de semillas envejecidas de hinojo var. vulgare constituye
un sistema estimador de la calidad del producto obtenido, pero no puede utilizarse con
fines predictivos, ya que no se corresponde con Ja cvolucién de los pardmetros indicadores
de la calidad fisioldgica, definida por la viabilidad y vigor de Jas semillas y el rendimiento
en aceite esencial obtenido de las mismas. Estos pardmetros disminuyen a medida que
aumenta el tiempo de envejecimiento, por lo que pueden considerarse indicadores del dete-
rioro de Jas semtilas.

Trabajo cofinanciado por Ja Secretarfu de Estado de Comercio (Ministerio de Economia y Hacicnda) y la
Universidad Complutense de Madrid.
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Posicao na arvore e conservacio de macas Granny Smith
em minicimara de atmosfera normal

Cavalheiro!, J., A. Santos’, 1. Recasens® e G. Barreiro®

'Secgdo de Fitotecnia, UTAD, Ap. 202, 5 001 Vila Real, Porwgal
2Area de Posteollita, Centre UdL-IRTA, 25 198 Licida, Catalunha
‘Dep. Fisiologia Vegetal, EAN, 2 780 Oeiras, Portugal

Este trabalho decorreu na UTAD e compreendeu a andlise de § pariinetros de qualida-
de numa amostra da produgio da campanha de 1994/95, envolvendo 1900 magis, em dois
porta-enxertos ¢ trés faixas de altura na planta, e tendo em conta a posi¢do dos frutos no
ramo suporte (cédigos) ¢ frequéncia no corimbo. As arvores foram plantadas em 1980 e
conduzidas cm eixo vertical. a 3* 1 m.

Em trés datas de colheita (semanais, a partir de 8/10) os frutos foram coditicados indi-
vidualmente, pesados e armazenados em minicamaura de atmosfera normal, & temperatura
de 3°C %1 ¢ 90% HR =10. O calibre, a dureza, o amido, os sélidos soldveis ¢ a acidez
foram analisados em trés amostras representativas: uma 2 entrada na cimara, e em duas
datas de saida: Abril e Junho.

A entrada na cAmara, as macis do cavalo M9 pesavam 207g, ou seja, mais 21% do
que as do M106. com diferengas altamente significativas de calibre entre as provenicntes
das trés faixas de altura. Também ao nivel da posicio dos frutos no ramo suporte haviit
diferengas (P=0,0001) de peso, sendo os mais representativos da produgio — os de esporbes
(ER) e de topo (RT) dos ramos, com 57 ¢ 29%, respectivamentc — cerca de 10 e 137 mais
pesados que os de posicao lateral (RIL), de 186 gramas, representando cstes 9%« da pro-
du¢do, e sendo 3% mais doces. Em termos de frequéneia nos corimbos. registou-se uma
razdo Inversi com o peso, excepto para os RL, em particular no M9.

Até a primeira saida, as perdas de peso durante a conservagdo decresceram regular-
mente da 1* para a 3* datas de collicita no cavalo M9, totalizando 2.7, 2.5 e 2.3% nas da 1,
2% e 3* datas, o gue equivale a teremn perdido 0,41, 0,38 e 0.35% do peso por mds, respecti-
vamente, mas duplicaram a perda até a 2° saida; no M106 as perdas ndo foram relevantes,
talvez por niio terem sido pesados frutos da 3" colheita nem analisados os da 2* safda.
Embora sem difercengas significativas, os frutos ER foram os que perderam mcnos peso
(0,35%/més) e os RL foram os mais heterogéneos.

Tanto a entrada como 4 |* saida da cimara, a dureza das magils do M106 foi 5,5%
superior (P=0,0001) & do M9 (11,6, vs 7,6 kg/cm?), sendo mais duras as da faixa central
das drvores. O amido reduziu-se 61% da 1* para a 3" data dc colheita, e manteve-se mais
baixo na faixa central das drvores, onde os teores de solidos soltvels e a acidez foram
superiores nas primeiras datas de colheita; todavia, os frutos tornaram-se mais doces na
faixa cimeira das plantas em finais de Outubro, beneficiando da paragem do crescimento
vegetativo.
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Eefecto del CO, sobre la textura del freson

1. Llop, X. Palomery M. Vendrell
Centro de Investigacion y Desurrollo de Barcelona (C.S.1.C.),
Jordi Givona Saleudo 18-24, Barcelona, 08034

El efcecto del CO, exdgeno sobre la textura del freson es un fenémeno conocido. No
sélo evita el reblandecimicnto del fruto, siné que también induce un aumento de la firmeza
en los frutos tratados. El mecanismo por ¢l cual el tratamiento con CO, provoca un aumen-
to de textura en el fresén es aln desconocido. Dado que las modificaciones en la pared
celular son la causa principal de los cambios de textura en frutos, se estudié el efecto del
CO, sobre la misma.

Se utilizd a variedad de fresén “Sclva” porque en anteriores trabajos (Smith, 1992) se
hahia mostrado que esta variedad cs una de las que presenta unos cambios de textura mis
importantes frente a un tratamicnto con CO,,.

Mediante un tratamiento continuo de CO, (20% ) durante 1.2.4 u 8 dias a 4 °C, se estu-
did la evolucién de la firmeza del fruto a través de la fuerza de penetracion medida en la
parte més ancha del fruto. Los resultados confirman que dicho tratamiento provoca un
aumento de firmeza con respecto a los [rutos recién recolectados.

Posteriormente. se analizé el efecto del CO, sobre los difercntes componentes de la
pared celular como prinerya aproximacidn a los cambios derivados del fratumiento sobre la
firmeza del fresén. :

Después de cada tratamicnto sc¢ eliminaron los aquenios y la parte central fibrosa de
cada fruto y se obtuvo la parcd cclular de la pulpa, de la cual se hizo una extriaceidn
secuencial de los polisaciridos: solubles (fraccion HZO), cetinas (fracciones CDTA 1
Na,CO,) y hemicclulos: - (fracciones KOH). Posteriormente » - analizé el contenido en dci-
dos urénicos mediante t znicas colorimétricas. Finalinente se estudié ¢l ciccto del CO.
sobre el grado de esterificacion metilica mediante reduceion de dcidos urdnicos con
NaBH,, y el contenido en calcio segin la téenica de Plasma de Induccion Acoplado (ICP).
Para comprobar la relacion del calcio con el aumento de la textura de los frutos tratados
con CO,, se analizaron los efectos del EDTA sobre Ja textura,

El andlisis cuantitativo de los polisacdridos muestra una mobilizacion de las substan-
cias pécticas solubles hacia Ja fraceidn idnica. La mayor capacidad de las pectinas para
upirse iénicamente no es dehido a un incremento en ¢} grado de esterificacion metilica.,
sind que probablemente es el resultado de un cambio en el pH celular. Esto ocasionaria una
alteracion en el balance iénico entre los distintos compartimentos celulares, estimulando el
transporte del calcio hacia la pared celular. Este aumento de calcio en la pared celular per-
mitirfa la unién, mediante puentes de calcio. de substancias péeticas inicialinente solubles
en agua, aumentando asi la cstubilidad de 1a misma. Tratamientos posteriores con EDTA
confirman esta hipétesis.

Smith, R.B. 1992, J. Amer. Soc. Hort. Sct. 117: 260-264.
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2o, este cambio de ICE no se detecta en los exudados procedentes de pericarpios y semi-
Ilas. El hecho de que este cambio de tendencia se produzca uproximadamente en el mismo
tiempo tanto en las semillas no tratadas y en las envejecidas durante 11 dfas, se puede expli-
car por un proceso fisico que implica la fractura del pericarpio antes de la emergencia visi-
ble de la radicula, lo que permite un mayor contacto de la scmilla con el medio de imbibi-
cion, facilitando la salida de iones. Dado que cste efecto se produce en todas las semtllas,
independientemente de su viabilidad, la mayor ICE detectada, a partir del tiempo critico, en
los exudados de las semillas envejecidas en comparacidn con las no tratadas. pone de mani-
festo que el envejecimiento artificial produce cambios en la integridad de las membranas.
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Efectos de condiciones ambientales y ontogénicas de plantulas
de cebada sobre niveles de actividad NAD(P)H-ferricianuro
oxidorreductasa cloroplastica

.

J. Cuello
_ Departamento de Biologiu Vegeral,
Facultad de Biologia, Universidad de Murcia, 30100 Ispinardo, Murcia

Aungue recientemente ha sido aislado y parcialmente caracterizado el complejo
NADH deshtdrogenasa cloroplistico de plantas superiores no se conoce atn su funcién en
las plantas. Se discute actualmente la posible participacién de este complejo en ¢l proceso
clororrespiratorio y/o en el transporte electrénico ciclico, y cn qué condiciones actda. Con
el propdsito de encontrar condiciones fisiolégicas de las plantas que afecten particularmen-
te a la actividad NADH deshidrogenasa de cloroplastos. en el trabajo presente se partié de
hojas primarias ligadas de plintulas de cebada de grado de desarrollo variable y sometidas
a diversos tratamicntos de estrés. La actividad NAD(P)H deshidrogenasa. expresada por
unidad de clorofila o de proteiny, fue medida en los cloroplastos aislados usando ferricia-
nuro como aceptor electrénico.

Durante el desarrollo normal de la planta desde los 6 hasta los 14 dias de edad, la acti-
vidad NADH-ferricianuro oxidorreductasa disminuyve con la edad. Sin embargo, la actividad
NADPH-ferricianuro oxidorreductasa cambia relativamente poco durante esta ctapa del
desarrollo. Ademas, ¢l jasmonato de metilo ticne poco o ninglin efecto sobre los niveles de
ambas actividades. Por otra parte, particndo dv plantas de 14 dias, la actividad NADH-ferri-
ctanuro oxidorreductasi aumenta durante 4 dias, al menos, de envejecimiento en la oseuri-
dad. in estas condiciones ¢l jasmonato de metilo estimula algo este aumento. micntras que
los estrescs oxidativos que suponen los tratamicntos con agua oxigenada y paraquat disnu-
nuyen la actividad NADH-ferricianuro oxidorreductasa. Ta deficiencia de nitrégeno en el
mcdio de cultivo de Ta cebada no afecta a la actividad NAD(PYH-ferricianuro oxidorreducta-
sa (expresada al menos por unidad de clorofila). lo cual contrasta con lo descrito por otros
autorcs particndo de Chlamydomonas. Sin embargo. durante ¢l ciclo diario al que se some-
ten las plantas la actividad NADH-ferricianuro oxidorreductasa cs mayor al final det fotope-
riodo que ul final del nictoperiodo. Por otra parte, partiendo de plantas de 14 dias de edad
esta actividad también es mayor en secciones foliares apicales que en basales.

Los resultados sugieren una menor o nula implicaciéon del complejo NADH deshidro-
genasa cloropldstico en procesos de estrés oxidativos y de déficit de nitrdgeno. y algin
papel en procesos de desartollo normales de la planta, tanto en fases de crecimicnto como
de envejecimiento. La mayor actividad enzimética durante el fotoperiodo cstd de acuerdo
con una posible participacién. al menos durante alguna etapa del desarrollo, a través del
transporte electrénico fotosintético.

Este trabajo ha sido financiado por la DGICYT: Proyecto PBY4-1141
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Senescencia y fisiologia post-cosecha C12-12

Factores que inducen la pigmentacién rosa en esparrago
(Asparagus officinalis, L.) y su control

F. Flores*, F. Romojaro* y J. Oosterhaven**
*Centro de Edafologia 'y Biologia Aplicada de Segura (CEBAS-CSIC), Murcia
**Agrotechnological Research Instituic (ATO-DLO), Wageningen, Holanda

La coloracién rosa que aparece en los espiarragos blancos durante la post-recoleccidn
y que afecta considerablemente a la calidad se ha asociado a la acumulacién de antocianos
en la epidermis debido a la incidencia de la radiacién luminosa sobre los mismos. Asimis-
mo se ha observado empfricamente que su inmersion en agua impide atenua la aparicion de
esta coloracion.

En el presente trabajo se ha estudiado en tejido epidérmico de espéarrago blanco la
influencia del tiempo de exposicién luminosa, y de un periodo de oscuridad tras dicho tra-
tamiento en muestras testigo v tratadas con S-carvone (monoterpeno que bloguea la brota-
cién en patata por inhibicién del enzima PAL) sobre la acumulacidn de antocianos, activi-
dad PAL y contenido dc L-fenilalanina, sustrato de PAL.

Para estudiar la incidencia de la inmersidn en agua sc han determinado los pardmetros
seleccionados sobre muestras sumergidas en agua y tras un periodo de almacenamiento en
la oscuridad.

Los resultados muestran que en los esparragos expucsios a la luz se produce un
aumento acusado de la actividad PAL entre las 3 y 5 horus de exposicién luminosa, para
disminuir a continuacién y hacerse apenas detectable a las 18 horus, mientras que Ta acu-
mulacién de antocianos es gradual durante todo ¢l periodo de iluminacion (0-18 horas),
haciéndose mas sostenida a partir de las S horas. No se ha detectado L-phe en los espirra-
gos tras 4 horas de iluminacion.

Los espdrragos expuestos a la luz y tratados con S-carvone muestran que tanto los
niveles de antocianos como la actividad PAL aumentan lenta y gradualmente de principio a
fin del tratamiento luminoso (0-18 horas), si bien los contenidos son inferiores a los detec-
tados en los esparragos control.

En cuanto al periodo de almacenamiento en oscuridad de 5 dias posterior a la exposi-
cién luminosa se observa que tanto el contenido en antocianos como la actividad PAL se
mantienen en ciertos valores independientemente del tiempo de exposicién a la luz previo
al almacenamiento en oscuridad. Los niveles de antocianos son superiores en los csparra-
gos control que en los tratados con S-carvone, pero no asi los niveles de actividad PAL.

En cuanto a la muestra sumergida en agua durante 20 horas s¢ observa que la activi-
dad PAL vy la concentracién de antocianos son minimos, aunque cn este caso si se detecta
L-phe, al cabo de 5 horas de tratamiento; pero mientras que tras ¢l periodo de oscuridad de
5 dias el contenido en antocianos duplica su valor, la actividad PAL experimenta un
aumento de unas 50 veces su actividad inicial.
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Senescencia y fisiologia post-cosecha C12-14

Aplicacion de diferentes acidos carboxilicos, aminas y azucares
parcialmente protegidos en plantas de algodén. Efecto de los azicares
en el crecimiento de Botrytis cinerea pers.:Fr.

V. Flors', M.C. Miralles', S. Mu#ioz?, L. Lapefia’ y P. Garcia-Agustin’
"Unidad de Biotecnologia Vegetal,
Departamento de Ciencias Experimentales,
Universitat Jaume 1, Apartado 224, 12080 Castelldn, Spain
2CODIAGRO S.L. Poligono Serrallo 38, 12100 Grao Castellon, Spain

El principal objetivo de este trabajo ha sido estudiar e} efecto que ejercen diferentes
dcidos carboxilicos, aminas y azicares parcialmente protegidos sobre las enzimas implica-
das ep procesos de senescencia y sobre azdcares celulésicos y no celuldsicos de la pared
celular vegetal. Estos compuestos podrian inducir en la planta cambios fisiolégicos, favore-
ciéndose la sintesis de fitoalexinas y azdcares de la pared y la inhibicién del crecimiento de
determinados agentes patégenos.

Para ello, se cultivaron plantas de algodén (Gossypium sp.) durante tres meses y se
pretrataron con 4cidos carboxilicos, aminas y azilicares parcialmente protegidos en los dife-

-rentes estadios del crecimiento del cultivo. Tras el tratamiento se analizaron en las hojas las
enzimas clorofilasas, peroxidasas y proteasas, asf como proteinas totales y azicares de la
pared (celulésicos y no celulésicos).

Resultados iniciales han mostrado que las plantas pretratadas presentan un mayor
vigor y crecimiento respecto de las plantas control. La actividad clorofilasa en plantas
inducidas disminuye en general en todos los tratamicntos aplicados, asi como la actividad
proteasa, ambas enzimas son las tesponsables del control del proceso de senescencia de la
planta.

La actividad peroxidasa muestra una mayor disminucién en plantas tratadas que en las
control, ello podrfa favorecer la ruta de sintesis de fitoalexinas e inhibir el proceso de ligni-
ficacién de la pared celular. Por ditimo se ha obscrvado que el contenido en aziicares celu-
I6sicos y no celuldsicos (azdcares urénicos y azicares neutros) se incrementa en la pared
celular tras el pretratamiento, o que supone una mayor proteccidn de la planta frente al ata-
que de agentes patdgenos.

Otro de los objetivos del trabajo ha sido determinar el efecto de la glucosa parcial-
mente protegida sobre el crecimicnto del hongo Botrytis cinerea pers.:Fr.v. '

Se ha comprobado que cuando se incuba el hongo en un medio que contienc glucosa
parcialmente protegida en los grupos hidroxilos hay una mayor disminucién del crecimien-
to del hongo a los 3 y 4 dias respecto de los controles.
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