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Introduccion

1.- INTRODUCCION

1.1.- El hierro en el suelo

El Fe es el microelemento mds abundante en los suelos. Es el cuarto
elemento en peso de la corteza terrestre después del oxigeno, el silicio y el aluminio,
siendo su concentracién media de un 3,2% (Murad y Fisher, 1988). En el suelo se
encuentra como constituyente de diferentes minerales, ya sea bajo forma de d6xidos
o hidréxidos. En los suelos ricos en materia organica, una cantidad importante del
Fe puede encontrarse como Fe(II). En la mayoria de los suelos bien aireados, el Fe
se encuentra como Fe(I1l), aunque puede pasar a Fe(Il) cuando las condiciones del
suelo se vuelven mas reductoras, como ocurre en caso de encharcamiento
(Loeppert y Clarke, 1984). En estos suelos aireados, el Fe se encuentra como
oxidos, hidréxidos o formas complejas en forma coloidal, estabilizado por la materia
organica o adsorbido sobre las particulas arcillosas.

La cantidad de Fe soluble en el suelo no representa mas que una pequena
parte del Fe total. Asi, es frecuente que sea un nutriente deficitario para las
plantas, especialmente en suelos alcalinos y calcareos. Las formas solubles
inorgénicas en solucién son Fe**, Fe’*, Fe(OH)*, Fe(OH),*, Fe(OH), y Fe(OH),. La
concentracién de Fe(III) total en solucién varia con el pH, alcanzando un minimo



entre 6,5 y 8,0 (Loué, 1986). Sin embargo, la solubilidad de Fe en el suelo esta
practicamente controlada por la solubilidad de los éxidos hidratados de Fe(IlD
(Lindsay y Schwab, 1982). Por encima de pH 8 el ibn predominante es Fe(OH),,
mientras que de pH 7 a 9 las tres especies mas abundantes son Fe(OH),", Fe(OH),
y Fe(OH), (Loué, 1986). Sin embargo, a estos valores de pH la totalidad de las
especies solubles no sobrepasa una concentracion de 107° M (Loeppert, 1986).

La absorcién de Fe por las plantas se ve disminuida a un pH elevado, ya que
la concentracién de Fe(IIl) en solucién es 1.000 veces menor por cada unidad que
aumenta el pH. Asi, apH 7.8 las concentraciones de Fe(lID)y de Fe(1]) libre son de
aproximadamente 102! M (Lindsay, 1972). Por otro lado, en el suelo hay complejos
orgéanicos solubles de Fe. Estos fenémenos de quelacién son particularmente
importantes, ya que mantienen al Fe en forma soluble, favoreciendo su movilidad y
haciéndolo mas asequible para las plantas (Romheld y Marschner, 1986). Para que
la planta tenga una correcta nutricién férrica, el Fe total soluble en el suelo deberia
ser al menos del orden de 107-10®* M (Loeppert, 1986). Como se observa en la
Figura 1, a valores de pH del suelo por encima de 7, ¢l Fe total soluble es muy

inferior a este nivel minimo.

Segun Lindsay (1974) contenidos de quelatos muy bajos (del orden de 10*® a
107 M) serfan suficientes para un abastecimiento satisfactorio de Fe. Los agentes
quelantes pueden provenir de la materia organica presente en el suelo o de
excreciones, ya sea de las propias raices de las plantas o de los microorganismos.
Los compuestos de este tipo mas importantes en el suelo son los 4cidos fulvicos y
hamicos, aminodcidos, sideréforos, fitosiderdforos, fenoles y acidos organicos. El
papel que desempenan como agentes quelantes depende principalmente de su
constante de estabilidad con ¢l Fe y otros elementos, asi como del pH. En el Cuadro
1 se muestran las constantes de estabilidad de algunos quelatos naturales y
sintéticos con Fe(IID y Fe(ID). En general, los quelatos de Fe(lII) son mas estables
que los de Fe(1l), aunque hay compuestos que forman quelatos mas estables con el
Fe(1l), como los agentes quelantes sintéticos BPDS (Chaney ef al., 1972) y
ferrozina (Olsen y Brown, 1980). La nicotianamina (NA) también quelata
preferentemente Fe(1]) (Benes ef al., 1983), aunque hay datos que muestran que 1a
constante de formacion del complejo Fe-NA podria ser mas favorable para el
Fe(III) (10%*%) que para €l Fe(Il) (10'2%, Hider et al., 1997). Sin embargo, hasta la
focha no se han detectado complejos Fe(IID)-NA en condiciones fisiolégicas.
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Figura 1. Diferentes especies de Fe inorganico en solucion, en funcién del pH
(Rémheld y Marschner, 1986)

Tipos de Quelatos K, Referencia
Acidos organicos  Fe(II)-citrato 10 Jolley et al., 1987
Fe(Ill)-citrato 10"+ Jolley et al., 1987

Fitosideréforos Fe(IIl)-ac. muginico  10'®'  Crowley et al., 1987
Fe(lIl)-ac. avénico  10'®' Roémheld y Marschner, 1986

Sideréforos Fe(ID)- hidroxamatos 10° Allnutt y Bonner, 1987
Fe(Ill)-hidroxamatos 10*®  Allnutt y Bonner, 1987

Nicotianamina Fe(I)-NA 10'*®  Hideret al., 1997
Fe(II)-NA 10*%  Hideret al., 1997

Sintéticos Fe(1II)-EDTA 10***  Rémheld y Marschner, 1983
Fe(II1)-DTPA 10**%  Rémheld y Marschner, 1983
Fe(II)-EDDHA 10%*  Chaney, 1988

Cuadro 1: Constantes de estabilidad (K,} de quelatos de Fe(II) y Fe(II1)



La presencia de otros compuestos y elementos en el suelo también afecta a
la solubilidad del Fe. Asi, el bicarbonato y carbonato mantienen un pH elevado en
el suelo, que disminuye la solubilidad del Fe. Por otra parte, el fosfato puede
precipitar el Fe como fosfato férrico, disminuyendo el Fe soluble disponible
(Kashirad y Marschner, 1974; Kolesch et al., 1987a). El Ca(il) y Mn(ID) forman
también complejos con los agentes quelantes, preferentemente en suelos reducidos
(Lindsay y Schwab, 1982), desplazando asi al Fe. El NO, puede también
alcalinizar la rizosfera al ser absorbido, lo que produce la disminucién de la
solubilidad del Fe (Marschner y Romheld, 1983; Barak y Chen, 1984).

1.2.- El hierro en las plantas

El Fe es un microelemento esencial para las plantas, animales y otros
organismos. En el afio 1860 Julius von Sachs ya establecié que su presencia es
fundamental en las plantas, aunque solo es requerido en pequenas cantidades
(Marschner, 1995). Asi, el Fe cumple los tres criterios propuestos por Arnon y
Stout (1939) para ser considerado como un microelemento esencial para las
plantas:

a) En su ausencia la planta no puede completar su ciclo biolégico
b) Su funcién es especifica y no puede ser sustituida por otro elemento
¢) Est4 implicado en el metabolismo de 1a planta

Desde un punto de vista quimico el Fe es un elemento de transicién
caracterizado por su facilidad para cambiar de estado de oxidacién de Fe(Ill) a
Fe(Il) y viceversa, y por su capacidad para formar complejos octaédricos con
diversos ligandos. El potencial del sistema de Fe(1I1)/Fe(Il) es bastante elevado en
medio acido (E°= 0,77 V), pero disminuye rapidamente al aumentar el pH, al
estabilizarse el Fe(I1) en forma de hidréxido. Dependiendo del ligando, el potencial
redox varia ampliamente. Ksta variabilidad es la que le confiere una especial
importancia en los sistemas redox bioldgicos (Smith, 1984; Marschner, 1995). El
Fe es un constituyente indispensable de gran niimero de enzimas y agentes redox
que intervienen en algunas de las principales funciones del metabolismo de las
plantas superiores. Asi, el Fe actia como cofactor en, al menos, 139 enzimas que
catalizan reacciones bioquimicas unicas (Imsande, 1998). Entre las funciones en
las que interviene estdn la fotosintesis, la respiracién, la fijacion de nitrégeno
(Clark, 1983) y la sintesis de ADN y hormonas (Briat y Lobréaux, 1997). Ademas,
ol Fe(ID) libre puede producir radicales oxigeno e hidroxilo mediante la reaccién de
Haber Weiss y la reaccién Fenton (Guerinot y Yi, 1994). Estos radicales son los
principales responsables de la oxidacién de los dcidos grasos poliinsaturados de la
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membrana lipidica. Para prevenir el dafo oxidativo, el Fe se incorpora
habitualmente a estructuras complejas.

En las plantas, cerca del 63% del Fe de la hoja estd asociado a proteinas y
localizado mayoritariamente, un 80% del total, en los cloroplastos. Las proteinas
asociadas al Fe se pueden agrupar en:

a) Proteinas con grupo hemo. Este conjunto lo integran proteinas como los
citocromos, catalasas y peroxidasas y representan cerca del 9% del Fe en la hoja.
Todos estos enzimas contienen un complejo hemo Fe-porfirina como grupo
prostético. Los citocromos son constituyentes esenciales de los sistemas redox en
cloroplastos, mitocondrias y en la cadena redox de la nitrito reductasa. Las
catalasas facilitan la dismutacién de H,0, en H,O y O, jugando un papel
importante asociadas a la superoxido dismutasa, y participando también en la
fotorespiracién y en la ruta del glicolato. Las peroxidasas también participan en
reacciones de detoxificacién del H,0,. La actividad de muchos de estos enzimas es
dependiente de la concentracién de Fe en la planta.

b) Proteinas sin grupo hemo. Este conjunto incluye las denominadas
proteinas Fe-S y representan cerca del 19% del Fe en la hoja. En estas proteinas el
Fe esta coordinado con el grupo tiol de la cisteina. La proteina mds conocida de este
grupo es la ferredoxina, que actiia como transmisora de electrones en un gran
nimero de procesos metaboélicos. Otro gjemplo son los isoenzimas de la superéxido
dismutasa que contienen Fe en su grupo prostético. Este enzima detoxifica los
radicales libres del anion superdxido formando H,0,. Lia aconitasa es otra proteina
Fe-S que cataliza la isomerizacion de citrato a isocitrato en el ciclo de los acidos
tricarboxilicos. El Fe de su grupo prostético es necesario para la estabilidad y
actividad del enzima y también es responsable de la orientacién espacial de los
sustratos.

¢) Fitoferritina. Se trata de una proteina de reserva de Fe, y representa
aproximadamente un 35% del Fe en la hoja, Hegando a contener hasta el 80% del
Fe de los cloroplastos (Tiffin, 1972).

1.3.- Agentes causantes de la deficiencia de Fe en las plantas

Lia falta de Fe total en el suelo es un fenémeno poco frecuente y se limita a
suelos arenosos, degradados o turbosos (Romheld y Marschner, 1986). La
deficiencia de Fe mas comin es la que se produce en los suelos calcareos y
alcalinos, que se caracterizan por contenidos elevados en carbonato y Ca, y un pH
elevado. En general, la deficiencia de Fe se puede inducir principalmente por
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aquellos factores susceptibles de influir en el suministro, absorcién, transporte o
metabolismo del Fe. Dichos factores se pueden clasificar en varios grupos,
atendiendo al proceso sobre el que actuan (Romera y de la Guardia, 1991):

a) Factores que afectan a la solubilidad y movilidad del Fe en el suelo. Las
condiciones que favorecen una baja golubilidad del Fe en el suelo provocan clorosis;
tal es el caso de un pH elevado, 6xidos de Fe muy cristalinos, tamaiio de particula
grande y baja cantidad de agentes quelantes (Loeppert, 1986). La materia
orginica proporciona agentes quelantes que mantienen el Fe en solucién, pero
también estimula la actividad microbiana, aumentando los niveles de CO, y
consecuentemente los de HCO,, que se puede considerar como un agente inductor
de clorosis al mantener un pH elevado en el suelo e interaccionar con la absorciéon
del Fe. La salinidad también afecta la solubilidad del Fe, ya que los iones Na'
pueden desplazar al Fe de los agentes quelantes (Award et al., 1988). La toma de
NO, puede conducir a deficiencia de Fe (Smolders ef al., 1997) debido al
cotransporte NO,/72H" que produce un aumento del pH en el suelo. Este fenémeno
se produce principalmente en suelos alcalinos donde, debido al alto pH, el amonio se
nitrifica rapidamente. La deficiencia de Fe inducida por el nitrato puede adquirir
gran importancia cuando éste es aplicado como fertilizante (Mengel, 1994).

b) Factores que afectan a la absorcion del Fe por la planta. Existen diversos
factores de tipo genético y la respuesta de las plantas ante la deficiencia de Fe
varia para las distintas especies. Asi, todas las plantas dicotiledoneas poseen
capacidad reductora en sus raices, pero con un grado de actividad muy diferente,
incluso en cultivares de la misma especie (Rombeld, 1987). Por otro lado la
influencia del pH en la reduccién del Fe por las raices, y por lo tanto en la
absorcién, se ha puesto de manifiesto en diferentes especies, tales como girasol y
tomate (Mengel, 1994), manzano (Ao et al, 1985), Vigna unguiculata
(Briiggemann ef al., 1993), remolacha (Susin et al., 1996), guisante (Cohen et al.,
1997), trébol (Wei et al., 1997) y vifia (Brancadoro et al., 1995). En todos estos
trabajos se encontré una disminucién en la reduccién del Fe a pH alto.

¢) Factores que afectan a la actividad del Fe dentro de la planta. A veces las
hojas cloréticas tienen un mayor contenido total de Fe que las hojas verdes. Este
fenémeno ha sido denominado como la paradoja de la clorosis (Romheld, 1997;
Morales et al., 1998) y se puede achacar a una inhibicién en el crecimiento de las
hojas cloréticas. Las altas concentraciones de Fe encontradas en hojas deficientes
de frutales sugieren que debe estar acumulado en alguna parte de la hoja en una
forma no utilizable (Marschner, 1995; Morales et al, 1998), planteando

interrogantes sobre su posible removilizacién. En algunas especies la aplicacién de

10
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4cido ascérbico o sulfiirico en las hojas produce el reverdecimiento de las mismas
(Diez-Altares, 1959), al 1gual que cuando se trata con productos que inducen
aqumentos en la actividad de la ATPasa de membrana plasmatica (Mengel y
Geurtzen, 1988). Otros datos indican que la disminucién del pH apopldstico de la
hoja podria conducir a la removilizacién del Fe (Kolesch et al., 1984; Mengel y
Geurtzen, 1988).

d) El bicarbonato requiere una mencién aparte como agente inductor de
clorosis. Harley y Linder (1945) ya observaron la implicacién del bicarbonato
(HCO,) en la induccién de la clorosis férrica. Ademds, factores que favorecen la
formacién de bicarbonato como la alta humedad del suelo, la compactacion y el
aporte de materia organica fresca, son también inductores de clorosis (Chaney et
al., 1984). Todavia no se comprenden del todo las bases fisiolégicas de la deficiencia
de Fe en plantas inducida por una concentracién alta de bicarbonato (Loeppert y
Hallmark, 1985; Mengel, 1994) pero no parecen deberse al alto pH per se
(Alhendawi et al., 1998). Se ha propuesto que el bicarbonato afecta principalmente
al crecimiento y metabolismo de las raices (Yang et al, 1994), a la toma y
transporte de Fe a la parte aérea (Alhendawi et al., 1998) o a la disponibilidad
fisiolégica del Fe en las hojas debido a la alcalinizacién del apoplasto y citoplasma
donde podria estar precipitado (Romera et al., 1992b; Mengel, 1994). El
bicarbonato absorbido a través de las raices podria utilizarse en la sintesis de
dcidos organicos, siendo fijado in situ por la PEPC, para dar oxalacetato, que es
reducido a continuacién para dar malato (Cramer et al., 1993). Esto permitiria la
asimilacion de CO, también en las raices. Por otro lado, la presencia de
bicarbonato en la solucién nutritiva durante el crecimiento de las plantas también
disminuye la actividad de la reductasa férrica (Susin e al, 1996). Otra posibilidad
es que la reduccién del Fe(IlI) en la hoja se vea afectada negativamente por el
elevado pH al igual que ocurre con la reduccion en la raiz.

1.4.- La deficiencia de Fe o clorosis férrica

Cuando las plantas estdn sometidas a deficiencia de Fe, desarrollan un
amarilleamiento internerval en las hojas mas jovenes, fenémeno conocido como
clorosis férrica. La deficiencia de Fe se ha descrito en un amplio espectro de plantas
de interés agrondmico, tales como judia, soja, coliflor, brécoli, col, remolacha
azucarera, espinaca, maiz, tomate, pepino, pimiento, vifia, frutales (manzano,
melocotonero, peral, ciruelo, cerezo, almendro, olivo, citricos, membrillero,
albaricoquero, kiwi, etc.) e incluso en plantas ornamentales como el rosal o e
narciso. En frutales, la clorosis férrica tiene importantes connotaciones
economicas. Si la deficiencia no se corrige, el crecimiento de los drboles se ve
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afectado, la floracién es mas débil y los frutos son menos pumerosos y mas
pequefios. También ocurre la muerte precoz de los arboles, con una edad media de
14-16 afos en melocotonero (Sanz et al., 1992). Sélo en la cuenca del Ebro se ha
estimado en 2.200 millones de pesetas/afio el gasto que suponen los tratamientos
correctores.

La clorosis férrica se debe al marcado descenso de la concentracién de
pigmentos fotosintéticos. El limbo adquiere un tono verde palido, que puede
evolucionar gradualmente a amarillo, quedando verdes las nerviaciones. En casos
graves la hoja adquiere un color blanco marfil y puede llegar a manifestar necrosis
(Chaney, 1984). Estos sintomas aparecen primero en las hojas mas jovenes,
pudiendo afectar parcial o totalmente el area foliar y en casos extremos se puede
generalizar a toda la planta (Chaney et al., 1984). Cuando la clorosis es muy grave
se produce un amarilleamiento general, necrosis de las hojas e incluso la muerte de
la planta. Los sintomas desaparecen al aplicar compuestos de Fe, pero no de otros
clementos. Hay otras deficiencias que también provocan amarilleamientos
foliares, pero los sintomas visuales son diferentes. Asi, las deficiencias de Mg y Mn
también dan lugar a una falta de clorofila pero en las hojas mas vigjas. En la
deficiencia de S aparece clorosis en las hojas jévenes aunque los nervios también
se ponen amarillos.

Hay que subrayar que la determinacion del contenido total de Fe en las hojas
es una medida que en muchos casos no se correlaciona bien con la deficiencia de
Fe. Fon muchos cultives en campo las hojas cloréticas presentan contenidos de Fe
total mayores o iguales que los que presentan las hojas controles (Rémheld 1997,
Morales et al., 1998). Se desconoce la causa de este fendmeno, que podria estar
producido por la existencia de acervos de Fe no activos en la hoja.

La clorosis férrica se puede cuantificar mediante una clasificacién visual
como la propuesta por Byrne (1988):

Nivel 1 = hoja verde sana.

Nivel 2 = hoja verde con zonas internervales ligeramente
amarillas.

Nivel 3

verdes.

hoja mayoritariamente amarilla con los nervios

Nivel 4 = hoja completamente amarilla excepto el nervio
central que permanece verde.
Nivel 5 = hoja completamente amarilla.
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Hoy en dia el diagndstico visual tiende a ser sustituido por la determinacién
del contenido de clorofila de las hojas, ya que existe una marcada correlacién entre
el contenido de clorofila y los sintomas visuales (Abadia, 1992; Morales et al., 1994,
Fodor et al., 1995; Shi y Byrne, 1995).

El amarilleamiento caracteristico de las hojas se debe a que la
concentraciéon de xantofilas en la hoja desciende menos que la de clorofila y B-
caroteno (Terry, 1980). Las hojas verdes de la mayoria de las plantas presentan
concentraciones superiores a 250 pmol clorofila.m® mientras que ya se consideran
hojas deficientes aquellas con menos de 250 pmol clorofila.m® aunque pueden
llegar hasta valores inferiores a 10 pmol clorofilam?® (Morales et al., 1994). La
clorofila se encuentra unida de forma no covalente a proteinas (apo-proteinas),
formando complejos supramoleculares pigmento-proteina que son parte integral de
la membrana tilacoidal (Bassi ef al., 1990; Fodor ef al., 1995). La deficiencia de Fe
produce un descenso en la sintesis de proteinas cloroplasticas en las hojas (Lin y
Stocking, 1978).

La deficiencia de Fe tiene mucho menos efecto en el crecimiento de la hoja,
nimero de células por drea o ntmero de cloroplastos que en el tamafio de los
cloroplastos y su contenido proteico (Terry, 1980). Sélo en el caso de una
deficiencia severa de Fe se produce una disminucion en el crecimiento de la hoja
(Abbott, 1967). En las hojas clordticas se reduce tanto el tamano de los
cloroplastos como el namero de tilacoides por grana en el cloroplasto. Los
actimulos de almidén disminuyen o incluso desaparecen. Cuando la deficiencia es
muy severa, los cloroplastos presentan forma esférica o ligeramente alargada con
muy pocas lamelas y un estroma grande practicamente sin grana (Spiller v Terry,
1980). La deficiencia de Fe no disminuye la actividad de enzimas fotosintéticos
tales como: enzima malico, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, fructosa-1 6-
bifosfatasa y PEP carboxilasa (Stocking, 1975; Taylor et ¢l., 1982) mientras que la
actividad y cantidad total de la Rubisco disminuyen (Arulanatham et al., 1990;
Winder y Nishio, 1995).

1.5.- Respuestas de las raices de las plantas ante la deficiencia de
Fe

Ante la deficiencia de Fe las plantas pueden permanecer indiferentes
(plantas no eficientes) o desarrollar mecanismos de adaptacion para aumentar su
capacidad de tomar Fe del suelo (plantas eficientes). Se han descrito dos
estrategias distintas, que son utilizadas por las plantas eficientes, dependiendo de
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su forma de adquirir el Fe: son la Estrategia I de las plantas gramineas y la
Estrategia I de las dicotiledéneas y monocotiledéneas no gramineas.

1.5.1.- Estrategia I1

Las gramineas toman el Fe como Fe(ITI), formando un complejo con los
fitosiderdforos, agentes quelantes de Fe(IIl) de bajo peso molecular que se
sintetizan y excretan especificamente por las raices de las plantas para captar el
Fe presente en el suelo (Takagi, 1976). Estos compuestos son del mismo tipo que
los siderdforos que excretan los microorganismos con el mismo fin. El primer
fitosidersforo se aislé de exudados de raices de cebada por Takagi et al. (1984) y fue
identificado como Acido muginico (MA). Todos los fitosiderdforos identificados hasta
la fecha son aminodcidos andlogos al MA y se denominan de forma colectiva
fitosiderdforos de la familia del 4cido muginico, o simplemente acidos muginicos. La
estructura quimica de estos compuestos se muestra en la Figura 2.

cOO~ 00~ COOH DMA:R; = Ry =

. H
/\A MA:R; = H,Ry = OH

epi-HMA: R, = R, = OM

cOO- CcCO™ COQH
/\/k /\A /\/k Acido avénico

Figura 2: Estructura quimica de los fitosideréforos de la familia del acido
muginico.

Cuando las plantas gramineas sufren una deficiencia de Fe inducen la
excrecién de fitosidersforos, con aumentos de hasta 20 veces respecto a plantas
control (Takagi et al., 1984), llegando a concentraciones en el suelo de 1 pM
(Romera y de la Guardia, 1991). La induccién se inhibe cuando se produce un
aporte de Fe, mientras que las variaciones de pH no producen ningin efecto.
Roémheld y Marschner (1990) y Onyezili y Ross (1993) han mostrado la relacién
entre la excrecién de fitosiderdforos y la eficiencia o no eficiencia de las plantas
ante 1a deficiencia de Fe. La excrecién no sigue un ritmo constante, y presenta un
méximo pocas horas después del inicio de la iluminacién (Takagi et al., 1984),
aunque la sintesis de fitosiderdforos se produce de forma constante durante todo el
ciclo diurno (Walter et al., 1995) o luz/oscuridad (Kawai et al., 1993). En condiciones
de deficiencia de Fe también aumenta la velocidad de absorcién de los complejos
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Fe(ﬂl)-ﬁtosideréforo, lo que indica una mayor capacidad de transporte. Mori et al.
(1991) han propuesto un mecanismo de cotransporte de la excrecién de

fitosideroforos acoplado a protones o 1ones potasio.

La toma de Fe por parte de las plantas gramineas se realiza mediante la
excrecion de los fitosiderdforos en las zonas subapicales de la raiz (Marschner et
al., 1987; Mori y Nishizawa, 1987). Un hecho importante dentro de esta estrategia
es que los fitosiderdforos se absorben enteros, no siendo necesaria la reduccién
previa del Fe en 1a membrana plasmatica (Figura 3). El transporte del complejo al
citoplasma de la célula se produce a través de un transportador de alta
especificidad constitutivo de la membrana plasmaitica de las células de la raiz
(Mori, 1998). El sistema es selectivo para el Fe ya que el transportador de la
membrana plasmdtica tiene baja afinidad hacia los complejos formados por los
fitosideréforos con otros metales tales como el Zn, Cu o Mn (Marschner et al.,
1989; Ma et al., 1993). Ya dentro de la planta se produce la liberacién del Fe y el
fitosideroforo se degrada o vuelve a salr.

[ COOH COOH COOH Ahizool , p ;
1 ON T on || aephae | %P Y s
LA + Phytosiderophores |77 E
Mugineic acid (M);) M : % O
20 I‘\ E %
,-.0 CH2 E /
&,.N »«,[HQ Zn  FPs A W
( : » TrFe PS
' Z0'PS_Cu'PS _ V’? zn' e’
CH 7 Lo
E\C ;@H T %/ M

Figura 3: Mecanismo de absorcion de Fe por las plantas gramineas y
estructura del acido muginico y su correspondiente complejo con el Fe (Marschner,

1995).

No se sabe mucho sobre el sistema de regulacion de la sintesis de los
fitosiderdforos ni de los mecanismos implicados (Figura 4). El primer paso de la
sintesis de los fitosiderdforos requiere la combinacién de tres moléculas de S-
adenosil metionina para dar nicotianamina, potencial transportador de Fe(II) en la
planta (Stephan y Scholz, 1993). La reaccién estd catalizada por la nicotianamina
sintasa (Shojima et al., 1990), enzima que aumenta su actividad en condiciones de
deficiencia de Fe. Por otro lado, los estudios de expresién de genes no han
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proporcionado datos concluyentes. Se han codificado dos ADN , ids2 e ids3 (de "iron
deficiency specific"), que se acumulan especificamente en raices de cebada en
condiciones de deficiencia de Fe (Okumura ef al., 1994; Nakanishi et al., 1993).
Cada gen codifica una proteina muy similar a la 2-oxoglutarato dioxigenasa, por lo
que se cree que estdn implicadas en la conversion del acido deoximuginico a
muginico y del muginico a epihidroximuginico, mediante una hidroxilacién. Se han
encontrado también dos variedades de maiz, los mutantes ysI e ys3, deficientes en
la absorcién de Fe. La mutacién del ysI produce un defecto en el transporte del
complejo Fe(II)-deoximuginico a través de la membrana mientras que ia excrecién
de los fitosideréforos no se ve afectada (von Wiren et al, 1994). La proteina
afectada podria ser el propio transportador o un factor que regulase su sintesis. En
el caso del mutante ys3 se encuentra afectada la excrecién de fitosiderdforos a la
rizosfera (Basso et al., 1994). Otra aproximacién para identificar el transportador
del complejo Fe(IID)-fitosidersforo se realizé al transformar con ADN, de cebada la
levadura mutante cirl, incapaz de crecer en un medio deficiente en Fe. El clon
SFD1 (de "Suppressor of Ferrous uptake Defect") permite a dicha levadura crecer
cuando se le proporciona Fe(Ill)-citrato o Fe(IlI)-muginico (Yamaguchi et al.,
1997). SDF1 no presenta similitudes con ninguna otra proteina de funcién
conocida, ni se conoce el mecanismo por el que permite el crecimiento.
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Figura 4: Ruta de biosintesis de los fitosiderdforos de la familia del acido
muginico (Marschner, 1995).
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1.5.2.- Estrategia I

Las plantas dicotiledéneas y monocotiledéneas no gramineas tienen que
reducir el Fe(IIl) (forma en la que se encuentra normalmente en el suelo) a Fe(Il)
como paso previo a la absorcién (Chaney et al., 1972). Esta reduccion se realiza en
la zona externa de la membrana plasmatica gracias a una transferencia de
electrones desde el NAD(P)H intracelular hacia el apoplasto a través de la
membrana. La liberacién de H' por las raices disminuye el pH de la rizosfera,
favoreciendo la solubilidad y quelatacién del Fe(11l) y su reduccién a Fe(Il). Cuando
las plantas dicotiledéneas estdn en condiciones de abundancia de Fe pueden
absorber Fe(IIl), siendo la reduccién de Fe un mecanismo para incrementar la
absorcién en condiciones de baja disponibilidad (Longnecker y Welch, 1986).

La reductasa de las plantas dicotiledéneas se encuentra localizada en la
membrana plasmatica de las zonas subapicales de las raices, en especial de las
méas jévenes (Brown, 1978; Sijmons y Bienfait, 1984; Landsherg, 1986). Se ha
propuesto que se trata de un enzima transmembrana, con el sitio de unién al
donador de electrones, NAD(P)H, en el lado citoplasmatico y el sitio de unién a los
quelatos de Fe en el lado apoplastico (Moog y Briiggemann, 1994). El dador de
electrones seria el NADH (Buckhout et al., 1989). El enzima no es selectivo,
pudiendo reducir Mn(IV) y Cu(Il) (Rémheld y Marschner 1986; Welch et al., 1993),
muchos tipos de quelatos, incluidos los fitosiderdforos (Romheld y Marschner,
1983; Sijmons y Bienfait 1984; Bienfait, 1987), y diferentes aceptores de
electrones, como ferricianuro (Siymons y Bienfait, 1984; Moog y Briiggemann,
1994).

E,apH7,0(V) . oilifads
Fe(111)/Fe(1l) +0,77
Ferricianuro/Ferrocianuro + 0,36
Fe(11I)-citrato/Fe(ID)-citrato +0,20 -
Fe(1ID-EDTA/Fe(I1)-EDTA +0,13 .-
Fe(IID)-oxalato/Fe(I)-oxalato -0,01
Fe(III)-muginato/Fe(Il)-muginato 0,10 &
Fe(I1D)-NA/Fe(11)-NA - 0,18
Siderdéforos -0,34 a -0,75 .

Cuadro 2: Potenciales estandar de oxido-reduccién de quelatos, complejos y
ligandos de Fe.

Los valores de reduccion dependen del tipo de quelato empleado, lo cual se
asocia con su potencial de éxido reduccién y con la constante de estabilidad del
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quelato. Tedricamente todos aquellos sistemas redox con un potencial de dxido
reduccién mayor de aproximadamente -0,37 V podrian ser reducidos por la
reductasa de membrana plasmatica (Bienfait, 1988a). Tal como se muestra en el
Cuadro 2 1a mayoria de los quelatos de Fe cumplen esta condicion.

En la Figura 5 se muestra el modelo propuesto para la adquisicién de Fe
dentro de la Estrategia 1. Los pasos serian los siguientes: a) adsorcién de los
quelatos de Fe(IlD) a la raiz b) debilitamiento de los enlaces del quelato; c)
reduccion del Fe(ITD); d) disociacién del quelato, quedando el agente quelante en €l
exterior; y ) unién del Fe(Il) a un transportador de membrana.

La Estrategia | engloba varios fenémenos que afectan a la estructura,
morfologia y fisiologia de las raices, todos ellos encaminados a desarrollar
mecanismos para aumentar la capacidad de absorcion de Fe del suelo. Entre los
fenémenos que afectan a la morfologia y estructura de las raices destacan el
engrosamiento de las puntas de raiz, la diferenciacién de las células de
transferencia (Kramer et al., 1980) y el aumento de los pelos radiculares
(Landsberg, 1994). Los fendémenos que afectan a la fisiologia de las raices son: el
aumento de la capacidad de reduccién de quelatos de Fe(II) mediante la reductasa
férrica unida a la membrana plasmatica (Chaney et al., 1972; Moog vy
Briiggemann, 1994), 1a acidificacién de la rizosfera (Alcantara et al., 1991; Rabotti
y Zocchi, 1994) y la produccién y excrecién de compuestos fenoclicos, acidos
organicos y flavinas (Susin et al., 1993a; 1994).

1.5.2.1.- Cambios morfolégicos en la raiz inducidos por la deficiencia
de Fe

Muchas especies presentan cambios macro y microscopicos en la
estructura radicular cuando se encuentran en condiciones de deficiencia de Fe. Los
cambios macroscopicos incluyen la formacion de pelos radiculares y el
engrosamiento en las zonas subapicales (Welkie y Miller, 1993). Este
engrosamiento de la raices coincide con las zonas donde se produce tanto la
reduccion de Fe(IID) (Bell et al., 1988, Welch et al., 1993) como 1a extrusién de H'
(Alcantara et al., 1991). Los cambios microscépicos incluyen la presencia de
células de transferencia en la zona del engrosamiento, incrementando as{ la
superficie de contacto entre la pared celular y el citoplasma (Welkie y Miller, 1993;
Landsberg, 1994; Schmidt y Bartels, 1996). La ultraestructura de estas raices
revela las caracteristicas de las células de transferencia: protuberancias en la

pared celular mas proxima al exterior, citoplasma denso con numerosas
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RIZOSFERA CITOPLASMA FLOEMA XILEMA
2 Sacarosa
- Fo
que| —e - NAD PEP
3¢ cit
Fe -auel o - oxoglutarico mal
plruva(o
™ ok =T aopr |
3 CO3 H
NADP 5‘;/
30 g2t W
Fe L8 Mttocondna
. ‘ @ lsocmlco [
Fe -auel il ke NAD ciclo L ond cit-Fe
que’ i Krebs mal-fFa
‘ o Fe
O J
3 Fea‘ Fe
Fe
citrico
3 ATP e
Fe' \ malico=———" )
- s
Fe

ADP « P;
Vacuola
citrato - K
K o K — malato - K

ESTRATEGIA |

Figura 5: Esquema de los mecanismos implicados en la adquisicién de Fe dentro
de la Estrategia I (modificade de Romheld, 1987 y Bienfait, 1988a). R,= reductasa base;

R;= reductasa inducible; PEP= fosfoenol piruvato; OAA= oxalacetato, PEPasa= fosfoenol

piruvato carboxilasa; IDH= isocitrato deshidrogenasa; TRH= transhidrogenasa; quel=
agente quelante.
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mitocondrias vy voluminosos proplastidios, con multitud de invaginaciones
(Landsberg, 1994).

La funcién de las células de transferencia atin no ha sido determinada.
Dichas células también aparecen en plantas sometidas a estrés salino (Kramer ef
al., 1980). En general, estos cambios morfol6gicos permiten aumentar la superficie
de contacto entre las células de la raiz y el medio. Su desarrollo coincide en el
tiempo con la expresion de algunas respuestas de la planta a la deficiencia de Fe,
pero se ha encontrado que la induccién de la actividad reductora de Fe en las raices
es a veces independiente de la formacién de pelos radiculares y/o células de
transferencia. Esto indicaria o bien una regulacién diferente para ambas
respuestas (Moog et al., 1995) o que la formacién de pelos radiculares y células de
transferencia no forman parte de las respuestas especificas a la deficiencia de Fe
(Chaney et al., 1992). Por otro lado, la gran cantidad de mitocondrias existentes en
estas células pone de manifiesto la actividad respiratoria existente, habiéndose
propuesto como una posible funcién la de proporcionar la energia necesaria en el
aumento de transporte i6nico durante la extrusion de H' (Landsberg, 1984).

1.5.2.2.- Inducciéon de la capacidad reductasa

La capacidad de reducir Fe(IIl) del medio por las raices de las plantas
deficientes puede llegar a ser superior en 10-20 veces a los valores de las plantas
control (Moog y Briiggemann, 1994, Susin ef al., 1996; Sueyoshi et al., 1997). La
reduccion se localiza generalmente en la superficie de las partes subapicales de la
raiz que muestran engrosamiento, asi como en los pelos radiculares (Moog y
Briiggemann, 1994). La reduccién de Fe ocurre a nivel de la membrana
plasmitica, a través de un enzima especifico (FC-R) capaz de reducir quelatos de
Fe(I11). Sin embargo, el mecanismo por el cual las raices de las plantas eficientes
con Estrategia I inducen la reducciéon de Fe(IlD) dista de estar completamente
dilucidado. El enzima FC-R podria ser inducido de novo bajo deficiencia de Fe, o ser
una proteina constitutiva que se activara en condiciones de deficiencia. Bienfait
(1988a) propuso la existencia de dos reductasas de membrana: una reductasa
base o estandar (R,) constitutiva de la membrana plasmatica de todas las plantas
superiores y una reductasa inducible (R;) también denominada "turbo”. Ambas
reductasas reducen Fe(I11) acomplejado con distintos agentes quelantes (Bienfait,
1988a; 1989). Sin embargo, existen datos que no apoyan la existencia de la turbo
reductasa. Asi, la actividad FC-R de preparaciones de membrana plasmatica
aisladas de plantas deficientes es solamente 2-3 veces superior al de las plantas
control (Moog y Briiggemann, 1994; Susin et al., 1996) y muestran valores
similares de K_ (Briggemann et al., 1991; Holden et al., 1991; Susin et al., 1996), lo
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que sugiere que se trata del mismo enzima. La gran induccién de la actividad que se
observa en las plantas intactas se podria deber, bien a un aumento de la actividad
producido por un aumento en la sintesis de la reductasa estdandar, o bien a la
intervencién de algin cofactor que se pudiese perder en el aislamiento de la
membrana plasmatica.

El pH éptimo para la reduccién de Fe(lll) en raiz intacta, in vivo, esta en
torno a 5,5. En el caso de la remolacha a valores de pH mayores de 6,5 la actividad
FC-R de las plantas deficientes desciende bruscamente hasta los valores que
muestran las plantas control (Susin ef al., 1996). El pH optimo para la reduccién
de Fe(Ill) en membrana plasmditica aislada estd entre 6,8-7,0 (Moog y
Bruggemann, 1994; Susin ef al., 1996). La reduccion de Fe varia con la
concentracion de quelato siguiendo una cinética de Michaelis-Menten (Bienfait et
al., 1983; Moog y Briiggemann, 1994; Susin ef al., 1996). La presencia de metales
pesados como Niy Cu afecta negativamente a la reduccién (Alcantara et al., 1994;
Schmidt, 1997). La reduccién se inhibe tras la adicién a la solucién nutritiva del
inhibidor de la sintesis de proteinas cicloheximida (Schmidt, 1995).

L.a resistencia a la deficiencia estd a menudo correlacionada con la
capacidad de reducir Fe por las raices, aunque no se conocen demasiado bien los
mecanismos de regulacién del enzima. También parece necesaria la presencia de
una pequena cantidad de Fe en el medio para que se produzca la induccién del
enzima FC-R en plantas de pepino (Romera et al., 1996a, b), tomate (Zouari, 1996)
y melocotonero (Gogorcena et al.,, 1998). Sin embargo, la remolacha induce la
actividad FC-R en ausencia total de Fe (Susin ef al., 1996). Se ha propuesto que la
dependencia de Fe se deba a la relacién de la actividad FC-R con el metabolismo del
etileno (Romera y Alcantara, 1993; 1994; Romera et al., 1996a, b). Uno de los
pasos de la sintesis de etileno a partir de L-metionina es realizade por el enzima
ACC oxidasa que requiere Fe para inducirse y se inhibe de forma competitiva con
Co(IT) (Dilley et al., 1993). La inhibicién de la biosintesis del etileno con 4dcido amino
oxiacético (AOA), aminoetoxivinilglicina (AVG), Co(Il) o Ag(l) reduce de forma
drastica el desarrollo de la actividad FC-R en plantas de pepino (Romera y
Alcantara, 1993; 1994), tomate y guisante (Romera et al., 1996a, b) en deficiencia
de Fe. Al mismo tiempo, la adicién de activadores de la sintesis de etileno a plantas
cultivadas en condiciones control incrementa la actividad FC-R de las raices
(Romera y Alcantara, 1994).

Recientemente se ha mostrado que la deficiencia de Cu induce también la
reductasa férrica de la membrana plasmatica en plantas de guisante (Welch et al.,
1993), y se ha confirmado que se trata de la misma reductasa (Cohen et al., 1997).
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Deficiencias de K, Mg, Ca, Mn y Zn no producen ninguna induccién de la reductasa
férrica (Cohen et al., 1997).

La caracterizacién molecular de la FC-R no se ha llevado a cabo todavia, si
bien existen diversos trabajos que han llevado a la asignacion de algunos
polipéptidos a dicho enzima. La solubilizacién de membrana plasmatica de tomate
permitié la separacién de 4 bandas que presentaban actividad reductasa férrica
con masas moleculares aparentes de 96, 70, 35 y 28 kDa (Holden et al., 1991;
1992; Briijggemann et al., 1993) y tres isoformas con pl de 5,5-6,2. La purificacién
de las proteinas solubilizadas permitié 1a separacién de dos proteinas, una que sélo
reducia KFeCN vy otra que reducia KFeCN y quelatos de Fe(IIl) (Holden et al.,
1994). Esta dltima tenia un peso de 34 kDa y no estaba ni glicosilada ni contenia
grupos hemo. Las proteinas aisladas de raiz de cebada y maiz presentan
diferencias respecto a las anteriores. Para cebada se ha aislado una proteina con
un peso de 205 kDa y pl de 7,4 (Moog y Briiggemann, 1994) con polipéptidos de
120, 106 y 96 kDa. En el caso de maiz se ha aislado una proteina con un peso de
210 kDa y polipéptidos de 46 y 28 kDa (Bagnaresi y Pupillo, 1995). El polipéptido
de 46 kDa reduce Fe(IID)-citrato y presenta un gran ntmero de similitudes con la
NADH-citocromo by reductasa de mamiferos.

Hasta ahora no se han encontrado evidencias de sintesis de novo de una
proteina de membrana involucrada en la actividad reductasa férrica en deficiencia
de Fe. Todos estos datos corroborarian los datos cinéticos de que la actividad
“turbo” reductasa seria debida a la sobreexpresion de la actividad reductasa férrica
estandar (Bagnaresi y Pupillo, 1995; Briiggemann ef al., 1991). Sin embargo,
hasta la fecha no se han podido clonar los correspondientes genes o ADN,.
Recientemente se ha aislado una familia de genes de Arabidopsis thaliana
denominados genes froh (froh a, b, ¢ y d) que codifican proteinas del tipo citocromo
b, de la misma clase que las FRE1 y FRP1 de levadura y la gp91phox humana
(Robinson et al., 1997). El gen froh ¢ aumenta su expresién considerablemente en
condiciones de deficiencia de Fe. Se han identificado también dos mutantes de
Arabidopsis thaliana, frd, y frd,, que muestran defectos en la reduccién de Fe(II)
(Yi y Guerinot, 1996). Dichos mutantes han mostrado que la capacidad de reducir
quelatos de Cu(Il) en el frd, también se pierde cuando no se induce la reductasa
férrica en condiciones de deficiencia (Yi y Guerinot, 1996).

1.5.2.3.- Acidificacion de la rizosfera

Las plantas de Estrategia 1 deficientes en Fe suelen producir descensos en
el pH de la solucién en la que crecen (Welkie y Miller, 1993; Susin et al., 1994). Tal
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efecto se debe a la induccién de una bomba de protones dependiente de ATP
gituada en la membrana plasmaética. La acidificacién disminuye en presencia de
inhibidores de la H*-ATPasa, tales como DES, DCCD (Romheld et al., 1984),
eritrosina y vanadato (Landsberg, 1986). La ATPasa de membrana plasmatica ha
sido caracterizada bioguimicamente (Sze, 1985; Serrano, 1989). El pH éptimo in
vitro es de 6,6 (Michelet y Boutry, 1995) y la eficiencia termodindmica H'/ATPasa
es igual a 1 (Rea y Sanders, 1987). La hidrélisis del ATP es dependiente de Mg y se
produce a través de un fosfoenzima intermediario (Briskin, 1990). Los cationes
alcalinos (K'>Rb*'>Na">Cs*>Li") estimulan su actividad, mientras que los aniones
no tienen ninguin efecto. El tamano molecular de la ATPasa es de 200-228 kDa,
con una subunidad de 100 kDa que constituye la unidad minima o subunidad
catalitica del enzima. Existen un total de 6 dominios funcionales en el péptido de
100 kDa (Serrano, 1989). El lugar de unién del ATP para la formacion del
intermediario fosforilado est4 localizado en la zona central del enzima (dominies III,
IV, Vy VI) que es su regién catalitica, mostrando una actividad quinasa que es la
que provoca la fosforilacién de un resto aspartato en el dominio II. La actividad
fosfatasa estd asociada al domanio I y se encarga de la defosforilacién de dicho
resto aspartato.

Fl mecanismo de funcionamiento pasa por la creacion de un intermediario
fosforilado, estable a pH Acido (Briskin, 1990) que requiere Mg(II) para su
formacion, siendo el complejo Mg-ATP el verdadero sustrato. El enzima pasa por
dos conformaciones distintas denominadas E, y E,, que se diferencian por su
distinta sensibilidad a los ligandos de la reaccion. Existe una amplia familia de
genes de H'-ATPasa en Arabidopsis thaliana, al menos uno de los cuales, el aha,,
se regula en respuesta a la deficiencia de Fe (Fox y Guerinot, 1998).

La acidificacién estd localizada en las zonas subapicales de la raiz,
diferencidndose de la acidificacién generalizada a lo largo de toda la raiz que ocurre
por la absorcién preferente de cationes (Rombheld et al., 1984). Esta localizacién
tiene una mayor efectividad, ya que incluso en suelos calcareos, las raices son
capaces de acidificar su entorno hasta unos 2 mm de distancia (Schaller, 1987). De
esta forma se aumenta la solubilidad de los compuestos de Fe en la zona préxima a
los lugares de absorcion. Es necesaria la presencia de una cantidad minima de K
para que se produzca la acidificacion (Jolley v Brown, 1985). No se conoce la
naturaleza de esta estimulacion pero si se sabe que no hay implicacién de sales
s6dicas.

La relacién entre la excrecién de protones y la reductasa de Fe no esta
todavia muy clara. Bienfait (1996) propuso una ruta para conectar ambos
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fenémenos que se desarrollaria en los siguientes pasos: la extrusién de protones
estaria acoplada a la acumulacién de citrato, este citrato se isomerizaria a
isocitrato que llevaria a la reduccién del NADP" y a la formacién de o-oxoglutarato.
El NADPH obtenido donaria directa o indirectamente electrones a la FC-R de la
membrana plasmatica. Sin embargo, cuando se han realizade medidas
simultaneas de ambos fenémenos en frutales, sélo se ha encontrado un descenso
del pH significativo de la solucién nutritiva en variedades de ciruelo, coincidiendo el
méximo de actividad FC-R cuando la acidificacién era mayor (Romera et al., 1991).
Se sabe que el Fe(II) afecta negativamente la extrusion de protones (Zocchi y
Cocucci, 1990). Rabotti et al. (1995) proponen que la oxidacién del NAD(P)H,
necesaria para mantener el rapido aumento de la actividad FC-R, liberaria
protones en el interior de la célula si solo se transfieren los electrones a los
aceptores externos, ayudando asi a disminuir el pH citoplasmatico y conduciendo a
una progresiva activacion de la ATPasa (Rubinstein y Stern, 1986; Marre ef al.,
1988). En cambio Wei et al. (1997) proponen la extrusion de H" como un factor
predominante frente a la actividad FC-R en la resistencia a la deficiencia de Fe de
genotipos de trébol subterraneo. Por dltimo, se ha determinado que ambos
mecanismos se regulan de forma distinta en tres mutantes de Arabidopsis
thaliana, ya que en condiciones de deficiencia de Fe no muestran induccién de la
actividad FC-R pero si son capaces de acidificar la rizosfera (Yi y Guerinot, 1996).
En el mutante de guisante dgl el desacoplamiento de ambas respuestas indica que
Ia sefial de induccion de la reductasa no es responsable, o al menos no es esencial
para la induccién de la excrecién de protones (Grusak y Pezeshgi, 1996).

1.5.2.4.- Excrecién de compuestos fendlicos, Acidos organicos y
flavinas

Compuestos fendlicos

Las plantas con deficiencia de Fe producen y excretan diferentes
compuestos de naturaleza fenélica (Brown y Ambler, 1973). Entre los compuestos
identificados destaca el cido caféico (Olsen et al, 1981) que puede llegar a
representar el 85% de los compuestos fendlicos excretados. Otros compuestos
identificados son el 4cido fendlico, el dcido clorogénico (Hether et al., 1984) y el dcido
p-cumdrico. Todos ellos son posibles derivados de la fenilalanina (Olsen et al.,
1981). Al igual que la acidificacién y la reduccién de Fe, su liberacién se localiza en
las zonas subapicales de la raiz (Romheld y Marschner, 1981).

Al principio se les concedid a estos compuestos un papel como potenciales
reductores, por su capacidad para reducir Fe. Ademas las raices pueden convertir
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el dcido p-cumarico (mal reductor) en 4cido caféico (buen reductor) a través de un
enzima hidrolasa (Olsen et al., 1982). La capacidad reductora del acido caféico es
muy dependiente de pH, presentando un méximo a pH<3 y descendiendo
fuertemente para pH>3 (Deiana et al., 1995). Sin embargo, la adicién de estos
compuestos no afecta e incluso disminuye la actividad reductora de las raices con
Fe(IID-EDTA (Rémheld vy Marschner, 1983). Por otro lado, los compuestos
fenélicos pueden quelatar Fe aunque formando complejos muy débiles (Marschner,
1995). Asi, la excrecion de compuestos fenodlicos no justificaria el aumento de
actividad reductora de las raices de plantas deficientes (Welkie y Miller, 1993).
Una funcién alternativa y no relacionada con la reduccién de Fe fue propuesta por
Sijmons et al. (1985) al relacionar la secrecién de estos compuestos con la pérdida
de suberina, recubrimiento protector de las celulas corticales de la raiz, que tienen
las raices deficientes en Fe, La mitad de la suberina la forman compuestos
fenclicos, cuyo componente mayoritario es el dcido ferilico, que unen la otra mitad
lipidica de la suberina a la pared celular,

Acidos organicos

En condiciones de deficiencia de Fe las plantas dicotiledéneas acumulan en
las raices y excretan dcidos organicos, principalmente citrato y malato (Brown,
1966; de Vos et al., 1986; Brancadoro et al, 1995). La acumulacién de dcidos
organicos también se produce en las hojas (lljin, 1951; Palmer et al., 1963;
Landsberg, 1981). En el caso de las raices, el incremento es simultdneo con la
acidificacién y se produce, sobre todo, en las zonas subapicales de la raiz (Jones y
Darrah, 1995).

La causa de este aumento no parece estar todavia clara, Se ha relacionado
con la extrusion de protones al medio (Landsberg, 1981; 1986; Rabotti et al., 1995)
y con el mecanismo “pH-stat” (Davies, 1973; 1986) mediante la fijaciéon de CO, por
las raices. Sin embargo, no estda todavia claro qué procesos preceden a cudles
{Bienfait, 1996). La estimulacién de la bomba de protones necesitaria de la sintesis
de dcidos orgdnicos para compensar la alcalinizacién del citoplasma. En cambio,
otros autores sugieren el proceso contrario, en el que la sintesis de Acidos organicos
conduciria a una acidificacion del citoplasma y a la inducaén de la bomba de
protones (Vos ef al., 1986). Sin embargo, se ha encontrado un aumento de 4cidos
organicos en plantas que no producen excrecién de protones (Landsberg, 1981).
También se ha implicado a los dcidos orgédnicos en la formacion de poder reductor,
ya que tanto citrato como malato estan implicados en reacciones conducentes a la
produccién de NADH y NADPH, tal como se muestra en la Figura 6.
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Figura 6: Reacciones que llevan a la obtencion de poder reductor y en las que
estan implicados citrato y malato (Bienfait, 1996).

Landsberg (1981) y Miller et al. (1990) encontraron aumentos en la
actividad PEPC de las raices deficientes que han sido confirmados recientemente
junto con un aumento generalizado de la actividad de los enzimas del ciclo de Krebs
(Lépez-Millan et al., 1998). El carbono entraria al ciclo de Krebs por el aumento de
la actividad PEPC, sin necesidad de pasar por la piruvato quinasa que acttia como
paso limitante (Lance y Rustin, 1984). El aumento de fijacién de CO, producido
reduciria la demanda de CO, fijado por la fotosintesis (Vance ef al., 1994) que se
encuentra fuertemente afectada por la deficiencia de Fe (Abadia, 1992).

La excrecion de dcidos organicos por las raices se considera como un
mecanismo general de solubilizacién y/o inmovilizacién de metales. Se produce no
s6lo como respuesta a la deficiencia de Fe sino también en la detoxificacién de Aly
7n, en la absorcién de P y Cd y en la deficiencia de Mn (Delhaize et al., 1993;
Dinkelaker et al., 1989; Jones y Darrah, 1995; Senden et al., 1995; Hoffland et al.,
1992; Hiltbrunner y Fluckiger, 1996). Tanto el malato como el citrato forman
complejos muy estables con cationes metdlicos en solucién aunque la unién es
muy dependiente del pH. Recientes estudios de Jones y Darrah (1994) v Gerke et
al. (1994) indican que tanto el citrato como el malato podrian movilizar grandes
cantidades de Fe del suelo, pudiendo ser absorbide por las plantas a través de la
reductasa férrica de la membrana plasmatica. Dentro de la célula se cree que el
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citrato juega un papel importante en la translocacion del Fe desde la raiz mediante
]a formacién de un complejo con el Fe.

Flavinas

En condiciones de deficiencia de Fe algunas especies producen flavinas como
parte de su mecanismo de respuesta (Welkie y Miller, 1993). La flavina
mayoritaria es riboflavina (Kannan y Seshadri, 1988; Shinmachi et al., 1994;
1995; Welkie, 1996) y en algunas plantas como remolacha y espinaca hay sulfatos
de riboflavina (Susin et al., 1993a; 1994). A pH alto las flavinas se acumulan en la
zona subapical de la raiz (Susin et al., 1993a) siendo excretadas al medio al
disminuir el pH (Susin ef al., 1994). Estos compuestos pueden llegar a alcanzar
concentraciones superiores a 1 uM en la raiz o en la rizosfera.

La funcién de estas especies quimicas es todavia desconocida. La posibilidad
de que actiien como agentes quelantes de Fe (Wallace, 1971) fue desechada por las
pocas evidencias obtenidas en condiciones fisiolégicas. La riboflavina tampoco es
la causante de la solubilizacién del Fe, 0, que realizan las raices in vivo (Shinmachi
et al., 1992). Se propuso que la riboflavina era oxidada al ser excretada a través de
la membrana plasmética y contribuia a inducir los procesos de reduccion de la rafz.
Sin embargo, los intentos por conseguir que raices de plantas deficientes redujeran
riboflavina fueron negativos (Sijmons y Bienfait, 1983). Las flavinas podrian
reducir directamente compuestos de Fe(III) en presencia de donadores electrénicos
como NADH o NADPH. Debido a su naturaleza flavinica, se realizé una busqueda,
en plantas de tabaco deficientes, de un compuesto parecido a la flavodoxina que en
algunas bacterias y algas en deficiencia de Fe sustituye a la ferredoxina (Huang et
al., 1992). Se encontraron descensos en la concentracion de ferredoxina en hojas y
aumentos en una proteina similar en raices, pero ninguna evidencia de produccion
de flavodoxina. Por otro lado, los sulfatos de riboflavina pueden ejercer, una vez
excretados, una accién antimicrobiana en las proximidadades de la raiz,
disminuyendo la posibilidad de que los microorganismos del entorno compitan con
la planta en la adquisicién de Fe(Ill) (Susin ef al., 1993a). Hasta el momento no se
han encontrade pruebas de que estos compuestos estén relacionados con los
mecanismos bdsicos que definen la Estrategia I. Sin embargo, se sabe que las
plantas que producen flavinas como remolacha (Wellde y Miller, 1989; Susin et al.,
1993a; 1994), tabaco (Welkie y Miller, 1988), lechuga (Welkie y Miller, 1992),
Franseria dumosa (Wallace, 1971), melén (Shinmachi et al., 1995; Welkie, 1996),
pepino (Shinmachi et al., 1992; 1994; 1995) y alfalfa y pimiento (Shinmachi et al.,
1995) son muy eficientes en la toma de Fe (Welkie y Miller, 1993).
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1.5.2.5.- Otras respuestas bioquimicas

Hasta la fecha se ha estudiado de forma extensa la fisiologia de la absorcién
del Fe por las plantas (Marschner, 1995), aungque se sabe muy poco sobre la
expresion y regulacion de genes dependientes de Fe. Asi, se ha senalado la
variacién de la actividad de enzimas relacionados con el metabolismo del carbono
en las raices de plantas sometidas a deficiencia de Fe (Lépez-Millan et al., 1998).
En cambio, existen pocos datos que sefalen la expresion de proteinas como
respuesta a la deficiencia de Fe. Los estudios mediante electroforesis de dos
dimensiones permiten establecer los perfiles de expresion de las proteinas en
deficiencia de Fe. Herbik et al. (1996) sefialaron un aumento en 1a concentracion de
algunos polipéptidos en las puntas de raiz de tomate deficiente en Fe con respecto
a los controles. Ademas identificaron 3 polipéptidos, GADPH, FDH y AP, cuya
expresion aumenté con la deficiencia. La induccién de la expresion de la FDH en
condiciones de deficiencia de Fe ha sido confirmada en cebada (Suzuki et al., 1998).
Schmidt y Buckhout (1997) también sefialaron el aumento en la expresién de siete
polipéptidos en las raices de tomate debido a la deficiencia de Fe.

1.6.- Transporte de Fe
1.6.1.- Transporte de Fe(Il) a través de la membrana plasmatica de raiz

Una vez que el Fe ha sido reducido se transporta a través de la membrana
plasmatica mediante transportadores especificos (Fox y Guerinot, 1998). Existe
una sorprendente similitud entre la absorciéon de Fe por parte de las plantas
dicotileddneas y la levadura Saccharomyces cerevisiae (Guerinot y Yi, 1994). En el
caso de levaduras se han descrito dos transportadores de Fe(I), uno de alta y otro
de baja afinidad. Sus genes han sido clonados recientemente disponiendose
también de mutantes que carecen de ellos (Askwith et al., 1994; Dix et al., 1994).
Se ha conseguido clonar en Arabidopsis un transportador de Fe(Il) IRT1 (iron-
regulated transported), usando el mutante doble de levadura fet3 y fet4,
correspondientes a los transportadores de alta y baja afinidad respectivamente
(Eide et al., 1996). Los transcritos de IRTI son detectados en las raices,
acumuldndose en respuesta a la deficiencia de Fe. Ademas, el IRT'I es un
transportador especifico para el Fe frente a otros metales que podrian actuar
como sustratos. El transporte de Fe(II) no se ve muy afectado por otros iones
metalicos como el Cu(l), Cu(I), Mn(II) y Zn(II), mientras que muestra una fuerte
inhibicién con el Cd(II). El posible papel de este transportador en el transporte de
otros metales estd todavia por determinar. En deficiencia de Fe se produce un
aumento de la concentraciones de cationes metdlicos en la planta. Este aumento
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estaria regulado mediante la reduccién de grupos sulfhidrilo en las proteinas
implicadas en el trasporte de cationes divalentes en la membrana plasmatica

(Welch et al., 1993).

La importancia del IRT radica en que es el primer gen correspondiente a un
transportador aislado de plantas, y que ha permitido el descubrimiento de una
familia de transportadores involucrados en el transporte de iones metalicos. Dicha
familia se ha denominado Z1P (ZRT/IRT-related-protein) de la que se han aislado y
caracterizado hasta la fecha tres miembros: IRT1, ZRT1 y ZRT2 que codifican
transportadores de Zn en Sacharomices cerevisiae (Zhao y Eide, 1996a y b). Se han
encontrado genes pertenecientes a esta familia en Arabidopsis (8), arroz (1),
levadura (2), neméatodos (4), tripanosoma (1) y humanos (2). La familia de genes
71P codifica proteinas de 309-476 aminodcidos, con 8 dominios transmembrana.
Entre los dominios 3 y 4 poseen 4 repeticiones histidina-glicina, que constituyen
potenciales lugares de unién a metales (Fox y Guerinot, 1998).

1.6.2.- Transporte de la raiz a la hoja

Los iones de Fe(I1) libres son muy reactivos y potencialmente téxicos debido
a que pueden catalizar la transferencia de electrones a especies oxigenadas, para
producir finalmente radicales libres hidroxilo (¢OH) (Guerinot y Yi, 1994). Asi, una
vez que ¢l Fe es absorbido hacia el citoplasma, debe estar unido a algin
metabolito. Scholz et al. (1988) desarrollaron un modelo con el aminodcido no
proteico nicotianamina. Se propuso que la nicotianamina actuaria como
transportador de Fe(ID) en el citoplasma, transfiriendo el Fe(Il) desde el lugar de la
reduccién hasta el sensor que induciria la sintesis de los procesos de transporte en
la célula. Una vez alli seria oxidado a Fe(IIl), de forma todavia desconocida,
liberandose a la savia del xilema.

Aunque en principio se propuso al malato como transportador de Fe en la
savia del xilema (Tiffin y Brown, 1962) trabajos posteriores sugirieron que el Fe se
translocaba en la planta unido al citrato, en la forma de dicitrato férrico (Tiffin,
1966a; 1966b; 1970; Chaney, 1989). Sin embargo, también se han encontrado en
el exudado de xilema complejos de Fe con otros dcidos orgdnicos, como malato y
malonato (Brown, 1963; Chaney, 1989), e incluso, con otros tipos de sustancias
organicas (Cataldo et al., 1988). El transporte de Fe formando complejo con el
malato se veria favorecido cuando los niveles de citrato fueran insuficientes
(Chaney et al., 1989). Los complejos para el transporte de Fe podrian variar con la
edad de las plantas y en situaciones de estrés, ya que la composicién relativa de
compuestos organicos en la savia del xilema varia. De cualquier forma, citrato y
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malato son dos de los acidos orgdnicos mas abundantes en el exudado del xilema
(Cataldo et al., 1988; Lopez-Millan et al., 1997).

El Fe tiene una movilidad intermedia en el floema (Marschner, 1995), debido
principalmente a su alta afinidad por el fosfato, el anién inorganico mds abundante
en él y con el que forma el fosfato férrico, altamente insoluble (Hill, 1980). Stephan
y Scholz (1993) sefialaron la importancia de la nicotianamina en el transporte de
Fe en el floema al impedir su precipitacién por el pH alcalino.

1.6.3.- Transporte al interior de las hojas

Hay evidencias que sefialan la posibilidad de existencia de otros pasos
limitantes para el transporte de Fe en el interior de la planta. Una vez que el Fe
alcanza las hojas, este debe ser reducido a Fe(Il) para facilitar su entrada en las
células Mengel y Geurtzen, 1986; Jolley et al., 1987; Kolesch et al., 1987b). Sin
embargo, el lugar donde ocurre esta reduccién no es conocido. Jolley et al. (1987)
consideran que el Fe(III) puede ser reducido por un efecto directo de la luz
(fotorreduccion). Asi, se ha propuesto que el Fe(lID-citrato podria ser fotorreducido
in vivo en la hoja por la huz ultravioleta y/o azul, dade que la citada reaccién se
puede producir in vitro (Bienfait y Scheffers, 1992). Por otro lado, se ha sugerido
que la nitrito reductasa podria desempenar algin papel en la nutricién del Fe, al
poder catalizar la reduccion de Fe(I1l)-citrato y Fe(I11D)-fitosiderdforo (Redinbaugh
y Campbell, 1983; Campbell v Redinbaugh, 1984; Smarrelli y Castignetti, 1988).
El mayor inconveniente de esta hipétesis es que generalmente la nitrito reductasa
esta localizada en el citoplasma, y no se podria explicar entonces el paso del
Fe(1ll)-citrato a través de la membrana plasmatica de las células de las hojas.
Mengel y Geurtzen (1986), por analogia con la reductasa férrica de raiz, sugirieron
que la reduccién tendria lugar en la membrana plasmaitica de las células de las
hojas, proximas a los vasos del xilema. El pH alcaline en el apoplasto provocarian
una inhibicién de la reducciéon y por lo tanto deficiencia de Fe, ain con contenidos
suficientes de Fe en hojas. Hay estudios de la actividad reductora de la membrana
plasmadtica de hojas con ferricianuro como aceptor (Askerlund et al., 1991) y se ha
comprobado la existencia de una reductasa férrica localizada en el mesoéfilo, capaz
de reducir Fe(I1I)-citrato en hojas deficientes y controles de Vigna unguiculata
(Briiggemann et al., 1993). La existencia de la reductasa se ha confirmado en
girasol (de la Guardia y Alcantara, 1996) utilizando como sustrato Fe(IID-EDTA.
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1.6.4.- Transporte al cloroplasto

El cloroplasto es el destino de una gran parte del Fe en la planta (Terry y
Abadia, 1986). Recientemente se ha comenzado la caracterizacion del transporte
de Fe hacia el interior del cloroplasto a través de la envoltura del mismo (Bughio ef
al., 1997a; 1997b; Mori, 1998). El transporte al interior del cloroplasto es
dependiente de luz (Bughio et al., 1997a;, Mori, 1998). Estudios con cloroplastos
aislados de plantas de cebada control y con Fe(IlI)-epiHMA (Bughio et al., 1997b)
sugieren que el transporte esta regulado por dos mecanismos distintos: una
reductasa de Fe(III) y un mecanismo desconocido, similar al de la Estrategia 11. El
transporte no parece estar mediado por ATP ni por un flyjo de H', y es dependiente
de pH, con un maximo a pH 8,0. La presencia de metales pesados en el medio (Zn,
Cu, Ni, Mn, 6 Cd) no tiene ningun efecto sobre el transporte.

Una vez que el Fe alcanza su destino final, si no va a ser utilizado, es
necesario gue sea acumulado en una forma no téxica y soluble, y que
posteriormente pueda ser liberado segiin las necesidades metabélicas de la planta.
Esta funcién la realiza una proteina multimérica denominada ferritina (Briat,
1996; Briat y Lobréaux, 1997).

1.7.- Regulacion hoja/raiz

Las plantas ponen en marcha mecanismos de respuesta adecuados cuando
les falta Fe, lo que sugiere la existencia de sistemas que regulen la puesta en
marcha y el cese de las respuestas. Normalmente, 1as respuestas se manifiestan
antes de que las hojas presenten sintomas aparentes de clorosis y en funcién del
nivel de la disponibilidad de Fe de la planta (Romheld y Marschner, 1986; Maas ef
al., 1988). Por otra parte, si los mecanismos no se inhibieran cuando la planta
hubiera adquirido suficiente e, ésta podria seguir absorbiendo Fe hasta
cantidades téxicas, como ocurre con los mutantes brz (bronze) y dgl (degenerative)
de guisante y chin (chloronerva) de tomate.

Las primeras hipdtesis sefialaron que la raiz por si misma era capaz de
detectar la falta de Fe y poner en marcha las respuestas (Bienfait ef al., 1987;
Bienfait, 1988b; Wei ef al., 1997). Estudios mediante injertos reciprocos con
variedades eficientes e ineficientes (Brown et al., 1971; Kolesch et al., 1987b;
Romheld, 1987) mostraron que sélo las plantas cuyas raices correspondian a
especies ineficientes presentaban clorosis. En cambio, Welkie y Miller (1988)
senalaron que la capacidad de extrusién de H* dependia de la parte aérea injertada.
Asi, parece que la raiz es la determinante de la tolerancia a la clorosis, aunque la
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parte aérea también podria jugar alguin papel. No obstante, el que la tolerancia a la
clorosis esté determinada fundamentalmente por la raiz, no implica
necesariamente que la sefal que desencadena las respuestas provenga
unicamente de la misma (Romera y de la Guardia, 1991).

Recientemente Grusak (1995) ha mostrado una modulacién de la actividad
de la reductasa férrica de guisante a lo largo de la vida de la planta. Dicho efecto
estaba regulado internamente e implicaba la transmisién de una sefial moévil,
desde las zonas reproductivas del tallo hasta las raices, a través del floema.
Estudios posteriores con los mutantes de guisante dgl y brz en condiciones control
y de deficiencia de Fe (Grusak y Pezeshgi, 1996) ratificaron la existencia de un
factor interno de regulacion para la reductasa férrica. Mediante injertos
demostraron que el origen de la senal estaba en la parte aérea y llegaba a las
raices a través del floema. Esta comunicacién tallo-raiz (“shoot-to-root”) ya habia
sido sefialada por otros autores proponiendo que la sefial fuera una hormona
(Landsberg, 1984; Bienfait et al., 1987; Romera et al., 1992a) o el propio Fe al ser
recirculado (Maas et al., 1988; Bienfait, 1989). Sin embargo, hasta la fecha no se
ha logrado relacionar ninguna actividad con la sefial de regulacién, ni saber si la
regulacién se produce a través de una proteina sintetizada de novo o a la
activacion de una proteina ya existente.

1.8.- La membrana plasmatica de las plantas
1.8.1.- Descripcion general

Las células vegetales estan formadas por organulos y sistemas de
membranas, entre los que destacan los cloroplastoes, mitocondrias, peroxisomas,
aparato de Golgi, tonoplasto, reticulo endoplasmatico, una variedad mas o menos
bien definida de pequenas vesiculas y el nucleo, todo ello embebido en el citoplasma
y encerrado por la membrana plasmatica, que esta rodeada a su vez por la pared
celular (Figura 7). La pared celular es relativamente rigida, confiriendo a la célula
estabilidad y proteccién frente al dafio mecdnico. La membrana plasmaitica
facilita una composicién regulada del medio interno, mediante €l intercambio de
metabolitos con el resto del organismo que le rodea, lo que facilita el metabolismo
intracelular.

Los componentes mayoritarios de la membrana plasmatica son lipidos (40-
60% en peso), proteinas (30-40% en peso) y carbohidratos (10-20% en peso;
Larsson y Mgller, 1990). Presenta un espesor de entre 9 y 11 nm, tanto in vivo
como in vitro, menor que el de otras membranas vegetales. Su densidad se sitda
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Cloroplasto

Mitocondria

Flasmodesmo

Reticulo
endoplasmitico
liso

Membrana plasmatica

Figura 7: Esquema de una célula vegetal.
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hacia la mitad del rango de densidad caracteristico de las membranas vegetales,
siendo de 1,10-1,24 gml.*. Considerando que la membrana plasmatica tiene un
alto contenido en carbohidratos y que la densidad depende del contenido relativo de
proteinas (1,35 g.mL?), lipidos (1,0 g mL"), carbohidratos (1,6 g.mL") y agua (1,0
gml"), la membrana plasmatica deberia tener una baja relacién proteina-lipidos
si se compara a membranas vegetales de densidad parecida.

La membrana plasmadtica tiene carga neta negativa a pH neutro. Aunque
10 se conoce en qué proporcién contribuyen las proteinas, lipidos y carbohidratos a
este valor medio, se sabe que alrededor de un 10% de los fosfolipidos de las
membranas estdn cargados negativamente. La carga negativa proporciona un
potencial de superficie negativo cuyo valor depende tanto del namero de cargas
negativas como de la concentracién de cationes en el medio que rodea la

membrana.

La composicién lipidica de la membrana plasmatica controla su
permeabilidad y eficacia como barrera (Douglas y Walker, 1984). Los lipidos
mayoritarios de la membrana plasmadtica son esteroles, glicolipidos y fosfolipidos.
Fl glicolipido mayoritario es el glucocerebrésido, aunque también hay pequenas
cantidades de monogalactosil-diacil-glicerido (MGDG) y digalactosil-diacil-glicerido
(DGDQG). La fosfatidil-colina (PC) y fosfatidil-etanolamina (PE) son los fosfolipidos
mayoritarios junto con el acido fosfatidico (PA). Los esteroles libres representan el
componente mayoritario de la composicién lipidica total. Los més abundantes en
la membrana plasmatica de plantas son sitosterol, campesterol y estigmasterol,
variando su composicién en los distintos érganos. Los 4cidos grasos mayoritarios
son palmitico (16:0), linoleico (18:2) y linolénico (18:3). La composicién de dcidos
grasos y, en particular, el grado de insaturacién de los mismos proporciona
informacién sobre la fluidez de la membrana.

Alteraciones en la composicién lipidica de 1a membrana plasmatica pueden
producir a su vez alteraciones en su permeabilidad y caracteristicas de
intercambio. Estas modificaciones se han encontrado en plantas que crecen bajo
distintos estreses medioambientales. Asi, existen datos de cambios en la
composicién fosfolipidica debido a bajas temperaturas (Lynch y Steponkus, 1987;
Lurie et al., 1994), envejecimiento (Stallaert y Geuns, 1994), salimdad (Douglas y
Walker, 1984) o sequia (Navari-Izzo et al., 1993), variacién del contenido de
esteroles en sahinidad (Mansour et al., 1994), o un aumento en el grado de
insaturacién de los dcidos grasos de plantas sometidas a estrés salino (Zenoff et al.,
1994). Estos cambios suponen una respuesta de las células al estrés, que podrian
llevar a variaciones en la actividad de los enzimas unides a la membrana
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(Herndndez y Cooke, 1997). Sin embargo, a pesar de las diferencias encontradas
en la composicién lipidica de la membrana plasméatica dependiendo de su
procedencia, los enzimas situados en ella pueden realizar sus funciones sin
cambios aparentes en la actividad.

1.8.2.- Actividad redox de la membrana plasmatica

Lundegardh (1945) sugirié que en la membrana plasmatica tenian lugar
procesos fisiolégicos relacionados con el transporte de electrones. Sin embargo, no
fue hasta 30 afios mas tarde cuando se tuvieron los primeros datos de la presencia
de componentes redox, dependientes de luz, en la membrana plasmatica de plantas
(Brain et al., 1977). Actualmente la disponibilidad de preparaciones de membrana
plasmdtica altamente purificada (Larsson, 1985, Morré et al, 1994) esta
permitiendo la caracterizacién de dichos componentes redox. El trabajo hecho
hasta la fecha permite senalar posibles actividades enzimaticas y constituyentes
localizados en la membrana plasmatica (Figura 8).

"standard-system " ?

2Fafli)-chelate

2Fe{ilf)-chelate “NADH oxidase I'

\| Fe(Af-chelate B4

reductase
48, 26 kDa

NAD(PH+ H™

NAD{PH-"quinane" reductases
cytosol NAD{P) '+ 2H°

Figura 8: Actividades NAD(P)H oxidoreductasas y constituyentes redox
identificados por estudios in vitro y sus posibles sitios de unién a la membrana. La
existencia de los sistemas depende del material de partida y su funcién (Liithje et al.,
1997).

Entre los compuestos redox identificados en la membrana plasmatica de
plantas superiores estdn compuestos de bajo peso molecular como flavinas,
citocromos y quinonas, asi como distintas NAD(P)H oxidoreductasas.

1.8.2.1.- Flavinas

Se han detectado flavinas en la membrana plasmitica de plantas
monocotiledéneas y dicotiledéneas mediante espectroscopia de fluorescencia. La
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concentracién de flavinas unidas no-covalentemente varia entre 02 y 0,5
nmol.(mg proteina)’ para herbaceas (Jesaitis et al., 1977; Ramirez ef al., 1984) y
2 5 nmol. (mg proteina)! para soja (Barr et al., 1986). La flavina mayoritaria en la
membrana plasmatica del tejido apical de judia es FMN (Van Gestelen et al.,
1996), mientras que la membrana plasmatica de raiz de maiz contiene cantidades
iguales de FMN y FAD (Liithje et al., 1998). Las flavinas son cofactores de los
enzimas de tipo flavoproteina. Las flavoproteinas se localizan preferentemente en
las cadenas de transporte de electrones pudiendo recibir ya sea dos e de los
nucleétidos de piridina o bien uno solo de las quinonas o citocromos. Tanto la
presencia de flavinas como la de sus inhibidores afecta a las actividades
enzimaticas de la membrana plasmatica (Luster y Buckhout, 1989; Asard et al.,
1994), lo que sugiere la presencia de flavoproteinas en los procesos redox de la
misma. Hasta la fecha se han identificado 5 enzimas redox situados en la
membrana plasmatica que tienen o podrian tener flavinas como cofactores (Bérzci
et al., 1998; Bérzci y Mgller, 1998).

1.8.2.2.- Quinonas

Las quinonas son transportadores méviles en las biomembranas que
transfieren un solo ¢. No hay evidencias directas de la presencia de ubiquinona,
caracteristica de membrana plasmatica de animales. En la membrana
plasmatica de las plantas, aunque existen datos que sugieren que componentes de
la membrana plasmadtica de plantas transfieren electrones a quinonas. Se ha
encontrado una naftoquinona en la membrana plasmatica del hipocotilo de soja y
un compuesto andlogo a la vitamina K, en la membrana plasmatica de raices de
maiz (Lithje et al., 1997). La actividad redox de la membrana plasmatica se ve
afectada, in vivo e in vitro, por vitaminas tipo K vy sus antagonistas (Déring et al.,
1992; Liithje et al., 1992), aunque su funcién en la membrana plasmatica no esta
todavia clara. Una posibilidad es que pudieran actuar ehminando los radicales
libres que podrian afectar a la bicapa lipidica.

1.8.2.3.- Citocromos tipo b

Los citocromos son proteinas cuyo centro activo lo constituye un grupo
hemo. Jesaitis et al. (1977) mostraron las primeras evidencias de la presencia de
citocromos de tipo b en la membrana plasmdtica. Estos se distinguen del
citocromo b, microsomal y de los de mitocondrias por sus propiedades espectrales
(el espectro del compuesto reducido menos el del oxidado presenta un méximo a
553-562 nm) y por su incapacidad para ser reducidos por NADH. La reducciéon
efectiva del citocromo b de 1a membrana plasmatica sélo se consigue por reduccion
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quimica directa con dcido ascérbico o ditionito y con iluminacién con luz actinica
azul. En la actualidad se han identificado citocromos tipo b en la membrana
plasmatica de una gran variedad de plantas superiores (Asard et al., 1994), aunque
todavia no se ha conseguido el aislamiento de ninguno. La cantidad total de
citocromo b varia entre 0,1-0,5 nmol citocromo.(mg proteina)' que constituye un
60-80% del contenido total de citocromos (Asard et al., 1994). Se distinguen tres
tipos de citocromo b en la membrana plasmatica, uno de ellos de alto potencial y
dos mds de bajo potencial.

1.8.2.4.- NAD(P)H oxidoreductasas

Las oxidoreductasas son enzimas que utilizan dos moléculas distintas como
sustratos. Un sustrato, denominado dador de €, que se oxida y un segundo,
denominado aceptor de e, que se reduce. La mayoria de las oxidoreductasas
asociadas a 1a membrana plasmatica utilizan NAD(P)H como dador de electrones.
Como aceptores de electrones existe una gran variedad de compuestos que se
pueden dividir en 4 grupos segun Bérczi y Asard (1995), tal y como se muestra en
el Cuadro 3.

Nombre Componentes
Grupo 1 Aceptores de e artificiales ferricianuro (KFeCN)
hexacloroiridato (IV)
hexabromoiridato (IV)
Grupo I Aceptores de e con Fe citocromo ¢

Fe(IID-EDTA
Fe(Ill)-citrato
Fe(1II)-malato, etc

Grupo III  Aceptores de e sin Fe quinonas
compuestos con
metales de transicién

Grupo IV Oxigeno 0,

Cuadro 3: Clasificacion de los aceptores de electrones de las oxidoreductasas
presentes en la membrana plasmatica de plantas superiores (Bérzci y Asard, 1995).

37



ORasa M, (kDa) Dador ¢ Aceptor e Cofactor

NADH-Oxidasa I' 36, 52, 72 NADH oxigeno -
NADPH-Quinona 27 NADPH>NADH KFeCN > FMN
oxidoreductasa® juglona > DQ

>ctce
NAD(P)H- 24 NADPH>NADH  juglona > UQ i
Quinona > KFeCN >
oxidoreductasa® DQ
NADH- 27 NADPH>NADH ubiquinona n t.
dehidrogenasa®”®

31 NADH> NADPH KFeCN > cite n. t.
> Fe(lil)-

quelato
NADH-Fe(11D)- 35 NADH Fe(Ill)-citrato sin grupo
citrato hemo
oxidoreductasa®
NADH- 45 NADH>NADPH KFeCN FAD
monodehidro-
ascorbato

oxidoreductasa’®

Cuadro 4: Caracteristicas de las oxidoreductasas aisladas de membrana
plasmadtica (modificado de Berczi y Asard, 1995) 'Brightman et al. (1988); *Luster y
Buckhout (1989); *Trost et al. (1997); *Serrano et al. (1994a); *Serrano et al. (1994b);
“Holden (1992); "Berzci et al. (1995); "Berzci y Mgller (1998). n. t. = no tiene.

Durante los ultimos afios se ha logrado la purificacién y caracterizacién de
una gran cantidad de oxidoreductasas de membrana plasmatica de distintos
tejidos. En el Cuadro 4 se muestran las caracteristicas de algunas de las
oxidoreductasas purificadas hasta la fecha.

NADH oxidasas

Hasta la fecha se han identificado dos NADH oxidasas unidas a la
membrana plasmatica, la NADH oxidasa I y la NADH oxidasa 1I. La NADH
oxidasa I (insensible al CN"), tiene un peso molecular de 200 kDa con subunidades
de 72, 52 y 36 kDa (Brightmann et al., 1988). El sitio de unién se encuentra
localizado en el lado apoplastico de la membrana plasmatica (Morré y Brightmann,
1991), aunque en presencia de detergentes se observa un aumento de la actividad
(Pupillo et al., 1986). Se ha propuesto que la actividad NADH oxidasa I esté
relacionada con la regulacién del crecimiento (Morré et al., 1995a, b). La NADH
oxidasa Il es una peroxidasa, que también se encuentra asociada al lado
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apopldstico de la membrana plasmatica (Rubinstein y Luster, 1993; Qu et al.,
1995). Se ha propuesto que la funcién de la NADH oxidasa II es la induccién de la
polimerizacién de los monomeros de la pared celular, debido a la produccién de HyO,

(Vianello y Macri, 1989) 0 a Ja reduccion de Fe.

NAD(PYH-quinona reductasa

Han sido identificadas dos actividades distintas, denominadas
deshidrogenasa 1 y II. La deshidrogenasa ! aislada de membrana plasmatica de
maiz (Luster y Buckhout, 1989) y cebolla (Serrano et al., 1994a y b; 1995) tiene
un peso molecular de 27 kDa y un pl de 6,0. Puede aceptar e’ tanto de NADH como
de NADPH, reduciendo KFeCN, quinonas o citocromo c. La actividad se estimula
en presencia de FMN. Se cree que su funcién esta relacionada con la formacién de
superdxidos dependiente de NAD(P)H a pH bajo (Vianello y Macri, 1989; Pinton et
al., 1994). La deshidrogenasa 1l tiene un peso molecular de 31 kDa (Serrano et al.,
1994a y b) y un pl de 8,0. Es especifica para NADH y reduce KFeCN>citocromo
c>juglona>Fe(IlD)-quelato (Serrano et al., 1995). Ambas actividades enzimaticas
se encuentran localizadas en el lado citoplasmatico de la membrana plasmadtica
(Cérdoba et al., 1995). Una segunda NAD(P)H-quinona reductasa, con un peso
molecular aparente de 24 kDa, fue aislada de la membrana plasmatica de
hipocotilo de calabacin (Trost et al., 1997).

NADH-monodehidroascorbato reductasa

El enzima NADH-ferricianuro oxidoreductasa aislado de membrana
plasmaitica de hojas de remolacha (Bérzci et al., 1995) ha sido identificado como la
NADH-monodehidroascorbato reductasa (Bérzci y Mgller, 1998). Se trata de un
enzima con un peso molecular de 160 kDa, con una subunidad de 45 kDa que
forma un tetramero. Presenta tres puntos isoeléctricos comprendidos entre 5,3 y
5,6. El enzima tiene una molécula de FAD como cofactor por cada subunidad. La
actividad ferricianuro reductasa es especifica para el B-NADH. También es capaz
de reducir Fe(IID-EDTA, citocromo ¢, oxigeno v duroquinona (Bérzci et al., 1995).
El enzima estd fuertemente asociado al lado citoplasmatico de la membrana
plasmadtica. Se ha propuesto que la MDA-reductasa podria tener un papel en la
reduccién de ascorbato tanto en el lado citosdlico come en el apopladstico de la
membrana (Bérzci y Mgller, 1998).

NAD(P)H-nitrato reductasa

Aunque la nitrato reductasa es considerado un enzima citosélico en las
células vegetales (Oaks y Hirel, 1985), se ha comprobado mediante
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inmunomarcaje que entre el 1 v 5% de la actividad nitrato reductasa de la célula
estd unida a la membrana plasmatica (Ward ef al, 1989). Sin embargo, la
actividad medida en membranas aisladas es muy baja como para contribuir a
procesos metabélicos (Chen y Wang, 1995). Se ha demostrado la existencia de una
nitrato reductasa asociada a la membrana plasmatica en algas (Stihr et al., 1993;
1995). Se trata de una proteina con un grupo ghicosil-fosfatidil-inositol que esta
anclada a la superficie externa de la membrana plasmatica de Chliorella
sacchrophila (Stohr et al., 1995). Kunze et al. (1997) verificaron la presencia de
una GPlI-nitrato reductasa unida a Ja membrana plasmadtica en las hojas de
plantas superiores. Hasta la fecha se ha establecido la existencia de nitrato
reductasa unida a la membrana plasmitica en hojas y raices. La nitrato
reductasa correspondiente a las hojas sélo acepta electrones de NADH y su
monémero tiene un peso molecular de 96 kDa. I.a nitrato reductasa
correspondiente a las raices también acepta electrones de succinato (Stshr y
Ulrich, 1997; Stohr, 1998) y su mondémero tiene un peso molecular de 63 kDa
(Stohr, 1998).

Por ultimo, cabe destacar que a pesar de la heterogeneidad existente entre
las oxidoreductasas aisladas, existen algunas similitudes destacables. Asi, las
proteinas de 27 kDa aisladas de raiz de cebolla (NADH deshidrogenasa) y maiz
(NAD(P)H-quinona oxidoreductasa) muestran actividades especificas similares,
junto con una preferencia similar respecto a los sustratos. Ambos enzimas son
sensibles a los antagonistas de grupos sulthidrilo y su K_ respecto a NADH
muestra valores similares (5-15 uM). Por otro lado, 1a proteina de 45 kDa (NADH-
monodehidroascorbato reductasa) aislada de membrana plasmaitica de hojas de
espinaca muestra similitudes con la citocromo b, reductasa de mitocondria y
posiblemente es idéntica a la proteina de 43 kDa, también de hojas de espinaca,
identificada como citocromo b, reductasa mediante anticuerpos (Askerlund et al.,
1991). Por dltimo, varias oxidoreductasas de membrana plasmaética aisladas
muestran pesos moleculares entre 36-39 kDa. Queda por determinar si estas
proteinas son enzimas idénticos o relacionados entre si. La aproximacién més
indicada para conseguirlo es mediante la caracterizacion completa de las
propiedades enzimaticas, la disponibilidad de anticuerpos y los datos referentes a
la secuencia de aminodcidos.

Otra aproximacién al estudio de las proteinas de la membrana plasmatica
es mediante electroforesis de dos dimensiones (2-D). El estudio de las protefnas de
la membrana mediante electroforesis de 2-D permite separar un gran ndimero de
polipéptidos y obtener perfiles de expresién de proteinas. Aunque esta técnica ha
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sido utilizada ampliamente para caracterizar proteinas de membrana de animales,
su uso para la membrana plasmatica de las plantas ha sido mucho menor.
Estudios mediante electroforesis de 2-D han senalado la induccién en la expresion
de polipéptidos en casos de estrés salino (Hurkman et al., 1988), y deficiencias de
sulfato y fosfato (Hawkesford y Belcher, 1991), nitrato (Ageorges et al., 1996) y Fe
(Thoiron et al. 1997), y también tras exposicién al ozono (Tokarska-Schlattner ef
al., 1997). Por dltimo, también se ha sefialado la variabilidad en la expresién de
algunos polipéptidos dependiendo de la edad de la planta (Masson y Rossignol,
1995) o de la situacién de la hoja (Frommer ef al., 1994). La complementacién de
esta técnica con la secuenciacién de polipéptidos abre una via para la
identificacién de las proteinas de la membrana plasmatica.
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2.- OBJETIVOS

Como ya se ha explicado en la Introduccion, la importancia del estudio de la
deficiencia de Fe reside sobre todo en el factor econémico. La clorosis férrica afecta
a especies de plantas de interés agrénomico y muy especialmente a los arboles
frutales.

En este trabajo se han estudiado diversos mecanismos de respuesta de las
plantas a la deficiencia de Fe, tomando principalmente como material de estudio la
planta modelo Beta vulgaris L.

Los objetivos globales de este trabajo fueron tres:

1.- Caracterizacion de la actividad de la reductasa férrica (FC-R) de

membrana plasmatica de hoja en relacién con la deficiencia de Fe

La mayor parte de los estudios sobre la induccién de las respuestas de las
plantas a la deficiencia de Fe se han centrado en la caracterizacién y regulacién de
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la reductasa férrica de la membrana plasmatica de las raices (Moog vy
Briiggemann, 1994). Sin embargo, la toma de Fe por las raices no es el Gnico paso
limitante en la absorcién y disponibilidad del Fe por las plantas. Asi, una vez que el
Fe llega a las células de la raiz, tiene que atravesar diferentes sistemas de
membrana entre los que se incluyen la membrana plasmatica de las células de las
hojas y de los cloroplastos. Sin embargo, no se disponen de muchos datos ni sobre
las caracteristicas de este transporte interno del Fe ni de cémo estd afectado en
situaciones de deficiencia de Fe. Briiggemann et al. (1993) mostraron la existencia
de una reductasa férrica en la membrana plasmdtica de hojas de Vigna
unguiculate en condiciones de suficiencia de Fe. También se ha sefialado la
existencia de una reductasa férrica asociada a la membrana del meséfilo en Vigna
unguiculata (Briiggemann et al., 1993) y Helianttus annuus (de la Guardia y
Alcantara, 1996) en condiciones de suficiencia y deficiencia de Fe.

2.- Determinacién de la composicion polipeptidica de la membrana plasmatica

de hojas en condiciones de deficiencia de Fe

Para que las plantas puedan crecer en condiciones de estrés es muy
mportante que se adapten a las variaciones medioambientales a través de la
regulacion de la actividad de los enzimas y de la expresién de los genes de proteinas
de membrana.

Se dispone de muy poca informacién de las proteinas que constituyen la
membrana plasmdtica de las plantas, habiéndose clonado menos de un 10% del
total (Sussman, 1994). En el caso de la reductasa férrica asociada a la membrana
plasmatica, Bienfait (1988a) propusc la existencia de dos sistemas distintos: la
reductasa "Standard", constitutiva de la membrana plasmatica de todas las
plantas, y la reductasa "Turbe”, que se induciria en condiciones de deficiencia de Fe.
Sin embargo, hasta la fecha no se ha encontrado confirmacién de la sintesis de un
enzima bioquimicamente distinto, ni se ha caracterizado inequivocamente ninguna
de estas reductasas.

La determinacién de los perfiles de expresién de las proteinas se puede
realizar mediante electroforesis de dos dimensiones (2-D), que permite separar un
gran numero de polipéptidos.
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3.- Determinacién de la composicion polipeptidica de las puntas de raiz en

condiciones de deficiencia de Fe

Mientras que las respuestas a la deficiencia de Fe en plantas de Estrategia
I, induccién de la reductasa férrica y acidificacién de la rizosfera, se encuentran
bastante bien caracterizadas (Moog y Briggemann, 1994; Alcdntara et al., 1991;
Rabotti y Zocchi, 1994), se sabe muy poco de los mecanismos de induccién de estas
gefiales y de la expresién y regulacién de los genes dependientes de Fe. En cambio,
en plantas que presentan la Estrategia I se han identificado genes especificos
inducidos en deficiencia de Fe (ids) (Okumura et al., 1991; 1994; Nakanishi et al.,
1993) encontrandose también aumentos en la actividad de los enzimas
nicotianamina sintasa (Higuchi ef al., 1994) y nicotianamina aminotransferasa
(Kanazawa et al., 1994).

Existen evidencias de que la respuesta a la deficiencia de Fe consistente en
el aumento de la actividad reductasa férrica podria estar mediada no solamente
por proteinas de membrana, sino que también podria haber implicados cofactores
citoplasmaticos (Susin et al., 1996). Por ello, se ha estudiado también la
composicién polipeptidica total de las puntas de raiz.
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3.-. MATERIALES Y METODOS

3.1.- Material vegetal

Las semillas de remolacha (Beta vulgaris 1.) que se han utilizado en este
trabajo corresponden al hibrido Monchil obtenidas por Hilleshig, Landskréna,
Suecia.

Para los estudios con 4arboles frutales se utilizé “Ademir” (hibrido de
melocotonero, Prunus persica L. y ciruelo, Prunus domestica L), Las plantas fueron
proporcionadas por el Departamento de Pomologia de la Estacién Experimental de
Aula Dei y enraizadas como estaquillas. El enraizamiento se realizo sumergiendo
las estaquillas de unos 20 cm, por el extremo mds cercano al tallo, durante 5 min
en una disolucién de dcido P-indolbutirico de 500 ppm. Se dejé que se secasen al aire
y se aplicé una mezcla con fungicida (Captan 10%, polvos de talco 90%) por el
extremo a enraizar. Se estaquillaron en macetas, que contenian una mezcla al 50%
de arena de rio lavada y turba, compactando bien. Se regaron, y se dejaron en lugar
himedo y sombrio durante 5 meses hasta el comienzo de los experimentos.



3.2.- Cultivo hidroponico

Todas las plantas utilizadas en este trabajo se cultivaron en medio
hidropénico y camara de cultive, con un fotoperiodo de 16 h 1uz/8 h oscuridad. La
temperatura se mantuve a 25 °C, la humedad relativa al 80% y la intensidad
luminosa entre 350-400 ymol fotones.m™®.s™,

3.2.1.- Soluciones nutritivas madre

Solucion 1

Stock Concentracién final en 1/2
Hoagland
Peso  Molaridad (M) g/L mM ppm {mg/L)
Molecular

KNQ, 101,11 0.5 50,55 25 978K,35N
MgSO,.TH,O0 246,50 0,2 49,30 1,0 24 3 Mg, 32 Na

KH,PO, 136,09 0,2 27,22 1,0 391K, 31P
NaCl* 58,5 0,1 5,85 05 11,5 Na, 17,7 Cl

*este producto no se anadié en el caso de cultivo de frutales

Solucién 2
Stock Concentracion final en 1/2
Hoagland
Peso  Molaridad M) g/L mM ppm (mg/L)
Molecular
Ca(NQ,),.4H,0 236,15 1 236,15 2.5 100 Ca, 70 N
Solucién de microelementos
Stock Concentracién final en 1/2
Hoagland
Peso  Molaridad (M) g/L uM ppm (mg/L)
Molecular
MnCl,.4H,0 197 94 9,14 1,81 4,6 0,25 Mn, 0,33 Ci
H,BO, 61,81 46,3 2,83 23,2 0,258
Na,MoO, 205,94 0,12 0,025 0,06 0,06 Mo
ZnS0,.7TH,O 136,38 0,8 0,23 0,4 0,026 Zn, 0,013 8
CuSO, 159,55 0,37 0,06 0,185 0,012 Cu, 0,006 S

El Fe se anadi6 como el complejo NaFe(II1)-EDTA de Sigma.
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3.2.2.- Cultivo hidropénico de remolacha

Las soluciones nutritivas utilizadas en el cultivo hidropénico de las plantas

de remolacha fueron:
Solucién Solucién bandejas Solucién cubos
germinacién (1 L) (35 L) (20 L)

_ (1/4 Hoagland) (3/8 Hoagland) (1/2 Hoagland)
Solucién 1 5 mL 175 mL 100 mL
Solucién 2 2,6 mL 87,5 mL 50 mL
Microelementos 0,6 mL 17,56 mL 10 mL

+Fe -Fe
NaFe(II)-EDTA - 0,663 g 0,379 ¢ -
NaOH 1IN - - - 20 mL
CaCO, - - - 20 g
Ajuste pH 5,5 5,56 5,5 -

El cultivo de las plantas de remolacha se desarrollé de la siguiente manera:
las semillas pildoradas se lavaron con H,0O destilada en agitacién con el fungicida
Benomilo-50 [N-(2,6-dimetilfenil) N-(fenilacetil) DL alalinato de metilo] al 0,1%
(Aragonesas Agro, S. A.). Se realizaron lavados hasta la pérdida del color azul de la
capsula de las semillas. Las semillas se pusieron en vermiculita, regandose con
solucién nutritiva 1/4 Hoagland sin Fe. Las semillas se mantuvieron en la camara
de cultivo, en oscuridad, hasta la aparicién de las primeras pldntulas a los 4-6 dias.
Pasadas dos semanas del inicio de la germinacién, las plantulas se traspasaron a
las bandejas de cultivo. Las bandejas contenian aproximadamente 50 plantulas en
35 L de solucién nutritiva 3/8 Hoagland. Las plantas se mantuvieron durante 2
semanas en estas bandejas. Pasado este tiempo se transplantaron a cubos (4
plantas/20 L) que contenian solucién nutritiva 1/2 Hoagland con 0 6 45 uM de
NaFe(ITD-EDTA. Para imitar lo mejor posible las condiciones naturales de la
deficiencia de Fe se incrementoé el pH de la solucion nutritiva de las plantas sin Fe
hasta 7,7 (Susfn, 1994a) mediante la adicion de NaOH 1 mM y CaCO, 1gL'
(Young y Terry, 1982).

En las experiencias en las que se ha utilizado una adicién de Fe, a plantas
deficientes, se anadié el Fe (45 uM) después de 15 dias en deficiencia.

3.2.3.- Cultivo hidropénico de arboles frutales

Para el cultivo hidropénico de los arboles frutales se utilizaron las mismas
soluciones nutritivas madre que en el caso de la remolacha, eliminando el NaCl de
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1a solucidn 1. Se pusieron 4 plantas/20 L solucién nutritiva. Debido a su origen, se
cambi6 el proceso de adaptacién al cultivo hidropdnico de los frutales. Asi, el medio
natritivo inicial fue 1/16 Hoagland, y contenia 12,5 ml de solucién 1, 6,25 mL de
solucién 2, 20 mL de microelementos, con 10 uM de Fe(IID-EDTA y a pH 5,5. Los
medios utilizados, y la secuencia de adaptacién fueron como sigue:

Soluciéon 1/16 Solucién 1/8 Solucién 1/4
Hoagland (20 L) Hoagland (20 L) Hoagland (20L)

Solucién 1 12,5 mL 25 mL 50 mL
Solucién 2 6,25 mL 12,5 mL 25 mL
Microelementos 10 mL 10 mL 10 mL
NaFe(IID-EDTA 10 uM 10 uM 10 uM
Ajuste pH 5,5 5,56 5,6
Tiempo 1 semana 1 semana 2 semanas

Al cabo de las cuatro semanas y para obtener material control y deficiente
en Fe se utilizaron dos tratamientos (1 y 2 respectivamente). Las soluciones se
cambiaron cada 15 dias, y el aporte de Fe se realizo cada 7 dias.

Tratamiento 1 Tratamiento 2

(20 L) (20 L)
Solucién 1 100 mlL 100 mL
Solucién 2 50 mL 50 mL
Microelementos 20 mL 20 mL
NaFe(1II)-EDTA 30 UM 1uM
pH 5,5 .

3.3.- Medidas de clorofila

Todas las determinaciones de clorofila en hoja han sido realizadas mediante
medidas con SPAD (ver 3.3.2). Para obtener los valores de clorofila
correspondientes a dichas medidas se han hecho curvas de calibracién comparando
con determinaciones espectrofotométricas.

3.3.1.- Medida de clorofila por espectrofotometria

Para realizar las medidas de concentracién de clorofila en hoja por
espectrofotometria se tomé una superficie de hoja conocida (1-2 ¢m?) y se triturd
en un mortero con un poco de ascorbato y acetona al 100%. Se filtré con un filtro
Millipere de 5 pm para eliminar el depésito de ascorbato y los restos vegetales, y se
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Jievé a un volumen conocido (entre 2 y 5 mL) con acetona pura (Abadia y Abadia,
1993).

La estimacién de la concentracion de clorofila se realizé midiendo la
absorbancia a 661,6 y 644,8 nm y aplicando las ecuaciones descritas por
Lichtenthaler (1987). La concentracién se obtiene en ug Cfl.mL™.

Clorofila a = 11,24 x Ay, - 2,04 X Agyg
Clorofila b = 20,13 x Agyq - 4,19 X Aggy

También se determiné la clorofila total en cloroplastos y protoplastos
aislados de hojas de remolacha. Se extrajo la clorofila con acetona al 80%, se
centrifugé para eliminar los restos de membranas y se midié la absorbancia a 663
y 645 nm. La cuantificacién se realizé aplicando los coeficientes de MacKinney
(1941).

ng CflmL! = 8,02 x Ay, + 20,2 x Agyq
3.3.2.- Medidor de clorofila SPAD-502 (Minolta)

E] medidor de clorofila SPAD-502 (Soil-Plant Analisis Development) de la
casa Minolta permite estimar la concentracién de clorofila de las hojas mediante
métodos no destructivos. El SPAD realiza estas medidas de forma directa
basandose en la determinacion de la intensidad de luz transmitida a través de la
hoja, que se puede relacionar con la concentracion de clorofila por medio de la
correspondiente calibracién. El sistema de medida se basa en dos diodos, uno rojo
(zona donde la absorcién es alta y no se ve afectada por los carotenoides) con una
emisién maxima a 650 nm, y el otro en el infrarrojo (donde la absorcién es pequeia)
con una emision a 950 nm. El drea de medida es de sélo 2 mm x 3 mm y las
muestras pueden tener hasta 1,2 mm de espesor. Hay que realizar siempre una
curva de calibracién para poder estimar la cantidad de clorofila total a partir de las
medidas de SPAD. Las calibraciones obtenidas dependen tanto del material como
de la época del afio en la que se realiza la medida en el caso de materiales crecidos
en campo. La relacién entre ambos valores no es lineal, ya que la seial de SPAD se
satura a altas concentraciones de clorofila. Por otro lado, para concentraciones
bajas de clorofila las medidas de SPAD pueden llegar a ser cero. En todo caso, en un
amplio intervalo la lectura por SPAD da una buena estimacién del contenido de
clorofila de 1a hoja.

Para realizar la correlacion se toman Areas conocidas de hojas que se leen
con el SPAD. A continuacion se extraen los pigmentos y se determina la
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concentracién de clorofila tal como se describe en el apartado 3.3.1. La curva de
calibracién se obtiene relacionando el valor de SPAD de cada muestra con la
concentracién de clorofila calculada para la misma muestra. Para remolacha
cultivada en medio hidropdnico y camara de cultivo y peral yv melocotonero en
condiciones de campo se obtiene una representacién de tipo logaritmico como la
mostrada en la Figura 9 (r* = 0,95).
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Figura 9: Correlacion de los valores de lectura con el SPAD y la concentracién
de clorofila total por &area (medida con la ecuacion de Lichtenthaler, 1987) en
remolacha cultivada en camara de cultive y peral y melocotonero en condiciones de
campo.

En general se realizaron 8-10 medidas con SPAD a lo largo de toda el drea de
la hoja, tomando como valor final el valor medio. L.a concentracién de clorofila
correspondiente se obtuvo por extrapolacién con la curva de calibrado obtenida en
las condiciones de cultivo utilizadas (Figura 9).

3.4.- Aislamiento de membrana plasmaitica de hojas de remolacha

Para el aislamiento y purificacion de membrana plasmaética se ha utilizado
la técnica de centrifugacién diferencial en un sistema acuoso de particion en doble
fase (Larsson, 1985; Palmgren et al., 1990). Este método se basa en la
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jnmiscibilidad del dextrano T-500 y el polietilenglicol (PEG) 3350 cuando se
encuentran en determinadas concentraciones. La membrana plasmatica se
concentra en la fase formada por PEG, mientras el resto de membranas celulares
se concentran en la fase de dextrano. La separacion se produce por las
caracteristicas de superficie, tamafio y densidad de la membrana plasmatica
(Albertson, 1971). Mediante la particion en doble fase se obtienen
mayoritariamente vesfculas con una orientacién celular natural ("right-side out"),
con el lado citoplasmatico en el interior de la vesicula (Larsson et al., 1984).

3.4.1.- Aislamiento y purificacion de membrana plasmatica de hojas
3.4.1.1.- Protocolo de aislamiento

Como material de partida para el aislamiento se utilizaron hojas de plantas
de remolacha crecidas en condiciones control (concentracién de clorofila por encima
de 250 pmol.m?), de deficiencia moderada de Fe (concentracion de clorofila entre
70-100 pmol.m®) y de deficiencia severa de Fe (por debajo de 40 umol.m®),

Se recogieron las hojas sobre hielo, se pesaron y se cortaron en trozos
pequefios. Se homogeneizaron en medio A (ver 3.4.1.2) con una relacién 1 g hoja/6
mlL medio con un ftriturador de cocina Osterizer (recipiente de 1 L) a maxima
velocidad, tres veces durante 20 s. El extracto crudo se filtré a través de 2 capas de
Miracloth (Calbiochem). El filtrado se recogié y se centrifugé a 10.000 g (10.000
rpm, rotor SS-34) durante 10 min a 4 °C. Se recogid el sobrenadante,
centrifugiandose de nuevo a 40.000 g (20.000 rpm, rotor SS-34) durante 60 min, Se
recogio el precipitado, en adelante denominado fraccion microsomal, y que contenia
una mezcla de membranas celulares.

La fraccién microsomal se resuspendié en 4 mL de medio B (ver 3.4.1.2), y se
colocé sobre el sistema de doble fase de polimeros (SDFP, ver 3.4.1.2) hasta
alcanzar todo un peso final de 30 g (tubos PPCO, copolimero de polipropileno, de 50
mL NALGENE™). El sistema de fases se mezclé mediante inversién del tubo y se
centrifugé durante 10 min a 1.200 g (3.500 rpm, rotor 85-34). Se separaron dos
fases: la superior, F'S, compuesta fundamentalmente por PEG y la inferior, FI,
compuesta por dextrano. La membrana plasmatica se desplaza mayoritariamente
a la fase superior (Figura 10). La fase inferior, que contiene la mayoria de las
membranas celulares, se mezclé con fase superior limpia (obtenida del stock, ver
3.4.1.2), repitiéndose el proceso de mezcla y centrifugacion, y separdndose la fase
inferior (F1,) de la superior (F'S,). Se juntaron las dos fases superiores obtenidas, F'S
y FS,, y se mezclaron con la fase inferior limpia, repitiéndose el proceso de mezcla y
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centrifugacién. Se separaron dos fases: la superior, MP, que contenia membrana
plasmatica de alta pureza y la inferior, FI,. Para controlar el proceso de
purificacion se recogieron las fases MP, FI, y FI,. Dichas fases se diluyeron 5 veces
en medio C (ver 3.4.1.2) para eliminar los polimeros y evitar que interfirieran en los
ensayos enzimaticos, centrifugdndose a 40.000 g (20.000 rpm, rotor S5-34)
durante 60 min. Los precipitados se resuspendieron en medio C con PMSF 0,5 mM
y leupeptina 20 uM, guardandose a -80 °C.
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microsomal new tower mix ».?3; plasr:a
fraction phase apin =2 membranes
’ Usl
mix Uy \__/
- spin U2L
mix // spin | Uy b
— / ——— b
/ Ly -
é u mix ULy
phase phase - ——
mixture system w1, -
new upper \_/ mix Uty
phase mr
span Lg }] mitochondria
new upper etc
phase

Figura 10: Esquema de los pasos de purificacién de membrana plasmatica
mediante un sistema acuoso de particién en doble fase (Larsson, 1985).

3.4.1.2.- Medios

Aislamiento

Medio A (medio de homogeneizacion)

tampén Hepes-KOH pH 7.5 50 mM
sacarosa 330 mM
DTT 1mM
acido ascorbico 2 mM
PMSF 0,5 mM
PVP 5% (p/v)
BSA 0,1% (p/v)
leupeptina 20 uyM
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Los componentes del medio A proporcionan la maxima proteccién a las
proteinas de membrana. El DTT protege los grupos sulfhidrilo. El PMSF inhibe las
proteasas liberadas durante 1a homogeneizacién, mientras que la BSA actaa como
sustrato alternativo para las mismas. El PVP inactiva los grupos fenélicos, y por
altimo el dcido ascorbico evita la oxidacién.

Medio B
tampon fosfato pH 7,8 5 mM
sacarosa 330 mM
KCl 5 mM
DTT 6 mM
Medio C
tampén MOPS-BTP pH 7,0 10 mM
sacarosa 250 mM
EDTA 3 mM
Purificacion

El dextrano es un compuesto muy higroscépico. Para realizar las
disoluciones de dextrano al 20% (p/v) se pesaron 25 g (dextrano T-500) que se
disolvieron en 100 ml de agua ultrapura con agitacién baja. Una vez disuelto se
pesé 1 g de la disolucién que se desecé en estufa a 50-60 °C. Una vez desecada la
disolucién se obtuvo su concentracién exacta por diferencia de peso, ajustdndose
entonces a un valor del 20% (p/v).

Sistema de doble fase de polimeros SDFP (sobre el que se carga la fraccién

microsomal)
Peso afiadido  Concentracién final en la
doble fase
tampon fosfato 100 mM pH 7,8 1,13 ¢ 5 mM
dextrano 20% (p/v) 975 ¢ 6,5%
PEG 40% (p/v) 487 g 6,5%
KCl 100 mM 1,13 ¢ 5 mM
sacarosa 2 M 3,7l g 330 mM
H,O ultrapura™ 191¢g
peso total 225¢g

* Agua tipo 1-grado reactivo, obtenida con un aparato MilhQ de Waters.
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Stock de doble fase de polimeros (para purificar las diferentes fases)

Peso ahadido Concentracién final en la

doble fase
tampon fosfato 100 mM pH 7,8 10g 5 mM
dextrano 20%(p/v) 6bg 6,5%
PEG 40% (p/v) 32b¢g 6,5%
KC1 100 mM 10 g 5 mM
sacarosa 2 M 33g 330 mM
H,O ultrapura 495 g
peso total 200¢

La mezcla se agité fuertemente en un embudo de decantacién, dejandose a 4
°C durante 12 h. Se separaron las dos fases, cada una enriquecida en un polimero
diferente y se congelaron a —20 °C.

3.4.2.- Cuantificacion de proteina de las preparaciones de membrana
plasmitica

Las proteinas en las preparaciones de membrana plasmatica se
cuantificaron siguiendo el método de Markwell et al. (1981) a partir del método
original de Lowry et al. (1951).

Solucién A

Na,CO, 29 (p/v)
NaQOH 0,4% (p/v)
tartrato sédico 0,16% (p/v)
SDS 1% (p/v)

Solucién B
| CuS0O,.5H,0 4% (plv)

Preparar justo en el momento de usar

Solucién C= solucién A: solucién B (100:1; v/v)
Solucién D= reactivo Folin-Ciocalteau: H,0 ultrapura (1:1; v/v)

A un volumen de hasta 100 pL de muestra o patrén (normalmente entre 4-
10 pL. de muestra) se afiadieron 3 mL de solucién C y se llevaron hasta un volumen
final de 4 mL con agua ultrapura, dejandose a temperatura ambiente durante 10
min. Se ahadieron 300 pL de solucién D, agitando fuertemente. Después de 45 min,
se mudi6 la absorbancia a 730 nm, frente a un blanco. Como estandar se utilizé
seroalbimina bovina (BSA) diluida en el tampén de muestra a partir de una
disolucién madre de 1 mg.mL"' (intervalo de 0,05 a 1 mg.mL"). Se utilizaron dos
diluciones diferentes de cada muestra, cada una por duplicado.
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3.4.3.- Determinaciéon de la pureza de la preparaciéon de membrana
plasmatica

La determinacién de la pureza de las membranas obtenidas se reahzé
mediante medidas enzimiticas. Se utilizaron como marcadores de membrana
plasmatica la ATPasa sensible a vanadato y la microscopia electrénica. Para
otras membranas se utilizaron la citocromo c-oxidasa (membrana mitocondrial) y
}a ATPasa sensible a nitrato (tonoplasto).

3.4.3.1.- ATPasa sensible a vanadato

La actividad de 1a ATPasa sensible a vanadato se determiné segin Larsson
y Moller (1990). Se afiade azida, molibdato y nitrato para inhibir las ATPasas de
mitocondria y tilacoide, las fosfatasas dcidas y la ATPasa de tonoplasto
respectivamente. El pH de la reaccién (6,5) es mas bajo que el pH 6ptimo de las
ATPasas de mitocondria y tilacoide (pH 7-8) y més alto que el de las fosfatasas
4cidas (pH 4-5). El detergente permite exponer el lado activo del enzima, que queda
en el interior de las vesiculas obtenidas. El DTT y el EDTA estabilizan la actividad
ATPasa al proteger los grupos sulfhidrilo. Ademas, el EDTA disminuye el ruido de
fondo de la reaccién al acomplejar cationes divalentes que podrian interferir.

Medio A
tampén MES-BTP, pH 6,5 50 mM
MgSO, 4 mM
KNO, 50 mM
NaN, 1 mM
Na,MoO, 0,1 mM
sacarosa 330 mM
EDTA 0,1 mM
DTT 1 mM
Tritén X-100 0,05% (p/v)
ATP 3 mM (para iniciar la reaccién)

Medio B
acido ascérbico 3% (p/v)
SDS 1% (p/v)
HCl 0,56 M

15 min antes de la medida se anade 1 mlL de molibdato amonico
(NH,);Mo,0,, al 8% (p/v) por cada 10 mL de medio B.

Medio C
citrato sodico 2% (plv)
NaAsO, 2% (pfv)
acido acético 2% (p/v)

Primero se disuelven las sales en H,0O y luego se ariade el acido acético.



El volumen de reaccién por muestra es de 120 ul. de medio A (sin ATP). A
este volumen se le afiade una alicuota de preparacion de membrana plasmatica (2-
25 pg de proteina). La reaccién se inicia al afiadir ATP (3 mM) y se mantiene
durante 20 min a 37 °C. Se prepararon blancos independientes sin Mg, con
ortovanadato (0,4 mM, preparado inmediatamente antes del ensayo) y sin Tritén
X-100. La reaccién se para mediante la adicién de 1 mL de medio B frio, dejando las
muestras en hielo al menos durante 10 min.

La determinacién de la actividad se realiza mediante la valoracién del fésforo
(P,) liberado, midiendo el complejo formado con el molibdato. El exceso de molibdato
se elimina por formacién de un complejo en presencia de 1,5 ml. de medio C. Las
muestras se incuban a 37 °C, midiéndose la absorbancia a 850 nm pasados 30
min. Los valores de absorbancia se mantienen estables entre 25 y 60 min. La
recta patrén se realizé con KH,PO, 2 mM (0-1 mM)

Este ensayo se realizé6 con fracciones recién obtenidas de membrana
plasmatica (MP), fraccion microsomal, F1, y FI, para comprobar cada aislamiento.

3.4.3.2.- Medidas de contaminantes: mitocondrias

El mayor contaminante que puede aparecer en el aislamiento de membrana
plasmatica es la membrana mitocondrial. La presencia de este contaminante se
determina con uno de los pocos marcadores especificos dentro de la célula, el
enzima citocromo c-oxidasa que se encuentra en la membrana interna de la
mitocondria. La medida de la actividad se realizé segin Jesaitis et al. (1977). Las
concentracienes finales del medio de reaccion fueron:

tampén Tris-acetato, pH 7.4 50 mM
citocromo ¢ 0,045 mM
Tritén X-100 0,05% (p/v)

Antes de preparar el medio se reduce el citocromo ¢ con 1 pL de ditionito
sédico 1 M y se anade una alicuota de preparacién de membrana plasmatica
equivalente a 10-50 pg de proteina, con un volumen final de 1 mL. Se midieron los
cambios en la absorbancia a 550 nm debidos a la oxidacién del citocromo c. Las
medidas se realizaron con fracciones de membrana plasmatica y fraccién
microsomal.
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3.4.3.3.- Medidas de contaminantes: tonoplasto

La presencia de membrana de tonoplasto se detecta mediante la actividad
ATPasa sensible a nitrato. Las concentraciones finales del medio de reaccién

fueron:

Medio A
tampén Tris-Mes pH 6,1 50 mM
sacarosa 225 mM
Triton X-100 0,04% (p/v)
MgCl, 2 mM
KNO, 50 mM
ATP 2 mM (para iniciar la reaccién)

Medio B
(NH,),Mo,0,, 3,6 mM
H,S0, 340 mM

Medio C
acido ascorbico 15 mM
SnCl, 4 mM
H,SO, 300 mM

Se toman entre 2-8 ug de membrana. La reaccién se inicia anadiendo el ATP
para un volumen total de 0,5 mlL de medio A, y se mantiene durante 30 min a 37
°C. Para parar la reaccién se afaden 3,5 mL de medic B. Después de 10 min a
temperatura ambiente se realiza la cuantificacién del P, liberado, afiadiendo 1 ml
de medio C y dejandolo a 37 °C durante 30 min. Al cabo de este tiempo se mide la
absorbancia a 680 nm. La recta patrén se realiza con KH,PO, (0-1 mM). Las
medidas se realizaron con fracciones de MP, fraccién microsomal y FI,.

3.4.3.4.- Estimacién de la pureza mediante microscopia electrénica

La pureza de las fracciones también se determiné mediante microscopia
electrénica, aplicando un método de contraste especifico para la membrana
plasmatica (Larsson y Mgller, 1990). Se analizaron fracciones microsomales
(previa a la purificacién) y de membrana plasmatica (tras la purificacién). El
proceso se llevé a cabo en tubos Eppendorf a 4 °C y consta de cuatro pasos que se
detallan a continuacion.

Fijacién y deshidratacién

La fijacién se realiza manteniendo la muestra en glutaraldehido al 2,5% en
tampén cacodilato siédico 0,1 M a pH 6,8 durante 24 h y a 4 °C. Tras varios
lavados con el tampon cacodilato, las muestras se fijan con 0sO, al 1% en el mismo
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tampén durante 1 h y a 4 °C. La fijacién se completa lavando varias veces,
primero con el tampoén y posteriormente con H,O destilada. La deshidratacién se
lleva a cabo de forma sucesiva en etanol del 30, 50, 70, 90 y 100%. Cada paso es de
20-30 min, repitiendo el altimo 3 veces.

Inclusion

El medio de inclusién utilizado fue Epon (Polaron Eq. Ltd. Watford, U. K.) que
consta de cuatro componentes (DDSA, MNA, DMP-30 y EPON 812). Se preparan
en primer lugar 1as dos soluciones que se detallan a continuacién:

Solucién A: DDSA 12,5 mL
EPON 812 17,75 mL

Solucién B: MNA 14,8 mL
EPON 812 165 mL

Estas soluciones se agitan por separado durante 20 min, tras lo cual se
mezclan, afadiendo 0,9 mL de acelerador (DMP-30). El Epon asi preparado se
mantiene en agitacion durante 30 min.

Para una mejor penetracién, la resina se aplica disuelta en éxido de
propileno. La inclusion se realizé como sigue:

6xido de propileno 2 x 20-30 min
6xido de propileno:Epon (2:1, v/v) 2-3h

6xido de propileno:Epon (1:1, v/v) 2-3h

6xido de propileno:Epon (1:2, v/v) 2-3h

Epon 12-24 h
Epon 2-3h

Tras estos pasos, los tubos Eppendorf se introducen en una estufa a 65 °C
durante 24-48 h, hasta la total polimerizacién de la resina.

Corte

Los bloques se cortan con una cuchilla de diamante (Diatome, Suiza) en un
ultramicrotomo Ultracut (Reichert, Alemania). Las secciones (40-60 nm de grosor)
se montan en rejillas de niquel.

Contraste

El contraste de la membrana plasmatica se realiza segin el método descrito
por Roland ef al. (1972). Con esta técnica es posible apreciar las vesiculas de
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membrana plasmatica tenidas de negro o gris oscuro. Sin embargo, los
fundamentos quimicos del proceso no se conocen bien todavia.

Incubacion rejillas acido peryddico 1% (p/v) 30 min

Lavado 1 H,0 destilada 5x 2 min

Incubacién cortes dcido fosfotingstico 1% 35 min
acido crémico 10%

Lavado 2 H,O destilada 5 x 2 min

La visualizacién de las rejillas se hizo en un microscopio electrénico Phillips
CM12 (Servicio de Microscopia Electrénica de la Universidad de Cérdoba). Para
tomar las fotografias de los cortes se utilizaron placas Kodak de 6,6 x 9 cm. La
pureza de la membrana plasmatica se estima tomando al menos 20 placas de cada
fracei6n (a 11.000 aumentos). Todas las placas se amplian a los mismos aumentos
(aproximadamente a 33.000), en papel fotografico de 19 x 24 cm, a los que se aplica
un andlisis de intersecciones (Weibel, 1979). Sobre cada fotografia se aplicé una
transparencia, con lineas paralelas separadas entre si 1 cm, y a continuacién se
contabiliza el nimero de intersecciones de dichas lineas con todas las vesiculas
induidas en la imagen (I,), asi como el nimero de intersecciones con vesiculas de
membrana plasmitica (1,,). La pureza (P), en %, se obtiene aplicando la férmula :

P = (1,,/1/100

Se estima la pureza para cada fotografia y posteriormente se realiza la
media para cada fraccién.

3.5.- Aislamiento y purificacién de mitocondrias de remolacha

El aislamiento de mitocondrias se realizé sobre tres tipos distintos de tejido
de remolacha: hojas, raices y raiz de reserva. Las mitocondrias de todos los tejidos
se aislaron segin Boutry y Briquet (1982), utilizando un gradiente discontinuo de
Percoll.
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3.5.1.- Aislamiento de mitocondrias de hojas

Tampén de homogeneizacion
tampoén Tris-HCI pH 7,6 50 mM

sacarosa 04 M
KH,PO, 10 mM
EGTA 1 mM
B-mercaptoetanol 5 mM
BSA 0,4% (p/v)
PVP 0,1% (p/v)
Medio B

manitol 04M
KH,PO, pH 7,2 10 mM

Se homogeneiza el tejido en el tampén, con una relacién 25 g tejido/100 ml,
tampoén, en un triturador de cocina Osterizer a velocidad media, durante 5 s tres
veces. El extracto crudo se filtra a través de una capa de gasa. El filtrado se
centrifuga a 4.000 g (5.000 rpm, rotor GSA) durante 15 min a 4 °C. El
sobrenadante se centrifuga de nuevo a 16.300 g (10.000 rpm, rotor GSA) durante
15 min. El precipitado se resuspende en Medio B,

Se introduce la muestra resuspendida en la parte superior de un gradiente de
Percoll y se centrifuga a 220 g (1.500 rpm, rotor SS-34) durante 25 min. Se recoge
la banda que contiene las mitocondrias en la interfase entre las zonas de 24 y 50%
Percoll. La banda se diluye 5-6 veces en medio B y se centrifuga a 10.000 g (10.000
rpm, rotor 55-34) durante 10 min. Las mitocondrias se guardan a —20 °C.

Gradiente de Percoll

Vol. usado para
H,O ultrapura Medio C* Percoll Vol final§ el gradiente

13,5% 7,3 mL 10 mL 2, 7mL 20 mL 2 vol
24% 7,8 mL 15 ml, 7.2ml, 30 mL 4 vol
50% - 10 mL 10 mL 20 mL 1 vol

* Medio C = Tris 10 mM pH 7,2, sacarosa 0,5 M
3.5.2.- Aislamiento de mitocondrias de raiz

Para el aislamiento de mitocondrias de raiz y raiz de reserva se siguié
inicialmente el mismo protocolo, que el utilizado para las mitocondrias de hoja,
aunque se varié la composicién del gradiente de Percoll.
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Gradiente de Percoll
— Vol. usado para
H,0O ultrapura Medio C* Percoll Vol. finallf el gradiente
13,5% 7,3 mL 10 mL 2,7 mL 20 mL 2 vol
20% 9 mL 15 mL 6mlL 30 mL 4 vol
50% - 10 mL 10 mL 20 mL 1vol

" % Medio C = Tris 10 mM pH 7,2, sacarosa 0,5 M
Debido a que no se obtenian mitocondrias de raices se realizaron
modificaciones sobre este método. Se afiadi6 0,5 mL de PMSF al 10% (disuelto en
etanol) en 250 mL de tampén. La rotura del tejido se realizé en un mortero. La
primera centrifugacion se hize a una velocidad algo mas baja, 2.000 g (3.500 rpm,
rotor GSA) durante 10 minutos. El manitol se sustituy6 por sacarosa en el tampén

de resuspension.
3.6.- Estudio de la actividad FC-R en hojas de remolacha
3.6.1.- Actividad FC-R en membrana plasmatica
3.6.1.1.- Dependencia del sustrato
3.6.1.1.a.- Fe(II)-EDTA

La capacidad de reduccién de Fe(III)-EDTA por la membrana se midié por la
formacién del complejo Fe(Il)-batofenantrolina disulfato (Fe*'[BPDS),]*) (Bienfait
et al., 1983). Se siguié el método descrito por Susin et al. (1996) elimindndose el
EDTA del medio de reaccién por problemas de interferencia con el ensayo. Las
concentraciones en el medio de reaccion fueron:

tampon MOPS-BTP pH 6,8 156 mM

sacarosa 250 mM

MgCl, 5 mM

Tritén X-100 0,02% (p/v)

BPDS 600 uM

NADH 500 uM

Fe(1ID-EDTA 500 uM (para iniciar la reaccién)

Se afadieron entre 5-7 ug de membrana purificada para un volumen total de
reaccion de 1 mL. La reaccién se inici6 con la adicion de Fe(IlI)-EDTA,
desarrollandose entre 10-20 min a temperatura ambiente y oscuridad. Para
estimar el Fe reducido se midié la absorbancia a 535 nm en un espectrofotémetro
Shimadzu 2101-PC con una rendija de 1 nm. Se aplicé un coeficiente de extincién de
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22,14 mM'.cm™. Las medidas se hicieron por triplicado y con blancos sin muestra
para eliminar la reduccién inespecifica.

3.6.1.1.b.- KFeCN

Se siguié el método general descrito por Palmgren et al. (1990).
tampén MOPS-BTP pll 6,8 15 mM

sacarosa 250 mM

Tritéon X-100 0,02%(p/v)

NADH 500 uM

KFeCN 500 pM (para iniciar la reaccién)

Se siguié el mismo procedimiento que con Fe(llI)-EDTA, inicidndose la
reaccién al afadir el KFeCN. Se midi6 el descenso de la absorbancia a 420 nm
debido a la reduccién del ferricianuro a ferrocianuro. Se utilizé un coeficiente de
extincion de 1,02 mM".cm. Las medidas se hicieron por triplicado v con blancos
sin muestra para eliminar la reduccién inespecifica.

3.6.1.1.c.- Otros quelatos de Fe(IID

Se caracterizé la actividad reductasa en presencia de Fe(IID)-citrato y
Fe(IID)-malato, descritos como transportadores de Fe en la planta (Tiffin, 1970).

Los complejos Fe(III)-citrato y Fe(Ill)-malato se prepararon afiadiendo una
disolucién lo mds concentrada posible de FeCl, (c; en el complejo 25 mM) gota a
gota, a una disolucion también lo mds concentrada posible del Acido
correspondiente, a pH 6,0 para citrato y 6,5 para malato. Al final de la adicién de
FeCl, se volvié a comprobar el pH. La concentracion final del dcido dependié de la
relaciéon Fe : dcido deseada.

Para medir la reduccién se siguié el mismo protocolo que para Fe(II)-EDTA.
Las relaciones utilizadas fueron de 1: 1 a 1: 500 para Fe(Ill)-citrato yde 1: 2 a 1 :
50 para Fe(III)-malato.

3.6.1.2.- Cinéticas de la actividad reductasa

Se variaron las concentraciones de los quelatos de Fe entre 25-1.000 uM.
Estas medidas se realizaron para Fe(III)-EDTA, Fe(IID)-citrato, Fe(III)-malato y
KFeCN. También se realizé la cinética variando la concentracién de NADH y
NADPH entre 25-1.000 uM. La determinacién de las constantes cinéticas se llevd
a cabo mediante un ajuste de tipo Eadie-Hofstee.
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3.6.1.3.- Medida del pH 6ptimo de la actividad FC-R

Se estudio el pH al que se produce la maxima actividad para cada uno de los
quelatos de Fe utilizados: Fe(III)-EDTA, Fe(Ill)-citrato y Fe(1l1)-malato. Los
protocolos fueron los descritos anteriormente, variando el tampén, para obtener el
pH deseado en un intervale entre 5,0 y 8,0. Los tampones utilizados fueron:

fosfato 156 mM pH 5,0
MES-KOH 15 mM pH 5,5-6,5
MOPS-BTP 15 mM pH 7,0-8,0

3.6.1.4.- Actividad FC-R en condiciones de anaerobiosis

Se caracterizé la influencia del oxigeno en la actividad FC-R de la membrana
plasmdtica. Los medidas en condiciones anaerébicas se realizaron en el mismo
medio de reaccién (ver 3.6.1.1.a) afiadiendo 42 U.mL* de glucosa oxidasa (Grado Ii,
Boehringer Mannheim), 10 mM de glucosa y 50 pg.mL’ de catalasa (“beef liver”,
Boehringer Mannheim) (Briiggemann y Moog, 1989). Estas medidas se realizaron
con Fe(I1)-EDTA, Fe(Il)-citrato y Fe(1II)-malato.

3.6.1.5.- Latencia de la actividad FC-R

Los estudios de latencia permiten determinar la situacién de los lugares
aceptor y donador de electrones del sistema enzimdtico que reduce Fe, y el lado de
l]a membrana en el que se encuentra localizado. Se utilizaron Tritén X-100
(detergente i6nico) y Brij 58 (detergente no-i6nico). El grado de latencia se
determina por comparacién de la actividad enzimatica en presencia y ausencia de
detergente, calculdndose mediante la ecuacién: [(actividad con detergente)-
(actividad sin detergente)] x 100/(actividad con detergente). Las concentraciones
finales de los detergentes fueron 0,05% (p/v) para Brij 58 y 0,02% (p/v) para Triton
X-100.

La existencia de vesiculas intactas se comprobé mediante la variacién de pH
inducida por la bomba de protones (Palmgren y Sommarin, 1989; Palmgren, 1990).
Las concentraciones en el medio de reaccién fueron:

MOPS-BTP pH 6,8 10 mM
KC1 140 mM
EDTA 1 mM
BSA 1 mg/mL
naranja de acridina 20 uM
ATP 2 mM
MgCl, 4 mM
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La reaccién se inicié anadiendo 50 ug de membrana plasmatica a 1 mL de
medio de reaccion, midiéndose la variacion de la absorbancia a 495 nm a 1o largo del
tiempo.

3.6.1.6.- Actividad FC-R en un medio similar al apoplasto

Para determinar la actividad FC-R en condiciones lo mas parecidas al
entorno de la membrana plasmatica en la planta, se realizaron medidas de
actividad FC-R en un medio similar al apoplasto. Dicho medio contenia (en mM): K*
10; Ca™ 2,15; Mg* 0,68; Na* 0,1; NO, 14,64; CI 0,82; SO,* 0,48; H,PO, 0,34. El
medio se tamponé a pH 6,8 con Mes-KOH 15 mM. Se sigui6 el protocolo deserito en
3.6.1.1.a, eliminando el MgCl, del medio de reaccién por encontrarse ya afadido en
el medio. Las medidas se realizaron con Fe(III)-EDTA y Fe(ITD-citrato.

3.6.1.7.- Actividad FC-R en presencia de flavinas

Se estudié la influencia de las flavinas en la actividad reductasa de la
membrana plasmatica. Las flavinas elegidas fueron FMN, FAD y riboflavina,
cuyas concentraciones en hoja varian como consecuencia de la deficiencia de Fe
(Susin et al.,, 1993b). Se utilizé6 el mismo medio de reaccion ya descrito
anteriormente y se afadieron las flavinas con una concentracién final de 50 uM. Se
realizaron medidas para Fe(II)-EDTA y Fe(IID)-citrato. Se hicieron medidas con
blancos sin muestra para eliminar la reduccién inespecifica.

3.6.2.- Actividad FC-R en cloroplastos

Los cloroplastos se aislaron siguiendo el método descrito por Nedunchezhian
y Kulandaivelu (1991). Todo el proceso se lleva a cabo a 4 °C.

Medio A
sorbitol 330 mM
Na,P,0, 10 mM
MgCl, 10 mM
KCl 5 mM
acido ascérbico 5 mM
tampén Mes-KOH pH 6,5 20 mM
Medio B
tricina pH 7,0 10 mM
sacarosa 600 mM

Se homogeneizan las hojas en medio A (100 mL/20 g hojas) en un triturador
Osterizer a baja velocidad (3 x 5 s). Se filtra el homogeneizado con 4 capas de
Miracloth y se centrifuga a 6.400 g (8.000 rpm, rotor 88-34) durante 6 min,
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resuspendiendo el precipitado en medio A. Los cloroplastos intactos se purifican en
un gradiente de sacarosa (1 mg.mL* de cloroplastos en 25 mL de gradiente) de 25,
34 y 51% (en tricina 10 mM pH 7,0), que se centrifuga a 4.300 g en un rotor
flotante (5.000 rpm, SW 41Ti, Beckman L8-70M Ultracentrifuge) durante 10 min
yun grado bajo de aceleracion. Se recoge la banda situada en la interfase entre las
capas de 34 y 51% de sacarosa, vy se diluye con un volumen igual de medio B. Se
centrifuga para depositar los cloroplastos, que se resuspenden en el medio B.

La actividad reductasa se mide con un protocolo adaptado a partir del de
membrana plasmatica descrito en el apartado 3.6.1.1.a.

Medio de reaccién

tricina pH 7,0 10 mM

sacarosa 600 mM

BPDS 600 uM

Fe(11I)-EDTA 500 uM (para iniciar la reaccitn)

Se afiaden 12 pg de cloroplastos para un volumen de reaccién de 4 mL. La
reacci6n se inicia con la adicién del Fe(IID-EDTA y se desarrolla entre 30-60 min,
Se midié el espectro de absorcién entre 400-700 nm. El Fe reducido se estimé por la
absorbancia a 535 nm (¢ = 22,14 mM".ecm™). También se realizaron medidas en
presencia de 500 uM NADH. Las medidag se hicieron por duplicado y con blancos
sin Fe(IID)-EDTA y sin muestra.

Las medidas de dependencia de pH se realizaron en el intervalo 5,5 a 7,5. Los
tampones utilizados fueron MES-KOH 10 mM (5,5-6,5) y tricina 10 mM (7,0-7,5).

3.6.3.- Actividad FC-R en protoplastos

Se desarrollé un método de aislamiento que permite obtener de forma rapida
protoplastos de hojas de plantas control y deficientes en Fe a partir del meséfilo,
mediante incubacién con celulasa y pectinasa (Kanai y Edwards, 1973).

Se parte de unos 2 g de mesdfilo cortado en trozos de aproximadamente 1
em?, obtenidos tras eliminar manualmente la epidermis abaxial. Los fragmentos de
mesdéfilo se colocan en una placa Petri con 100 ml: del medio de incubacién,
dejandose durante 15 h a 25 °C con agitacién y en la oscuridad. Se utilizan medios
de incubacién con concentraciones distintas de celulasa (E.C. 3.2.1.4 de Penicillium
funiculosom, Sigma) y pectinasa (Macerase® pectinase de Rhizopus sp.,
Calbiochem) para las hojas control y deficientes. La concentracién de enzimas
para las hojas control es algo menor, ya que a concentraciones mas altas se
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obtienen protoplastos muy degradados. Se determinaron las concentraciones

optimas de enzima para cada material.

Medio de incubacion (-Fe) Medio de incubacién (+Fe)
sorbitol 0,5 M
celulasa 2% (p/v) celulasa 1,2% (p/v)
pectinasa 0,1% (p/v) pectinasa 0,08% (p/v)

PVP 5% (p/v)
BSA 0,2% (p/v)
DTT 2 mM
CaCl, 1mM
tampén MES-KOH 2mM pH 5,6

Tras la incubacién, se filtra a través de una malla de nylon (Scrynel NYHC,
Polylabo, Francia) con un tamafno de poro de 150 um. El tejido no digerido se lava
con medio de homogeneizacion fresco sin enzimas. El filtrado se centrifuga a 100 g
(920 rpm, rotor 58-34) durante 10 min, recogiendo el precipitado que contiene los
protoplastos. Este precipitado se lava tres veces con medio de homogeneizacién sin
enzimas ni DTT para eliminar el DTT del medio, ya que interfiere con las medidas
de reduccién de Fe,

La purificacién de los protoplastos se realiza mediante una separacién por
densidad (Vankova y Bornman, 1987). En un tubo de vidrio Corex se ponen 9 mlL
de sacarosa 1 M y se depositan encima 4 mL de la suspension de protoplastos (en
sorbitol 0,5 M). La separacién se realiza por centrifugacién a 50 g (650 rpm, rotor
SS-34) durante 5 min. Los protoplastos intactos permanecen en la interfase entre
las dos capas, mientras que el resto de membranas pasan a la fase inferior.

El estado final de los protoplastos se comprobé por microscopia o6ptica
utilizando como colorante Evans Blue al 0,26% disuelto en medio de incubacién sin
enzimas. Dicho colorante entra por difusion a través de los poros de las
membranas. Si el protoplasto estd intacto su interior aparece transparente,
mientras que si esta roto aparece de color azul.

La cuantificacion de la clorofila total de los protoplastos se realizd tal y como
se describe en el apartado 3.3.1. Los pigmentos fotosintéticos presentes en los
protoplastos se determinaron por HPLC segiin el método de de las Rivas et al.
(1989).

La capacidad de reduccién de Fe se determing por Ia formacién del complejo
Fe(ID-PDTS tal y como se ha descrito para membrana plasmatica (apartado
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3.6.1.1.a) con un medio de reaccion modificado. Para los protoplastos se ha utilizado
an medio lo mds parecido posible al apoplasto de remolacha (Lépez-Millan et al.,
1997). Este medio, que se denominé solucién apoplasto, tenia la siguiente
composicién (en mM): Mg* 2,5; CI 6,5; Na* 1; NH,” 1; NO, 3,5 mM; K* 15; 50, 0,5;
PO,* 5y se tamponé a pH 5,5 con Mes-KOH 10 mM.

Medio de reaccion

solucién apoplasto, pH 5,5

sorbitol 06 M

CaCl, 0,5 mM

KHCO, 1,5 mM

PDTS 400 pM

Fe(III)-EDTA 400 uM (para iniciar la reaccién)

Se afiadié una muestra conteniendo entre 1-3 pg clorofila para un volumen
total de reaccibn de 1 mL. La reaccién se inicié con el Fe(II)-EDTA,
desarrolldndose durante 30-60 min a temperatura ambiente. La reaccién se realizé
tanto en oscuridad como bajo iluminacién de luz roja. Para estimar el Fe reducido se
midié la absorbancia a 562 nm en un espectrofotémetro Shimadzu 210 1-PC con
una rendija de 1 nm. Se aplicé un coeficiente de extincién de 27,9 mM*'.em®. Las
medidas se hicieron por triplicado y con blancos sin muestra para eliminar la
reduccion inespecifica.

Se estudié la dependencia de la actividad FC-R en funcién del pH del medio en
un intervalo de pH entre 5,0-7,5, con los mismos tampones que los utilizados para
membrana plasmaética. Las cinéticas se realizaron con concentraciones de Fe(11D)-
EDTA entre 25 v 1.000 uM, tal como se describe para la membrana plasmatica.

3.6.4.- Especiacién y estructura de los quelatos de Fe

Se realizé la especiacién de los complejos de Fe(IlI)-citrato y Fe(Il)-malato
en las distintas condiciones de ensayo en que se realizaron medidas de actividad
FC-R. La especiacién se estimé con ayuda del programa MINTEQAZ2 (Allison et al.,
1991). Los valores de las constantes para Fe(Ill)-citrato se corrigieron para un
valor de fuerza idénica cero usando los coeficientes gamma obtenidos con la
ecuacion de Davies. Las constantes de estabilidad utilizadas para el Fe(Ill)-ctrato
fueron:
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Compuesto log K

Fe(I1D)
[FeCit]° 13,43
[FeCitH]*! 20,18
[FeCitOH]! 21,83
[FeCit,]® 31,63
[Fe,Cit,(OH),] 47 94
Fe(ID)
[FeCitOH]° 9,90
[FeCit]" 5,68
citrato
[CitH]? 6,39
[CitH, ] 11,15
[CitH,]° 14,28

Para el caso de Fe(lll)-malato fue necesario calcular las constantes de los
complejos ya que no existian datos en la bibliografia. Las constantes de formacién
de los complejos, asi como la protonacién del dcido malico se estudié mediante el
método propuesto por Martell y Motekaitis (1992) en colaboracién con el Dr. Juan
José Lucena del Departamento de Quimica Agricola de la Universidad Auténoma
de Madrid. Se realizaron titulaciones de pH con dcido malico (Merck, 10, 1 y 0,1
mM) o con diferentes relaciones de Fe : malato (1:1, 1:5, 1:10 y 1:25). Los
experimentos se hicieron con un titulador automatico (721 Net Titrino, Metrohn) y
el programa TiNET 2.1. Se comprobé la cantidad total de Fe mediante
espectroscopia de absorcién atémica. Las constantes de estabilidad se calcularon
con los programas PKAS y BEST (Martell y Motekaitis, 1992) y se extrapolaron a
fuerza 16nica cero con la ecuacién de Davies. La posibilidad de precipitacién del Fe
no fue considerada en los cdlculos ya que no se observé precipitacién en los ensayos
de reduccién. Las constantes obtenidas fueron:

Compuesto logK
Fe(I1I)
[FeMal]*! 7,84
[FeMalOH]" 3,72
malato
[MalH}*! 5,00
[MalH,]° 8,32
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Los cdlculos se realizaron, tanto para Fe(IlD-citrato como para Fe(IIl)-
malato, para valores diferentes de pH y considerando condiciones aerébicas

(pe+pH > 15).

La obtencién de las estructuras se realizé con el programa Hiperchem

version 3.0 para Windows.
3.7.- Analisis polipeptidico mediante electroforesis
3.7.1.- Puntas de raiz de remolacha
3.7.1.1.- Preparacién de la muestra

Tras 15-20 dias del tratamiento de deficiencia de Fe, se recogieron puntas de
raiz (0,5-1 cm) de las plantas. Las muestras se congelaron en N, liquido y se
guardaron a —80 °C. Se probaron tres métodos de extraccién de proteina (con sus
correspondientes métodos de solubilizacién) para encontrar el mas adecuado al tipo
de muestras utilizado. Para cada extraccién se mezclé material procedente de
distintas plantas.

3.7.1.1.a.- Extraccion con tricina.

Se utilizé un tampoén de homogeneizacién compuesto por 50 mM de tampoén
Tricina a pH 7,8 y PVP 5% (p/v). Se machacaron aproximadamente 50 mg de
puntas de raiz en un homogeneizador Eppendorf con 1 mL de tampén. Se
centrifugé a 14.300 g (12.000 rpm, rotor SS-34) durante 15 min. Se recogi6 el
sobrenadante, guardédndose a —80 °C. Para cargar las muestras en el gel, se
precipitaron las proteinas en acetona 80% y PVP 1% (p/v), dejandose durante 24 h
a -20 °C. Se centrifugé a 10.000 g (10.000 rpm, rotor S5-34) y el precipitado se
resuspendié en el tampoén de solubilizacion.

Tampén de solubilizacién (relacién A:B:C de 3:1:4 en volumen)

A: 1 mL B-mercaptoetanol, 0,1 g SDS, 5,5 g urea
B: 200 uL. CHAPS 10% (p/v), 20 pL: anfolitos 5-8, 5,6 g urea
C: 2 mL CHAPS 10% (p/v), 200 uL anfolitos 5-8

3.7.1.1.b.- Extracciéon con SDS

Se sigui6 el método descrito por Granier (1988) con el tampén de
solubilizacién descrito por Herbik et al. (1996).
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Tampén de homogeneizacién

SDS 4% (p/v)
B-mercaptoetanol 5% (v/v)
sacarosa 5% (p/v)
PVP 0,5% (pfv)

Se machacaron puntas de raiz en un mortero con N, liquido hasta obtener
un polvo compacto. Aproximadamente 100 mg de este polvo se disolvieron en 2 mL
de tampén de homogeneizacién. Los extractos se hirvieron durante 3 min. Se
centrifugé a 29.400 g (17.200 rpm, rotor 5S-34) durante 15 min, recogiéndose el
sobrenadante que se volvié a centrifugar a la misma velocidad durante 10 min. Lag
proteinas se precipitaron en acetona 80% (v/v) con B-mercaptoetanol al 0,07%
(v/v), dejandose a —20 °C al menos 1 h. Se centrifugé a 29.400 g (17.200 rpm, rotor
55-34) durante 10 min, se secd el precipitado al vacio y se resuspendié en el
tampoén de solubilizacién.

Tampén de solubilizacién
tamp6n Tris/HCI pH 7,8 100 mM

SDS 2,5% (p/v)

glicerol 20% (plv)

B-mercaptoetanol 5% (viv)
3.7.1.1.c.- Extraccion con fenol

Se siguié el método descrito por Meyer et al. (1988) con el tampén de
solubilizacion de la muestra descrito por Herbik ef al. (1996),

Preparaciion de la solucion de fenol

Antes de realizar la extraccién es necesario preparar la solucién de fenol, ya
que la solucién comercial utilizada (Aqua-Roti-Phenol, Roth) se encuentra a un pH
muy &cido. Para ello se satura la solucién con Tris a pH 8,0 mezclando 96 mL de la
solucion comercial de fenol con 100 mL de Tris/HCI 1 M pH 8,0, y agitando durante
2 min en botella de vidrio opaca. Se pasa la mezcla a un embudo de decantacion,
donde se separan dos fases y se recoge la inferior. Se repite el proceso de
separacion con 100 mL de Tris/HC1 1 M pH 8,0. A la segunda fase inferior se afade
un volumen igual de Tris/HCl pH 8,0 mas diluido (0,1 M). En este ltimo paso se
recogen las dos fases separadas, afladiendo a cada una B-mercaptoetanol 5 mM.
Las soluciones preparadas se pueden utilizar pasados 4 meses guardadas a 4 °C.

Solucién A (fase inferior)= 0,1 M fenol-Tris (saturada con fenol)

Solucién B (fase superior)= 0,1 M Tris-fenol (saturada con Tris)
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Extraccidn de la muestra

Se machacaron puntas de raiz en un mortero con N, liquido hasta obtener
un polvo compacto. Aproximadamente 500 mg de este polvo se disolvieron en 6 mL
de Solucién A (0,1 M fenol-Tris). La mezcla se mantuvo en agitacién (agitador
magnético) durante 30 min a 4 °C. A continuacién se centrifugé a 5.000 g (7.100
rpm, rotor §S-34), recogiendo la fase inferior. Se afnadié a esta fase un volumen
igual de Solucién B, repitiendo el proceso de agitacién y centrifugacién y volviendo a
recoger la fase inferior. A un volumen de esta fase se afadieron 4 volimenes de
acetato aménico 0,1 M en metanol frio manteniéndose al menos 4 h a —20 °C. Para
recuperar las proteinas se centrifugé a 5.000 g (7.100 rpm, rotor SS-34) durante
15 min. El precipitado se lavé con metanol frio hasta la desaparicién del olor a
fenol. Los extractos se resuspendieron en tampén de solubilizacién, se hirvieron a
100 °C durante 3 min y se sonicaron durante 30 s (Sonicator® XL, Heat Systems).

Tampén de solubilizacién
tampon Tris/HCI pH 7,8 100 mM

SDS 2,5% (p/v)
ghicerol 20% (p/v)
B-mercaptoetanol 5% (viv)

3.7.1.2.- Cuantificacion de las proteinas

Las proteinas se han cuantificado sélo en la extraccién con fenol, ya que éste
fue el método elegido para la continuacion del trabajo. Los tampones de
solubilizacién utilizados contenfan concentraciones altas de SDS y B-
mercaptoetanol, incompatibles con cualquier método de cuantificacién. Asi pues,
antes de cuantificar se realizé un paso previo de precipitacién para eliminar
cualquier posible interferencia. Se anadié6 TCA al 12% a una alicuota de muestra
(1:1, v/v), manteniéndose a 4 °C al menos 1 h. A continuacién, se centrifugé a 7.200
g (10.000 rpm, Microcentrifuge Force 7, Denver Instrument Company) durante 15
min. Bl precipitado se lavé dos veces con TCA al 6%, resuspendiéndose en 100 pL
de H,0O ultrapura.

L.a medida de proteina se realizé con el sistema DC Protein System Assay
(Bio-Rad, ref. 500-0116), basado en el método de Lowry et al. (1951).

Reactivo A= NaOH, tartrato sédico y sulfato de cobre
Reactivo B= reactivo de Folin

Se mezclan 100 pL conteniendo la muestra o patrén con 0,5 mL de reactivo
A, agitandose en Vértex. Se anaden 4 mL de reactivo B, agitdndose en Voértex
inmediatamente. Se deja 15 min y se mide la absorbancia a 750 nm frente al
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blanco. Como estdndar se utiliza sercalbumina bovina (BSA) diluida en H,0
ultrapura a partir de una disolucién madre de 1 mg.mL"' (0,05-1 mg.mL"). Se
utilizan tres diluciones diferentes de cada muestra.

3.7.1.3.- Electroforesis en una dimension

Lia electroforesis en una dimensién se realizé en geles de poliacrilamida del
12,5% segun el método de Laemmli (1970). Las dimensiones de los geles fueron de
160 x 175 mm con 0,75 mm de grosor. Los geles de separacién y concentracion se
prepararon de la siguiente manera:

Gel Separacion Gel Concentracién

(12,5 % acrilamida) (7,2% acrilamida)
acrilamida:bisacrilamida (30:0,8)* 15 mlL 1,8 mL
Tris-HC1 3,0 M pH 8,8 4,5 mL -
Tris-HC1 0,5 M pH 6,8 - 1,8 mL
SDS 10% 360 ul 75 ul
H,O ultrapura 15,87 mL 3,825 mL
APS 10% 270 ul 37,5 ul
TEMED 18 ul 7.5 ul

*(% plv)

Antes de afiadir la mezcla del gel de concentracion, se afiadié alcohol
isopropilico para polimerizar el gel de separacion.

Las muestras se solubilizaron con el tampén de Laemmli (1970) con una
relacion 3 muestra: 1 tampén (v/v). Se cargaron 35 ug proteina/pocillo.

Tampén de Laemmli (para solubilizacién)

Tris-HCI pH 6,8 62,5 mM
B-mercaptoetanol 2% (viv)
SDS 2,5% (p/v)
glicerol 20% (p/v)
azul de bromofenol trazas

Tampoén de electroforesis (x 10)

gL! Concentracion final
Tris 30,3 0,25 mM
Glicina 144 1,92 M
SDS 10 1%
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La electroforesis se mantuvo a una corriente constante de 40 mA, unas 5 h,

hasta que el frente de azul de bromofenol salié del gel. Se utilizé 1a estandar de peso
molecular de Biorad (Molecular Weight SDS-PAGE Standard, Low and High range)

compuesta por:
miosina
p-galactosidasa
fosforilasa b
BSA
ovoalbtimina
anhidrasa carboénica
inhibidor de tripsina
hisozima

200 kDa

116,25 kDa
97 4 kDa
66,2 kDa
45 kDa

31 kDa
21,5 kDa
14,4 kDa

Los geles se tifieron con azul de Coomasie durante 2 horas, y posteriormente

se efectuaron dos lavados hasta que el fondo del gel aparecié sin color.

Solucién de teniido
H azul de Coomasie R-250

metanol
acido acético

Solucidn de lavado

metanol
acido acético

0,25% (p/v)
45% (viv)
9% (viv)

25% (viv)
8% (viv)

3.7.1.4.- Electroforesis en dos dimensiones

La electroforesis en dos dimensiones se realizé segin O'Farrell (1974) con las
modificaciones introducidas por Herbik et al. (1996).

3. 7- 1 .4. aa"
desnaturalizante

Primera

dimension: IEF

(isoelectroenfoque)

La electroforesis de IEF se realizé en tubos de vidrio (150 mm x 3 mm,

Pharmacia Biotech). Para evitar la formacion de artefactos, los tubos se hirvieron

en HC1 0,1 M durante 5 min, y después se lavaron en etanol.
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Gel IEF

urea 826 g
acrilamida:bisacrilamida (28,38:1,62Y* 2,0 mL
Tritén X-100 10% 3,0 mL
anfolitos Pharmacia, rango pH 5-8 0,6 mL
anfolitos Pharmacia, rango pH 3,5-10 0,15 mL
H,0O ultrapura 3,0 mL
TEMED 20 uL
APS 10% 25 pL
*(% plv)

Se cerraron los tubos por uno de los extremos con membrana de didlisis
(Spectra/Por® Membrane de 50 kDa de corte, Spectrum) y se sumergieron en 3 mL
de urea 8 M. Se anadi6 la mezcla de acrilamida a los tubos y se cubrié cada tubo
con 50 pL. de urea 8 M para facilitar la polimerizacién. Tras una hora se cambié la
urea por 20 pL del tampén de prefocalizacion y 5 uL de H,O ultrapura, dejandose
en reposo durante 2 h mas.

Para la prefocalizacién se retiré la solucion que quedaba sobre el gel
polimerizado y se afiadieron a cada tubo 20 pL de tampén de prefocalizacion,
completando el volumen del tubo con el tampén superior (NaOH 20 mM). Se realizé
una prefocalizacién de 1 h hasta alcanzar un voltaje de 750 V (Investigator™ 2-D
Electrophoresis). Los tampones de electroforesis utilizados fueron acido fosférico
10 mM como tampén inferior y NaOH 20 mM como tampén superior. Ambos
tampones se desgasificaron al vacio.

Tampdn de
prefocalizacién
urea 95 M
Tritén X-100 10% (p/v)
anfolitos, rango pH 5-8 1,6% (viv)
anfolitos, rango pH 3,5-10 0,4% (viv)
B-mercaptoetanol 5% (v/v)

Después de realizada la prefocalizacién, se cargaron las muestras. En un
tubo Eppendorf conteniendo 50 mg de urea, 3,5 uL de anfolitos (pH 3,5-10) y 25 uL
de Tritén X-100 al 30% se anadié la muestra. El volumen de muestra fue siempre
de 65 pL (conteniendo 50 ug de proteina para geles analiticos y 250 pg para geles
preparativos). El contenido del Eppendorf se homogeneizé por agitacion en un
agitador Vértex, se afiadié 2 pL de azul de bromofenol (0,1% en etanol al 20%) y se
cargé en el tubo. Sobre la muestra se colocaron 20 uL de overlay K (urea 9 M, 0,8%
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anfolitos, rango pH 5-8, 0,2% anfolitos, rango pH 3,5-10) y se completd el volumen
del tubo con tamp6n superior. La focalizacién se mantuvo durante 16 ha 750 Vy
30 min a 1.500 V (13.500 V.h). Se utilizaron los estdandares de peso molecular para
geles de 2-D SDS-PAGE de Bio-Rad, compuestos por:

Proteina M;, (kDa) pl
conalbumina tfipo | 76 6,0;6,3,6,6
seroalbiimina 66,2 50;5,1;5,2
actina 43 5,47, 5,5; 5,53
gliceraldehido 3-P 36 8,3; 8,5
deshidrogenasa

anhidrasa carbénica 31 59;6,0
inhibidor de tripsina 21,5 4,5
mioglobina 17,56 7,0

Una vez terminada la focalizacién, se sacaron los geles de los tubos y se
mantuvieron 10 min con ligera agitacién en el tampén de equilibracién. Los geles se
pueden guardar en este dltimo tampdn a —20 °C.

Tampén de equilibracion

Tris-HCl pH 6,8 62,5 mM
SDS 12% (p/v)
glicerol 10% (p/v)
B-mercaptoetanol 5% (viv)

El intervalo de pH obtenido en el IEF se comprobé mediante medidas de pH
a lo largo del gel. Para hacer las medidas, tras terminar la primera dimensién, se
tom6 un gel y se corté en trozos de 1 cm de longitud. Cada trozo se equilibré en 1
mL de H,O ultrapura, agitandolo con Vértex. Tras 1 h, se midié el pH de la solucién
en equilibrio con el gel con un pHmetro.

3.7.1.4.b.- Segunda dimensiéon: SDS-PAGE

La segunda dimensién se realiz6 segin Laemmli (1970) en geles
desnaturalizantes (160 mm x 180 mm con un grosor de 1,5 mm). Se han realizado
pruebas con geles de 10, 125 y 15% de acrilaimda y geles con gradiente de
acrilamida 10-20%.
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Geles de separacién con concentracién de acrilamida constante

1 gel 10% 12,5% 15%
acrilasmda:bisacrilamida (30:0,8)* 10 mL 12,5 mL 15 mL
Tris-HC1 3 M, pH 8,8 3,75 mL 3,75 mL 3,75 mL
SDS 10% 300 uL 300 uL 300 uL
H,O ultrapura 15,726 ml. 13,225 mL 10,725 mL
APS 10% 225 nl. 225 pl 225 uL
TEMED 15 pL 15 pL 15 uL
*(% plv)

Geles de separacién con gradiente de acrilamida entre 10-20%.

2 geles 20 % 10 %
sacarosa ig -
acrilamida:bisacrilamida (30:0,8)* 6,6 mL 10 mL
Tris-HC1 2 M, pH 8,8 2 mL 6 ml,
SDS 10% 100 pL 300 pL
H,0 ultrapura hasta 10 mL  hasta 30 mL

*(% plv)

A la hora de la polimerizacion se anadié

APS 10% 25 uL 75 pl
TEMED 4 uL 12 pL
El gradiente se formé al mezclar de forma progresiva la solucién

al 10% (22,5 mL) sobre la solucién del 20% (9 mL) con un
formador de gradientes.

En ambos casos, con o sin gradiente, se afiadi6 alcohol isopropilico a la parte
superior, dejandolo polimerizar durante 30 min. Antes de afadir el gel de
concentracion se retira cualquier traza de alcohol.

Gel de concentracion (5,4% acrilamida)

2 geles 4 geles
acrilamida:bisacrilamida (30:0,8)* 3,6 mL 7,2 mL
Tris-HCl 3 M, pH 8,8 3,6 mL 7,2 mL
SDS 10% 200 pL 300 L
H,0 ultrapura hasta 20 mL.  hasta 30 mL
APS 10% 75 uL 150 pL
TEMED 15 uL, 30 pl

*(Goplv)

Se afiadi6 alcohol isopropilico a la parte superior, dejandolo polimerizar.
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La conexion entre el gel de primera dimensién y el de segunda dimensién se
realizé con agarosa (SERVA, Ref. 11404).

Soluciéon para agarosa

agarosa 0,5% (p/v)
Tris/HCI pH 6,8 50 mM
SDS 0,1% (p/v)

La electroforesis en segunda dimensién se realizé en el sistema SE600 de
Hoefer y se mantuvo durante 6 h a una corriente constante de 30 mA/gel.

3.7.1.4.c.- Tincién de los geles.

Tincién con nitrato de plata

Los geles analiticos (50 pg de protefna) se tifieron con mnitrato de plata,
siguiendo el método descrito por Jungblut y Seifert (1990).

Fijaciéon metanol 30% Toda la noche
acido acético 10%
Solucién tiosulfato etanol 30% 1 hora
Na,CO, 0,5 M
glutaraldehido 0,5%
Na,S,0, 0,2%
Lavado 1 H,O ultrapura 4 x 15 minutos
Solucién plata AgNO, 0,1% 20 minutos
formatdehido 0,01%
Lavado 2 H,O ultrapura 1 minuto
Desarrollo Na,CO, 2,5% hasta aparicién de los
formaldehido 0,01%  puntos
Parada EDTA 50 mM

Tincién con azul de Coomasie

Los geles preparativos (250 g de proteina) se tifieron con azul de Coomasie.
Para la tincién con Coomasie se utilizaron las siguientes disoluciones.

Solucion de tenido (2 horas)

azul de Coomasie R-250 0,2%
metanol 30%
acido acético 7%
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Solucion de lavado

metanol 30%
acido acético 7%

3.7.1.5.- Determinacion de actividad enzimatica en los geles

Se realizaron medidas de la actividad FDH (formiato deshidrogenasa) y ADH
(alcohol deshidrogenasa) en hojas y puntas de raiz de plantas de remolacha en
condiciones control y de deficiencia de Fe.

Para la extraccién de la muestra, se utilizé6 una relacién 200 g de material
fresco/100 pl de tampén (Tris-HCI 50 mM pH 6,8, glicerol 18%, B-mercaptoetanol
0,6%). La extraccién se realizd mediante rotura mecdnica en un Eppendorf,
centrifugdndose a continuacién durante 10 min a 15.000 g (13.000 rpm, centrifuga
Sigma-202MK). El sobrenadante se recogid, guardandose a —-20 °C.

Se realizé una electroforesis no desnaturahizante, en el sistema Mini Protean
II de Bio-Rad, con un gel de 0,75 mm de grosor.

Gel de Gel de
separacién concentracion
acrilamida:bisacrilamida 30:0,8* 2 mL 0,75 mL
Tris 3 M pH 8,8 2,5 mL -
Tris 1,5 M pH 6,8 - 1,25 mL
H,0 hasta 20 mL  hasta 5 mL
APS 10% (p/v) 150 uL 50 uL
TEMED 10 pL, 5 uL
* (% p/v)

La electroforesis se llevd a cabo a un voltaje constante de 80 V durante 3h a
4 °C. Tras terminar la electroforesis, el gel se equilibré a temperatura ambiente,
durante 5-10 min, en tampén A (Tris-HC1 0,2 M pH 8, EGTA 0,04% (p/v)). Una vez
equilibrado el gel, 1a actividad de FDH o ADH se detecté con la aparicién de bandas
coloreadas al tratar con una de las siguientes soluciones:

FDH ADH
tampén A 175 mL. 17,5 ml,
formiato 1 M 1,5 mL -
etanol puro - 1,6 mL
MgCl2 05 M - 100 uL
NAD* 1% (p/v) 0.6 mL 0,6 mL

azul de nitro-tetrazolio (NBT) 1% (p/v) 150 pl 150 pL
metosulfato de fenacina (PMS) 1% (p/v) 250 uL 250 pL
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La coloracién comienza a aparecer tras 30 minutos a 37 °C.
3.7.2.- Membrana plasmatica de hojas de remolacha
3.7.2.1.- Preparacion de la muestra.

Las proteinas totales de la membrana plasmatica se extrajeron segun el
método descrito por Rémy y Ambard-Bretteville (1987) con ligeras variaciones, Se
precipitaron las membranas, aisladas como se describe en el apartado 3.4.1, en
acetona al 80% (v/v) conteniendo PVP 1% (p/v) y B-mercaptoetanol 0,07% (v/v) con
una relacién 1 mg de membrana/s mL de solucién, dejandolo toda la noche a —-20
oC. Las proteinas se recuperaron por centrifugacién a 14.300 g (12.000 rpm, rotor
§S-34) durante 15 min, resuspendiéndose en el tampén de solubilizacién de las
puntas de raiz (Herbik et al., 1996) sustituyendo el Tritéon X-100 por CHAPS al
10%. Se utilizé este detergente porque disminuye el ruido de fondo y las lineas de
arrastre en los geles de membrana plasmatica, y mejora la solubilizacion de la
muestra.

3.7.2.2.- Cuantificacion de proteinas

La cuantificacién se realizé con el sistema DC Protein System Assay (Bio-
Rad) basado en el método de Lowry et al. (1951) tal como se ha descrito en el
apartado 3.7.1.2.

3.7.2.3.- Electroforesis en dos dimensiones
3.7.2.3.a.- Primera dimension: IEF desnaturalizante

La electroforesis en primera dimensién IEF se realizé tal como se ha
descrito para puntas de raiz (apartado 3.7.1.4.a) con ligeras variaciones.

Gel IEF
urea 926 ¢
acrilamida:bisacrilamida (24,76:1,24)* 245 mL
CHAPS 10% (p/v) 3,5 mL
anfolitos, rango pH H-8 0,578 mL
anfolitos, rango pH 3,5-10 0,123 mL
H,O ultrapura 3,85 mL
APS 10% (p/v) 35 uL
TEMED 25 pL.

El tampén de prefocalizacién, overlay K y tampén de muestra fueron los
mismeos cambiando el Tritén X-100 por CHAPS. Se cargaron 100 g de proteina en
cada gel.
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3.7.2.3.b.- Segunda dimensiéon

Se utilizaron solamente geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 12,59%.
Se sigui6 el protocolo descrito en el apartado 3.7.1.4.b.

3.7.2.3.c.- Tincién de los geles

Los geles se tifieron con nitrato de plata segun el protocolo descrito en ¢
apartado 3.7.1.4.c.

3.7.3.- Mitocondrias de remolacha
3.7.3.1.- Preparacion de la muestra

En las mitocondrias se han diferenciado proteinas totales por un lado y
proteinas solubles e insolubles por otro.

Las proteinas totales se obtuvieron segin Rémy y Ambard-Bretteville
(1987). Las proteinas se precipitaron en acetona al 80% (v/v), dejandose 2 h a —20
°C. Se centrifugé a 15.000 g (13.000 rpm, centrifuga Sigma-202MK) durante 15
min, resuspendiéndose el precipitado en el tampén de resuspension.

Tampon de resuspensién (5 mL)

urea 1,38 g
CHAPS 10% (p/v) 500 pL
H,O 980 ul.
anfolitos, Pharmacia rango pH 5-8 70 nL
anfolitos, Pharmacia rango pH 3,5-10 30 uL
B-mercaptoetanol 50 pL

Para obtener las proteinas solubles e insolubles se realizé un choque
osmoético previo a la precipitacion con acetona. La solucién utilizada para la
resuspension fue Tris 50 mM pH 8,0 con 1% de B-mercaptoetanol (v/v), con tres
ciclos de congelacién/descongelacién en N, liquido. Se centrifugé a 120.000 g
(60.000 rpm, ultracentrifuga Beckman TL-100, rotor TLA-100) durante 15
minutos a 4 °C. Se separaron las proteinas solubles (sobrenadante) de las
insclubles (precipitado). El precipitado se resuspendié en la solucién de Tris 50 mM
pH 8,0. Las dos preparaciones de protefnas se precipitaron con acetona al 80%
(v/v), siguiendo el mismo proceso de resuspension que para las proteinas totales.
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3.7.3.2.- Electroforesis en dos dimensiones

Las electroforesis de dos dimensiones se realizaron con los sistemas Mim
-~ Pprotean Il de Bio-Rad o SE600 de Hoefer, siguiendo el método de Rémy y Ambard-
* Bretteville (1987).

3.7.3.2.a.- Primera dimensién: JEF desnaturalizante

Lia mezcla para la polimerizacién del gel para IEF estaba formada por:

Gel IEF
urea 1,38 ¢
CHAPS 10% (p/v) 500 ul
acrilamida:bisacrilamida (30:1,6)* 380 ul
H,O ultrapura 600 ul
anfolitos, Pharmacia rango pH 5-8 70 ul
anfolitos, Pharmacia rango pH 3,5-10 30 ui
APS 10% (p/v) 5ul
TEMED 5ul
*(% p/v)

Los tampones de electroforesis utilizados fueron acido fosférico 10 mM como
tampé6n inferior y NaOH 20 mM como tampén superior. Se cargé la muestra
directamente en el tampén de resuspension, y se cubrié con 5 pL de urea 3 M,
completando el volumen del tubo con el tampén superior. No se realizé
prefocalizacion. Se focalizé hasta 3.600 V.h (1 min 400 V, 10 min 600 V y 800 V el
resto del tiempo) para los geles del sistema mini y hasta 8.000 V.h (10 min 300 V y
500 V el resto del tiempo) para los geles del sistema Hoeter. Una vez acabada la
focalizacién los geles se equilibraron durante 10 min en el tampén de equilibracién
descrito en el apartado 3.7.1.4.a.

3.7.3.2.b.- Segunda dimension: SDS-PAGE

La conexién entre los geles de la primera y segunda dimension se realizé por
contacto directo entre los geles. Para la segunda dimensién se utilizaron geles
desnaturalizantes de poliacrilamida al 12% como los descritos en el apartado

| (geles 80 mm x 10 mm, 1 mm grosor) 6 4 h (geles 160 mm x 180 mm, 1 mm
; grosor).
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3.7.3.2.c.- Tincién de los geles

Los geles se tifieron con azul de Coomasie (apartado 3.7.1.4.c) o con nitratg
de plata segin Heukeshoven y Dernik (1985).

Fijacion etanol 40% (v/v) toda Ia noche
acido acético 10% (v/v)
Lavado 1 etanol 10% (v/v) 2x 10 min
Lavado 2 H,0 ultrapura 2x 10 min
Solucién Tiosulfato KFeCN 0,15% (p/v) 2min
Na tiosulfato 0,3% (p/v)
Na,CO, 0,05% (p/v)
Lavado 3 H,0 ultrapura 1 lavado rapido
3 x 10 min
Solucién Ag AgNO, 0,2% (p/v) 20 min
Lavado 4 H,O ultrapura 3 min
Desarrollo 1 Na,CO, 2,5% (p/v) 5 min
Desarrollo 2 Na,CO, 2,5% (p/v) aparicién puntos
formaldehido (50 pl.100 mL")
Parada etanol 10% (v/v)

dcido acético 5% (v/v)

3.7.4.- Analisis de los geles

Los geles se analizaron mediante el

(actualmente de Genomic Solutions).

3.8.- Identificacion de los polipéptidos

sistema de analisis de imagen Bioimage

3.8.1.- Transferencia de proteinas Y secuenciacion del amino terminal

Transferencia

Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF (Immobilon-P59

Millipore), con un tamario de poro de 0,1 um,

¥y una superficie de 15 x 15 em. La

transterencia se hizo segin Towbin et al. (1979) en un aparato TE42 de Hoefor-
Pharmacia. El tampén de transferencia estaba formado por:
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gLt Concentracién final
Tris 3,03 ¢g 25 mM
glicina 144 ¢ 192 mM
metanol 50 mL 5%

Como tratamiento anterior a la transferencia se sumergié la membrana en
metanol y a continuacién se lavé en H,0 ultrapura (la membrana es muy
hidréfoba y no se mojaria si se pusiera directamente en H,0). Se incubaron la
membrana y el gel durante 15 min en el tampon de transferencia. La transferencia
se hizo durante 18 h a una corriente constante de 100 mA.

Tincién de las membranas

Para la localizacion de los polipéptidos, las membranas se tiieron con el
método de Eckerskorn y Lottspeich (1993).

Solucién de Solucion de
tenido lavado
metanol 40% 40%
acido acético 10% 10%
azul de Coomasie R-250 0,15% -

La tincién se realizé durante 10 min, manteniendo la parte que habia estado
en contacto con el gel hacia arriba. Se realizaron tres lavados de 30 min y por
dltimo se lavé con H,O ultrapura (2 x 15 min) para eliminar totalmente la glicina,
ya que interfiere con la secuenciacién. Las membranas se guardaron a —20 °C.

Secuenciacion del amino terminal y bisqueda de homologias

Se corté sobre la membrana el punto correspondiente al polipéptido elegido
para secuenciar. La secuenciacién se realiz6 con un secuenciador gaseoso (LF
3400 Beckman) siguiendo un procedimiento estandar (Herbik ef al, 1996). La
basqueda de homologias se realizo en la base de datos Swiss Prot (Pearson y
Lipman, 1988).

3.8.2.- Inmunologia

La electroforesis de dos dimensiones se realizé con el sistema Mini Protean
11 Bio-Rad segtn el método de Rémy y Ambard-Bretteville (1987) descrito en el
apartado 3.7.3.2.a. Se cargaron 25 g de proteinas de los extractos de puntas de
raiz.
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Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Protran®,
Schleicher & Schuell) segin Towbin et al. (1979), tal y como se ha descrito en el
apartado 3.8.1. Se utilizaron anticuerpos contra la formiato deshidrogenasa (FDH),
ATPasa de la membrana mitocondrial y el sitic de fosforilacion de la
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC). El protocolo seguido para la localizacién fue

el siguiente:

Saturacion Tris 20 mM 45 min
NaCl 0,9% (p/v) temperatura ambiente
BSA 5% (p/v)

Lavado 1 Tris 20 mM 3 x 10 min
NaCl 0,9% temperatura ambiente
BSA 0,1%

Incubacién 1/1000 PEPC 2h

anticuerpo 1/2000 ATPasa temperatura ambiente
1/4000 FDH

Lavado 2 Tris 20 mM 3 x 10 min
NaCl1 0,9% temperatura ambiente
BSA 0,1%

Incubacién 172000 peroxidasa 45 min

segundo anticuerpo temperatura ambiente

Lavado 3 Trs 20 mM 2 x 10 min
NaCl 0,9%
BSA 0,1%

Lavado 4 Tris 20 mM 2x 5 min
NaCl 0,9%

Los anticuerpos utilizados son todos de conejo. El anticuerpo de PEPC es
especifico para el lugar de fosforilacion del enzima. En todos los casos, el segundo
anticuerpo utilizado se encontraba conjugado con una peroxidasa (Goat anti-
Rabbit IgG (H+L) Horseradish Peroxidase Conjugate, de Bio-Rad), que fue la
reaccion que se utilizo para la identificacién. El revelado de la actividad peroxidasa
se realizd con el siguiente tampén:

(Tris 20 mM, NaCl 0,9%) x 2 8,5 mL
4-cloronaftol 9 mg.mL"! etanol
H,O ultrapura hasta 17 mL
H,0, 50 pl

La presencia del anticuerpo se detecté por la aparicién de puntos de color
violeta. La coloracién se pard con H,O destilada.
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3.9.- Respuestas de frutales ante la deficiencia
3.9.1. Actividad FC-R
3.9.1.1.- Actividad FC-R en planta entera in vivo

Al igual que para la reduccién de Fe por la membrana plasmatica en hojas de
remolacha, se siguié la formacién del complejo Fe(ID)-BPDS (Bienfait et al., 1983)
segun los métodos descritos por Romera et al. (1991) y Susin et al. (1996).

Medio de reaccién

tampon MES-KOH 10 mM pH 5

BPDS 300 uM

Solucién nutritiva sin microelementos ni Fe
Fe(ITDH-EDTA 500 uM (para iniciar la reaccién)

Se lavaron las plantas durante 1 h con H,0 0o EDTA 500 uM y se pas6 cada
planta a un recipiente opaco conteniendo 200 mL de medio de reaccidn,
manteniendo la aireacién constante. La reaccién se inicié con la adicion de 500 pM
Fe(IID-EDTA, tomandose alicuotas del medio a tiempos determinados. El pH del
medio de reaccién se comprobd al inicio y final del experimento. Se midié la
absorbancia a 535 nm en un espectrofotémetro Shimadzu 2101-PC con una
rendija de 1 nm. Se aplicé un coeficiente de extincién de 22,14 mM'.cm'. Las
medidas se hicieron por triplicado en plantas diferentes. Se desconté la reduccién
inespecifica midiéndola con el medio de reaccién sin las plantas. El crecimiento de
las raices a lo largo del tratamiento se determiné como volumen. Al final del
experimento se cortaron las raices y se pesaron, correlacionando asi el volumen
con el peso de raiz.

3.9.1.2.- Actividad FC-R en puntas de raiz

Se decidié realizar medidas de actividad FC-R sdlo en las puntas de raiz
debido a la heterogeneidad y variabilidad del sistema radicular de los frutales
cultivados en medio hidropénico. La actividad reductora de Fe se encuentra
mayoritariamente localizada en esta zona de las raices (Marschner, 1995; Romera
et al., 1991).

Medio de reacciéon

solucién nutritiva sin microelementos ni Fe pt 5
BPDS 300 uM
Fe(IID-EDTA 400 uM (para iniciar la reaccién)




Se lavaron las puntas de raiz (1-3 puntas, aproximadamente 1 mg de peso
fresco) en 1 mL de solucién nutritiva (sin microelementos ni Fe) durante 20 min. A
continuacién se secaron cuidadosamente sobre un papel de filtro y se pasaron a un
Eppendorf que contenia medio de reaccién. La reaccién se inicié al anadir 400 pM
Fe(III)-EDTA para un volumen final de 1 mL, dejandose en oscuridad entre 10-20
min. Se centrifugaron los tubos y se midié la absorbancia a 535 nm como en ¢]
apartado anterior. Se utilizaron blancos sin muestra para eliminar la reduccién
inespecifica.

3.9.1.3.- Localizacion de la actividad FC-R

La actividad FC-R se visualizé por la formacién del complejo estable de color
rojo Fe(ID)-BPDS (Marschner et al., 1982). El medio utilizado fue:
0,25% agar
tampén MES-KOH 5 mM pH 5,0
Fe(lII)-EDTA 100 uM

BPDS 500 oM
solucién nutritiva sin microelementos ni Fe

Se calentd el agar en la solucién nutritiva para disolverlo. Se dej6 enfriar la
solucién hasta una temperatura en la que el agar se mantuviera fluido (unos 35
°C), y se disolvieron el resto de los reactivos. Se introdujeron las muestras de raiz
en la disolucién en una placa de Petri forrada con papel de aluminio, y se dejé entre
10-30 min en oscuridad.

3.9.2.- Acidificacion del medio
3.9.2.1.- Variacion del pH en la solucién nutritiva

Se midi6é directamente el pH de la solucién nutritiva con un pHmetro (HI
9025 Microcomputer pHmeter, Hanna Instruments). Sélo se realizaron medidas
en la solucién nutritiva de las plantas con una concentracién de 1 pM Fe, ya que el
pH de la solucién de 30 uM Fe se mantuvo constante de forma artificial a un valor
de 5,5.

3.9.2.2.- Localizacién de la disminucién del pH

La localizacién de la zona de la raiz donde se produce la extrusién de los
protones y por lo tanto una disminucién del pH, se realizé en medio sélido con el
método descrito por Romera ef al. (1991). El sistema es el mismo que para la
localizacién de la reduccién pero utilizando como indicador de pH purpura de
bromocresol, que toma una coloracién purpura para pH>6,8 y amarilla para
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pH<5,2. El pH se ajusté a 6,0, quedando un medio transparente que permitia
- gbservar con nitidez los cambios de pH en ambos sentidos. Kl medio de reaccion
estaba compuesto por:

0,25% agar
purpura de bromocresol 0,3 mM
solucién nutritiva sin microelementos ni Fe, pH 6,0
Se calento el agar en la solucién nutritiva para disolverlo. Se dej6 enfriar la
solucion hasta una temperatura en que el agar se mantuviera fluido (unos 35 °C), y
se disolvieron el resto de los reactivos. Se introdujeron las muestras de raiz en la
disolucién en una placa de Petri, dejéndolo entre 10-30 min.

3.9.3.- Analisis de macro y micronutrientes en hojas

Se siguieron los métodos estandar descritos en Abadia et al. (1985; 1989). Se
lavaron las hojas, aclarandolas con abundante H,O destilada. Se despeciolaron y se
secaron en estufa a 60 °C. Los procedimientos seguidos para medir la
concentracion de los nutrientes cumplen la normativa de la AOAC, 1990
(Association of Official Analytical Chemists). El fosforo (P) se analiz
espectroscopicamente por la formacién de un complejo de vanadato y molibdato en
presencia de acido fosférico. El potasio (K) se midié por espectroscopia de emisién
de llama y el calcio (Ca), magnesio (Mg), hierro (Fe), manganeso (Mn), cobre (Cu) y
cinc (Zn) se midieron por espectrometria de absorcién atémica en un aparato
Unicam 929 AA Spectrometer.
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Resultados

4.- RESULTADOS

4.1.- Respuestas inducidas por la deficiencia de Fe en hojas de
remolacha

4.1.1.- Reductasa férrica en la membrana plasmatica de hoja

4.1.1.1.- Optimizacién del aislamiento de membrana plasmatica de
hoja

El aislamiento de membrana plasmatica de hojas se realizé mediante
separacién en un sistema de doble fase de polimeros (Larsson, 1985). En primer
Jugar se utilizé el protocolo de aislamiento descrito por Larsson et al. (1988) para
hojas de remolacha. Cuando se afiade una preparacién conteniendo distintas
membranas celulares a un sistema de doble fase de polimeros, éstas se distribuyen
en funcién de sus propiedades de superficie (Albertson, 1971). Asi, la membrana
plasmdtica se concentra preferentemente en la fase superior, rica en PEG,
mientras que el resto de las membranas lo hacen en la fase inferior, rica en
dextrano. Hay que buscar las condiciones idéneas que faciliten esta distribucion, lo
que se consigue cambiando la concentracién tanto de los polimeros como de las
sales en el medio de aislamiento. Cerca del punto critico de separacién, con una
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concentracién de los polimeros de 5,5%, todas las membranas se dirigen a la fase
superior. A medida que aumenta la concentracion de los polimeros, las membranag
se empiezan a dirigir hacia la fase inferior. Esto es debido a la naturaleza
hidréfoba/hidréfila de las membranas (se asume que la fase superior es m4g
hidréfoba al aumentar la concentracién). La adicion de sales, por su parte, produce
una diferencia de cargas entre ambas fases.

Para optimizar la purificacién se realizaron separaciones variando la
concentracién final de los polimeros en el sistema de doble fase (de 5,7 a 6,7%),
manteniendo constante la concentracion salina (5 mM de KCI). También se varié
la concentracién de KCI (de 2 a 20 mM), manteniendo constante la concentracién
de polimeros (6,5%). Se determiné tanto la cantidad de membrana plasmatica
obtenida como la pureza de las fracciones correspondientes a las fases finales
superior e inferior, Los resultados se muestran en los Cuadros 5 y 6.

muestra mg actividad inhibicion tonoplasto mitocondria
proteina ATPasa ATPasa (%)
(MP)
F. microsomal 2142 mg 327 60 103
5,7%
Fase superior 2,54 mg 103 33% 42 249
Fase inferior 0,21 mg 13 83 2667
6,0%
Fase superior 0,54 mg 155 14% 0 51
Fase inferior 1,43 mg 63 93 1512
6,2%
Fase superior 0,84 mg 328 42% 0 ]
Fase inferior 0,95 mg 150 143 1716
6,7%
Fase superior 0,49 mg 432 52% 0 0
Fase inferior 0,562 mg 14 (i 240

Cuadro 5: Determinacién de las cantidades y pureza del material obtenido en la
separacion de doble fase de polimeros cuando se varié la concentracién final de los
polimeros manteniendo constante la de KCl (5 mM). Se partié de 70 g de hojas. La
fraccién microsomal se dividié en cuatro alicuotas. L.a contaminacién por membrana de
tonoplasto se determiné por la activilad ATPasa en presencia de NO,. La
contaminacién por membrana mitocondrial se determiné por la actividad citocromo c-
oxidasa. Todas las actividades se expresaron en nmol.(mg proteina)’ . min’.

La pureza de la fase superior se mide como actividad ATPasa, teniendo en
cuenta que la inhibicién de la ATPasa de membrana plasmatica deberia ser de 30-
70% con una concentracién de 50 pM vanadato. La pureza de la membrana
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plasmatica en la fase superior aumenté al aumentar la concentracién de los
polimeros en la doble fase (Cuadro 5). En cambio, para el enzima marcador de
membrana del tonoplasto (ATPasa sensible a nitrato) la actividad en la fase
superior disminuye cuando aumenta la concentracién de polimero. Para el
marcador mitocondrial ocurre algo similar. Asi, la membrana plasmatica de mayor
pureza se consigue a las concentraciones de los polimeros mas altas dentro del

rango de inmiscibilidad.
muestra mg actividad inhibicién tonoplasto mitocondria
proteina ATPasa ATPasa (%)
(MP)
F. microsomal 32,46 79 13 165
2 mM
Fase superior 0,93 mg 265 30% 48 28
Fase inferior 1,65 mg 127 9 1051
5 mM
Fase superior 0,89 mg 256 30% 43 10
Fase inferior 1,88 mg 192 22 1168
10 mM
Fase superior 0,51 mg 111 37% 27 22
Fase inferior 1,82 mg 77 48 855
20 mM
Fase superior 0,26 mg 40 08% 26 7
Fase inferior 1,98 mg 93 57 874

Cuadro 6: Determinacién de las cantidades y pureza del material obtenido en la
separaciéon de doble fase de polimeros cuando se varié la concentracion de KCl
manteniendo constante la de los polimeros (6,5%). Se partié de 74 g de hojas. La
fraccién microsomal se dividi6 en cuatro alicuotas. La contaminacién por membrana de
tonoplasto se determiné por la actividad ATPasa en presencia de NO,. La
contaminacién por membrana mitocondrial se determiné por la actividad citocromo c-
oxidasa. Todas las actividades se expresaron en nmol.(mg proteina)’.min.

Por otra parte, se aprecié que cuanto mayor es la concentracién de KCl en el
sistema de doble fase, mayor es la selectividad de la separacién, pero se obtiene
peor rendimiento (Cuadro 6). Esto se vi6 claramente con 20 mM de KCl, que daba
una inhibicién del 58%, lo que indicaria una selectividad muy alta, con muy bajos
valores para la actividad ATPasa inhibida por vanadato y la cantidad de material
recogido. La actividad relativa de los enzimas marcadores de contaminacion
(tonoplasto y mitocondria) en la fase superior mejora al aumentar la concentracion
de KCl en el sistema de doble fase. De dichos resultados se deduce que es necesario
una concentracién alta de polimeros para conseguir membranas suficientemente
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puras (Cuadro 5) y concentraciones no muy altas de KC1 (Cuadro 6) para obtener

buenos rendimientos.

Asi, para el aislamiento de la membrana plasmatica de las hojas de
remolacha utilizadas en este trabajo se decidié modificar las condiciones descritas
por Larsson et al. (1988), aumentando la concentracién de polimeros de 6,2 a 6,5%
y manteniendo la de KCl en 5 mM.

4.1.1.2.- Caracterizaciéon y comprobaciéon de la pureza de lamembrana
plasmatica

Se aislé membrana plasmatica de hojas de plantas de remolacha cultivadas
en condiciones control (+Fe) con una concentracién de clorofila de 250 pmol.m?, y
de deficiencia (-Fe) con una concentracién de clorofila entre 70-100 umol.m?,
Generalmente, los rendimientos medios obtenidos una vez estandarizado el método
fueron, para un peso inicial de 60 g de hojas, de aproximadamente 50 mg de
proteina en la fraccién microsomal y de entre 7 y 8,5 mg de proteina para la
membrana plasmatica. El Cuadro 7 muestra los niveles de recuperacién de la
membrana plasmdtica a lo largo de la purificacién para plantas control y
deficientes en Fe.

Proteina Actividad ATPasa

pg.pl? mg nmol Pi.(mg proteina)’.min’
Plantas control
Homogeneizado 7,4 2130 -
Precipitado 1 17,1 246 -
Sobrenadante 2 6,0 1570 -
Fraccion microsomal 114 49 109 + 17
MP 7,5 7,0 286 + 27 (2,6)
FI, 12,4 25 56 + 12 (0,5)
Fl, 4,4 1,8 83 %23 (0,8)
Plantas deficientes en Fe
Homogeneizado 6,6 1880 -
Precipitado 1 7,6 109 -
Sobrenadante 2 5,8 1520 -
Fraccién microsomal 12,2 48 134 + 23
MP 8, 8,5 337 £ 49 (2,5)
FI, 12,4 26 37+18(0,3)
FI, 4,6 2,1 65+ 17 (0,5)

Cuadro 7: Purificacién de la membrana plasmitica de hojas de plantas de
remolacha cultivadas en condiciones control y de deficiencia de Fe. Se midié la cantidad
de proteina y la actividad ATPasa (enzima marcador de MP) presentes en cada paso de
purificacién. Entre paréntesis se muestra el enriquecimiento en la doble fase de
polimeros respecto a la actividad de la fraccién microsomal.
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Figura 11: Microscopia electrénica de preparaciones de fraccion microsomal (A,
C y E) y membrana plasmatica (B, D, F) de hojas control (A, B), con deficiencia
moderada (C y D) y deficiencia severa (E y F). Las vesiculas tefiidas (membrana
plasmética) se marcan con puntas de flecha. Las vesiculas sin tefiir {(contaminantes) se
marcan con flechas (35.000 aumentos).
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Una vez conseguido el aislamiento de membrana plasmitica de hojas el
siguiente paso fue comprobar la pureza de las preparaciones, para su posterior
utilizacién en las determinaciones de este trabajo.

La fraccién correspondiente a la membrana plasmatica contenia un 72-81%
del total de la actividad especifica de ATPasa sensible al vanadato en el sistema de
doble fase. Dicha actividad mostré un enriquecimiento de 2,6 y 2,5 veces en Ia
fraccién  correspondiente a la membrana plasmética respecto a las
correspondientes fracciones microsomales para los aislamientos de hojas control y
deficientes en Fe respectivamente (Cuadro 7). La latencia de la actividad ATPasa
en preparaciones de membrana plasmatica recién aisladas fue de un 73% para las
plantas control y de un 79% para las plantas deficientes en Fe, lo que indica que las
vesiculas obtenidas se encontraban mayoritariamente en la orientacién celular
natural ("right-side-out"; Larsson et al, 1984). Se sabe gue la membrana
mitocondrial es el contaminante mayoritario en este tipo de aislamiento. En
nuestro caso, la contaminacién mitocondrial encontrada fue menor del 4% para las
plantas control y del 6% para las deficientes en Fe.

La determinacién de la pureza de la membrana plasmatica se ratificé por un
andlisis mediante microscopia electrénica, utilizando la tincién especifica para
membrana plasmatica descrita por Roland et al. (1972). Con esta tincién la doble
capa lipidica de la membrana plasmatica queda tefiida de negro o gris oscuro por la
accion del dcido fosfotungstico, mientras que la doble capa lipidica de las
membranas correspondientes a otros organulos celulares no se colorea (Figura 11).
El andlisis mostré que la membrana plasmatica era un 30,2+ 4,7% y 38,4 + 4,1%
de la fraccién microsomal de hgjas control y deficientes en Fe respectivamente,
mientras que en las preparaciones finales de la membrana plasmatica
representaba un 95,2+ 1,9% v 94,3 + 1,8% del total en hojas control y deficientes
en Fe respectivamente (Figura 11a, b, ¢ y d).

4.1.1.3.- Caracterizacion de la reductasa férrica de membrana
plasmatica

La caracterizacién de la reduccién de Fe por la membrana plasmadtica se
realizé6 con NADH como donador de electrones y Fe(llI)-EDTA, Fe(IIl)-citrato,
Fe(Ill)-malato y KFeCN como aceptores de electrones. En un estudio previo con
preparaciones de membrana plasmitica de raiz de remolacha se habian
establecido como condiciones 6ptimas para la medida de la reductasa férrica un pH
de 6,8 y una concentracion de Fe de 500 UM (Susin et al., 1996). Las actividades
especificas obtenidas en dichas condiciones para las preparaciones de membrana
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plasmética de hoja de remolacha en condiciones control y deficientes en Fe se
muestran en el Cuadro 8

+Fe -Fe -Fe/+Fe
Fe(IID-EDTA 111+ 8 144 + 10 1.3
KFeCN 028 + 70 1401 *+ 161 1,5
Fe: Citrato1:5 96 £ 11 121 £ 10 1,3
Fe : Malato 1: 25 83+9 123+ 8 1,5

¥

Cuadro 8: Actividad de la reductasa férrica de membrana plasmatica de hojas
en presencia de distintos complejos de Fe. La concentracién de los complejos de Fe fue
de 500 pM. La actividad se midi6é a pH 6,8. Las actividades se expresan como nmol Fe
reducido.(mg proteina)’.min’ y son la media de 6 medidas + EE.

Independientemente del complejo de Fe utilizado como aceptor, se obtuvo un
aumento de la actividad de las preparaciones deficientes en Fe respecto a las
controles. Este aumento fue de 1,5 veces para el Fe(Ill}-malato y KFeCN y de 1,3
veces para Fe(IID-EDTA y Fe(Ill)-citrato. La mayor actividad se obtuvo con el
aceptor no fisiolégico KFeCN. Las actividades con Fe(IID-EDTA, Fe(IID-citrato y
Fe(III)-malato fueron del mismo orden, y aproximadamente 10 veces menores a
las obtenidas con KFeCN. El Fe(IID-EDTA presenté una mayor actividad que
Fe(11D)-citrato y Fe(ITI)-malato tanto en preparaciones control como deficientes,
con una diferencia de 14-25% para los controles y 16% para las deficientes.
Comparando Fe(IIl)-citrato y Fe(IIl)-malato, posibles transportadores de Fe
dentro de la planta, el Fe(Ill)-citrato presentd una actividad algo mas alta en
condiciones control, mientras que en deficiencia de Fe las actividades de ambos son
practicamente iguales.

4.1.1.3.a.- Dependencia del pH

Como cualquier actividad enzimatica, la actividad reductora de Fe depende
del pH al que se realice ¢l ensayo. Por ello, se ha estudiado la reduccién de Fe con
tres sustratos (Fe(IID-EDTA, Fe(Il)-malato y Fe(IIl)-citrato) en un intervalo de
pH de 5,0 a 8,0.

La dependencia del pH de la actividad Fe(IID-EDTA reductasa de
membrana plasmatica se muestra en la Figura 12. Se obtuvo un perfil de pH
similar para las membranas de hojas control y deficientes en Fe, siendo siempre
mayores los valores para las membranas de hojas deficientes. El maximo de
actividad se encontré a un pH de 6,8 en ambos casos.
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Figura 12: Variacién de la actividad Fe(III)-EDTA reductasa de la membrana
plasmatica de hojas en funcién del pH. Las actividades son la media de 6 medidas + EE.

La dependencia de la actividad reductasa en funcién del pH para los
complejos de Fe : citrato (relacion 1 :5) y Fe : malato (relacién 1 : 25) se muestra
en las Figuras 13 y 14 respectivamente. Las variaciones de la actividad reductasa
de las membranas control y deficientes fueron similares en todos los casos,
presentando maximos cercanos a 6,8, tal y como se encontré para el Fe(Ill)-
EDTA. En el caso de membranas deficientes el maximo para Fe(II)-malato fue
para un pH ligeramente mas acido (6,5). También para Fe(111)-malato 1a diferencia
de actividad entre controles y deficientes a valores de pH bajos (5,0-6,0) era mayor
que a valores de pH mas altos (6,5-8,0).

4.1.1.3.b.- Variacion de la actividad con la relacién Fe : quelato

Se sabe que en condiciones de deficiencia de Fe la concentracién de aniones
orgdnicos en el apoplasto aumenta. Los aniones que presentan un mayor aumento
son citrato y malato (Lépez-Milldn et al., 1997), dos aniones capaces de formar
complejos moleculares con el Fe. El aumento de citrato y malato provoca un
cambio en la relacién Fe : aniones orgdnicos que podria producir cambios en la
actividad reductasa. Por esta razon, se ha estudiado la variacién de la actividad
reductasa en funcién de la relacién Fe : ani6én para Fe(III)-citrato y Fe(I11)-malato.

Para el Fe(IlD)-citrato se variaron las relaciones de 1 : 1 a 1 : 500. Se
hicieron dos series de determinaciones, una con una concentracién 500 uM del
complejo, y otra con una concentracion de 100 uM del complejo. La razén para
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Figura 13: Variacién de la actividad FC-R de la membrana plasmatica de hojas
con Fe : citrato (relacién 1 : 5) en funcién del pH. Las actividades son la media de 3
medidas * EE.
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Figura 14; Variacién de la actividad FC-R de la membrana plasmatica de hojas
con Fe : malato (relacién 1 : 25) en funcién del pH. Las actividades son la media de 3
medidas + EE.
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utilizar estas dos concentraciones fue que con 500 uM de Fe no se puede obtener la

relacion 1 : 500 por problemas de solubilidad.

La actividad reductasa depende de la relacién Fe : citrato presente en el
medio de reaccién (Figura 15). El maximo de actividad fue para una relacién Fe :
citrato de 1 : 5, tanto para las membranas de plantas control como de las
deficientes en Fe. Para valores superiores de dicha relacién la actividad reductasa
disminuy6. En estudios previos (Holden et al., 1991) se habian sefialado aumentos
de la actividad reductasa al aumentar la relacién Fe : citrato.

120
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60 §
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F |
0 1:50 1:100 1:150 1:500

Relacién Fe:citrato

Figura 15: Actividad reductasa férrica en funcién de la relacién Fe : citrato y su
concentracion. Actividad para las plantas control (®, B) y deficientes (O, [0) a una
concentracion de 500 uM Fe (®,0) 0 100 pM (B, 0). La actividad se midié a pH 6,8. Las
actividades son la media de 3 medidas + EE,

La actividad reductasa férrica en funcién de la relacion Fe : malato se
determiné variando las relaciones entre 1 : 2 y 1 : 50 con una concentracién del
complejo de 500 puM. El perfil de la actividad reductasa férrica en funcién de la
relacidon Fe : malato resulté completamente diferente al obtenido con Fe : citrato
(Figura 16). Asi, se observé un fuerte aumento de la actividad reductasa a medida
que aumentaba la relacién Fe : malato, hasta una relacién de 1 : 15. A partir de
dicho valor la actividad reductasa sélo aumenté ligeramente.
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Figura 16: Actividad reductasa férrica en funcién de la relacién Fe : malato. La
concentracién del complejo fue de 500 pM. La actividad se midi6 a pH 6,8. Las
actividades son la media de 3 medidas £ EE.

4.1.1.8.c.- Cinéticas de la actividad reductasa férrica

En general, la reduccion de Fe(IIl) depende de la concentracion de los
distintos complejos de Fe(II) (Figuras 17, 19, 21, 23, 256 y 27). La actividad se
saturaba a una concentracién de quelato de Fe de aproximadamente 500 uM. En
todos los casos la actividad encontrada en membrana plasmatica de plantas
deficientes en Fe fue mayor que la encontrada en los controles. Las cinéticas
obtenidas para todos los complejos fueron del tipo Michaelis-Menten (Figuras 18,
20, 22, 24, 26 y 28). A partir de las gréficas citadas se determinaroen los valores
cinéticos (K_y V_,) de la actividad reductasa férrica con los complejos de Fe
utilizados (Fe(IIN-EDTA, KFeCN, Fe(II)-citrato y Fe(III)-malato; Cuadro 9).

Para Fe(III)-EDTA los valores de K _ fueron de 103 £ 19y 122 + 19 yM para
las preparaciones control y deficiente respectivamente. La velocidad maxima fue
superior para las membranas deficientes que para las controles (relacién -Fe/+Fe
de 1,5) con unos valores de 175 + 19 y 114 + 15 nmol Fe reducido.(mg proteina)
. min respectivamente.

En el caso de KFeCN se ha encontrade una gran actividad en membrana
plasmatica tanto de plantas controles como de deficientes (Figura 19). En el caso
de plantas deficientes dicha actividad alcanza valores superiores a 1.300 nmol Fe
reducido.(mg proteina)’.min’'. El KFeCN tiene un potencial redox muy bajo lo que
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Figura 17: Actividad reductasa de la membrana plasmatica de hoja con
concentraciones de Fe(II-EDTA. La concentracién del complejo fue de 500 pM. La
actividad se midié a pH 6,8. Las actividades son la media de 6 medidas + EE.
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Figura 18: Ajuste de Eadie-Hofstee de los datos de actividad con diferentes
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Figura 19: Actividad reductasa de la membrana plasmatica de hoja con
concentraciones de KFeCN. La concentracién del complejo fue de 500 uM. La actividad
se midié a pH 6,8. Las actividades son la media de 6 medidas + EE.
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Figura 20: Ajuste de Eadie-Hofstee de los datos de actividad con diferentes
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Figura 21: Actividad reductasa de la membrana plasmiatica de hoja con
diferentes concentraciones del complejo Fe : citrato (relaciéon 1 : 5). La actividad se
midié a pH 6,8. Las actividades son la media de 6 medidas + EE.
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Figura 22: Ajuste de Eadie-Hofstee de los datos de actividad con diferentes
concentraciones del complejo Fe : citrato (relacién 1 : 5) (Figura 21). Las actividades son
la media de 6 medidas + EE.
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Figura 23: Actividad reductasa de la membrana plasmatica de hoja con
diferentes concentraciones del complejo Fe : citrato (relacion 1 : 20). La actinidad se
midié a pH 6,8. Las actividades son la media de 2 medidas + EE.
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Figura 24: Ajuste de Eadie-Hofstee de los datos de actividad con diferentes
concentraciones del complejo Fe : citrato (relacién 1 : 20) (Figura 23). Las actividades
son la media de 2 medidas + EE.
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son la media de 6 medidas + EE.
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Figura 27: Actividad reductasa de la membrana plasmatica de hoja con
diferentes concentraciones del complejo Fe : malato (relacién 1 : 25). La actividad se
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hace que sea un excelente aceptor de electrones y que las actividades resultantes
sean muy altas en comparacién con otros complejos de Fe. Los valores de las
constantes cinéticas mostraron una tendencia similar a la obtenida con Fe(II)-
EDTA. Asi, los valores de la constante de Michaelis-Menten, K_, fueron similares
para las membranas de hojas control y deficiente con valores de 119+ 47 y 135+ 1
HM respectivamente. El aumento de la velocidad maxima en las preparaciones de
hojas deficientes fue 1,3 veces superior a la de los controles, con valores de 1.357 +
7y 1.086 £ 286 nmol Fe reducido.(mg proteina)'.min respectivamente.

La cinética para el Fe(Ill)-citrato se ha estudiade con dos relaciones
diferentes Fe : citrato, de 1: 5y 1: 20 (Figuras 21 y 23). Cuando se utilizé Fe -
citrato con una relacion 1 : 5 los valores de K, fueron 170 + 14 y 157 + 11 pM para
membranas de hojas control y deficientes respectivamente. La velocidad méxima
se incrementé en 1,4 veces en las preparaciones de membrana plasmatica de las
plantas deficientes (101 + 2y 142 + 12 nmol Fe reducido.(mg proteina)'.min’! para
controles y deficientes respectivamente). Los valores de las constantes cinéticas
para Fe : citrato a una relacién 1 : 20 mantenian la misma tendencia que para la
relacién 1: 5, si bien en este caso los valores de K fueron algo mas bajos, 38 £ 4 y
46 * 17 uM para las membranas de hojas control y deficientes en Fe
respectivamente. Los valores de V. obtenidos fueron 88 + 1 y 113 + 26 nmol Fe
reducido.(mg proteina)’.min" para las membranas de hojas control v deficientes
respectivamente, ofreciendo una relacién -Fe/+Fe de 1,3.

La cinética para Fe : malato (relacién 1 : 25) se midié a dos valores de pH,
6,8 y 5,5 (Figuras 25 y 27). La razén para ello fue que la diferencia de la actividad
reductasa para las membranas de hojas control y deficientes en el caso de este
complejo era mucho mas acusada a pH 5,5 que a pH 6,8 (Figura 14). Asi, a pH 5,5
se ha encontrado una actividad baja en ambos materiales, siendo muy reducida
para el caso de las plantas control, en las que incluso a concentraciones bajas del
complejo (menores de 50 uM) no fue posible medir actividad neta (Figura 27). Los
valores de las constantes cinéticas mantuvieron la misma tendencia que para
Fe(IID-EDTA y Fe(Ill)-citrato. Los valores de K_a pH 6,8 fueron muy similares
para membranas control y deficientes (66 + 3 y 73 + 2 uM respectivamente). Los
valores de V,,, obtenidos fueron 86 + 11y 144 + 11 nmol Fe reducido.(mg proteina)
‘min"' para las membranas control y deficientes respectivamente. La relacién -
Fe/+Fe encontrada fue de 1,7, siendo la mis elevada de todas las encontradas. Las
K., encontradas a 5,5 fueron mucho mayores, con valores de 637 + 180 y 147 + 49
pM para las membranas de hojas control y deficiente respectivamente. Los
valores obtenidos para las V_ fueron 63 + 10 y 103 + 23 nmol Fe reducido.(mg
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protel’na)".min"1 para las membranas de hojas control y deficiente respectivamente

proporcionando una relacion -Fe/+Fe de 1,6.

K, Vo
M nmol Fe red.(mg proteina)’.min"
+Fe -Fe +Fe -Fe

Fe(IID-EDTA 103 £ 19 122 + 19 (1,2) 114 + 15 175+ 19 (1,5)
KFeCN 119 + 47 1351 (1,1) 1.086 + 286 1357 +7(1,3)
Fe:citrato 1:5 170 + 14 157 £ 11 (0,9) 101+ 2 142 + 12 (1,4)
Fe:citrato 1:20 38+4 46 + 17 (1,2) 88+ 1 113+ 26 (1,3)
Fe:malato 1:25 66+ 3 73 + 2 (1,1) 86 + 11 144 £11(1,7)
pH 6,8

Fe:malato 1:25 637 + 180 147 £ 49 (0,2) 63 + 10 103 + 23 (1,6)
pH 5,5

Cuadro 9: Valores de las constantes cinéticas para las preparaciones de
membrana plasmatica de hojas control y deficientes en Fe con distintos complejos de Fe
como sustratos. Entre paréntesis se muestra la relacién -Fe/+Fe.

Cinética con NADH

Se realizaron también estudios de los cambios en la actividad reductasa con
la concentracién del donador de electrones NADH, utilizando como aceptor el
Fe(IID-EDTA (Figura 29). La reaccién se saturo a aproximadamente 500 uM
NADH. Para todas las concentraciones utilizadas de donador (25-1.000 pM
NADH) los valores de actividad de las plantas control fueron menores que los de las
deficientes. Se obtuvieron cinéticas del tipo Michaelis-Menten (Figura 30). Los
valores de las constantes cinéticas con NADH siguieron la misma tendencia que
los obtenidos anteriormente para los complejos de Fe. Los valores de K, fueron
similares para las membranas control y deficiente (161 + 11 y 157 + 11 uM
respectivamente). La V,,, presenté una relacion -Fe/+Fe de 1,5 con valores de 139
+ 12y 213 £ 17 nmol Fe reducido.(mg proteina)’.min’ para las membranas control
y deficiente respectivamente.

Se hizo un estudio semejante utilizando NADPH como donador de electrones,
obteniéndose valores de actividad mucho més bajos (unos 20 nmol Fe reducido.(mg
proteina)’.min” como maximo) que los encontrados con NADH (Figura 29, linea
discontinua).
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Figura 29: Actividad reductasa de la membrana plasmatica de hoja con
diferentes concentraciones de NADH con Fe(II)-EDTA 500 uM como aceptor de
electrones. lLas lineas discontinuas corresponden a la actividad de las membranas
control y deficiente en funcién de la concentracion de NADPH. La actividad se midié a
pH 6,8. Las actividades son la media de 6 medidas + EE.
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concentraciones de NADH (Figura 29). Las actividades son la media de 6 medidas + EE.
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4.1.1.3.d.- Reduccién de Fe en condiciones de anaerobiosis

Briiggemann y Moog (1989) habian descrito que la actividad reductora de Fe
de la membrana plasmética aumenta cuando la reduccién se realiza en condiciones
de anaerobiosis. Por esta razén se estudi6 la influencia del oxigeno en la reduccidén
de Fe.

En primer lugar se midié el perfil de dependencia de pH en condiciones de
anaerobiosis utilizando Fe(II-EDTA como sustrato (Figura 31). Se obtuve un
aqumento de actividad significativo respecto a la medida en aerobiosis (valores
maximos menores de 150 nmol.(mg proteina)'.min’ en aercbiosis (Figura 12) y
entre 220 y 280 nmol.(mg proteina)’.min' para plantas control y deficientes
respectivamente, medidas en anaerobiosis). El perfil de dependencia de pH fue
similar en presencia o ausencia de O,, mostrando siemnpre un méximo alrededor de
pH 6,8.
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Figura 31: Variacién de la actividad Fe(III)-EDTA reductasa de la membrana
plasmatica de hojas en funcién del pH y en condiciones de anaerobiosis.

Se midié también la actividad en condiciones de anaerobiosis en funcién de la
relaciéon Fe : citrato, con una concentracion de 500 pM Fe y a pH 6,8 (Figura 32).
Comparando los resultados obtenidos con los mostrados para condiciones de
aerobiosis (Figura 15) se observé un aumento muy ligero (no significativo) de la
actividad. Al igual que se observé en presencia de oxigeno, al aumentar la relacién
Fe : citrato hay un descenso pronunciado de la actividad reductasa.
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Figura 32: Actividad reductasa férrica de la membrana plasmatica en
condiciones de anaerobiosis y en funcién de la relacién Fe : citrato para las membranas
control y deficientes. La actividad se midié a pH 6,8. Las actividades son la media de 3
medidas + EE,

Por ultimo, y ya que se ha visto que las diferencias encontradas entre
plantas control y deficientes son semejantes en presencia y en ausencia de O,, se
estudiaron las tasas de reduccién en unas condiciones determinadas (pH 68 y
concentracion de sustrato 500 uM Fe) utilizando Fe(II-EDTA, Fe(II1D)-citrato y
Fe(Ill)-malato. En los dos dltimos casos, la relacién Fe : quelato utilizada fue
aquella con la que se habian encontrado las mayores tasas de reduccién. Los
resultados se muestran en el Cuadro 10.

Control (+Fe) Deficiente (-Fe)
+02 '02 +02 "02
Fe(II-EDTA 111 £8 169 + 6 (152%) 144 + 10 215+ 13 (149%)

Fe:citrato 1: 5 96+ 11 102 +12(106%) 121+10 126+ 10 (104%)
Fe:malato1:25 83+9 148 + 2 (192%) 123+8 210+ 14 (171%)

Cuadro 10: Actividad reductasa férrica en condiciones de anaerobiosis para
preparaciones de membrana plasmatica de hojas control y deficientes. Entre paréntesis
se indica el porcentaje de variacién respecto a la actividad en el medio estandar. Las
actividades se expresan como nmol Fe reducido.(mg proteina)’.min y son la media de 5
medidas + EE.

Como ya se ha observado en ensayos anteriores, las actividades de las
preparaciones deficientes en Fe fueron mayores que las de las preparaciones
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control, tanto en el caso de aerobiosis como de anaerobiosis, aunque en ningun ¢aso
ol aumento fue estadisticamente significativo. La ausencia de 0, en el medio de
reaccion produjo un aumento de 1a actividad tanto para plantas control como
deficientes, que fue distinto para cada uno de los complejos. Tanto para plantas
control como deficientes en Fe el mayor aumento de la actividad se observd con
Fe(IID-malato (92 y 71%) seguido de Fe(IID-EDTA (52 y 49%), mientras que para
el Fe(IID-citrato el aumento fue muy pequefio (6 y 4%).

4.1.1.3.e.- Efecto de los detergentes Triton X-100 y Brij 58 en la
reduccion de Fe

El aislamiento basado en el método de separacién en un sistema de doble
fase permite obtener un porcentaje mayoritario de vesiculas cerradas en una
orientacién celular natural, con el lado citoplasmatico orientado hacia el interior
(“right-side-out™). Un porcentaje menor de las vesiculas aparece en orientacin
inversa (“inside out”. El enzima FC-R ha sido descrito como un enzima
transmembrana, con el lugar de unién al NADH (donador de electrones) hacia el
citoplasma y el lugar de anién al complejo de Fe (aceptor de electrones) hacia el
exterior de la célula (Moog y Briggemann, 1994). En ausencia de detergente estas
membranas deberian dar una actividad baja, ya que el NADH anadido en el ensayo
no puede acceder al interior de las vesiculas. Por esta razén, las medidas de
actividad se realizan en presencia del detergente iénico Tritén X-100, que permite
abrir la vesicula, exponiendo asi al medio ambos lados de la membrana, y
facilitando el acceso a la misma tanto del donador como del aceptor de electrones.
Ademas de Tritén X-100, también se ha utilizado el detergente no iénico Bri) 58.
Este detergente permite obtener un 100% de vesiculas cerradas con una
orientacién inversa (lado citoplasmatico hacia ¢l exterior) a partir de vesiculas de
orientacion celular natural (Johansson ef al., 1995).

Los estudios se han realizado con los dos detergentes citados, utilizando
como sustrato Fe(IID-EDTA (500 uM) y a pH 6,8. Los resultados obtenidos tanto
para las actividades de reduccién como para la latencia de la reductasa férrica en
el caso de Tritén X-100 se muestran en el Cuadro 11. Se observé un fuerte
aumento de la reduccién en presencia de Triton X-100 en los dos tipos de
membrana, llegando a valores mayores en el caso de plantas deficientes (139
frente a 99 nmol Fe reducido.(mg proteina)’.min"). Los valores obtenidos indicaron
una latencia del 90 y 83% para las membranas de plantas control y deficientes
respectivamente. Estos porcentajes son similares a los descritos por Susin et al.
(1996) para membrana plasmatica de raices. Al igual que en raices, la latencia de
la membrana plasmatica de hojas control es mayor que la de las deficientes.
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+Fe -Fe

Sin detergente 10+2 232
Triton X-100 0,02% 99+ 10 139+ 9
Latencia 90% 83%

Cuadro 11: Latencia de la actividad reductasa Fe(III)-EDTA en preparaciones de

membrana plasmaética. La actividad se expresé en nmol Fe reducido.(mg proteina)
1 -1
.min",

Antes de caracterizar la reductasa en presencia de Brij 58, se determing la
concentracién 6ptima de detergente a utilizar en este tipo de medidas. Johansson et
al. (1995) obtuvieron un 100% de vesiculas de orientacién inversa utilizando una
concentracion de Brij 58 del 0,05%. En nuestro caso se estudié en primer lugar el
comportamiento de la actividad reductasa con un intervalo de concentraciones de
Bry 58 entre 0 y 0,1% (0, 0,025, 0,05 y 0,1%; Figura 33). La actividad reductasa
aument6 considerablemente para una concentracion de Brij 58 de 0,025%, para
dar valores algo inferiores con concentraciones de 0,05 y 0,1%.
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Figura 33: Variacién de la actividad reductasa férrica en funcién de la
concentracién del detergente no iénico Brij 58 en el intervalo de concentracién del
detergente entre 0 y 0,1%.

Por otra parte, se estudi6 el porcentaje de vesiculas cerradas para distintas
concentraciones de Bryj 58 (0, 0,015, 0,025, 0,05 y 0,1%; Figura 34). Para ello se
midi6 la formacién de un gradiente de pH por la bomba de protones presente en la
membrana plasmadtica, utilizando como indicador de pH el colorante naranja de
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acridina (apartado 3.6.1.5 de Materiales y Métodos). Asi, sdlo las vesiculas con
orientacién inversa son capaces de formar el gradiente. Como se puede ver en la
Figura 34, a medida que aumentsé la concentracion de Brij 58 en el medio aument?
también la proporcién de vesiculas cerradas en orientacién inversa. A partir de una
concentracién de detergente de 0,05% se podria considerar que el 100% de las
vesiculas estaban cerradas con una orientacién inversa. Los porcentajes de
vesiculas cerradas fueron similares para las membranas de hojas control y
deficientes. De los resultados obtenidos para actividad reductasa (Figura 33) y
porcentaje de vesiculas cerradas (Figura 34) cabe deducir que a partir de 0,05% de
Brij 58 las concentraciones serian adecuadas para el estudio de la latencia.
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Figura 34: Porcentaje de vesiculas de membrana plasmatica cerradas en
orientacién inversa en presencia de distintas concentraciones de Brij 58. La
cuantificacion de las vesiculas cerradas en orientacién inversa se determiné como
AADS,4;.(mg proteina)’.min”’. El porcentaje se realizé en funcién de la cuantificacién al

1%.

Los resultados obtenidos tanto para las actividades de reduccién como para
la latencia de la reductasa férrica en el caso de Brij 58 se muestran en el Cuadro
12. Se observa, como en el caso de Triton X-100, que las actividades aumentan al
anadir el detergente. Las latencias obtenidas para las preparaciones de membrana
plasmdtica con Brij 58 resuitaron algo m4s bajas que las obtenidas con Tritén X-
100, con unos valores de 84% y 71% para las membranas de plantas control y
deficiente respectivamente.
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+Fe -Fe

Sin detergente 102 23+ 2
Brij 58 0,05% 61+1 78 £6
Latencia 84% 71%

Cuadro 12: Actividad reductasa y latencia de la actividad reductasa férrica. La
actividad se expresé en nmol Fe reducido.(mg proteina)'.min™.

En el Cuadro 13 se pueden comparar las medidas de la actividad reductasa
férrica con los distintos detergentes. El maximo de actividad se obtuvo siempre en
presencia de Tritén X-100. La actividad de la reductasa férrica en presencia de Bry
58 fue un 62% (control) y un 56% (plantas deficientes) de la actividad maxima. La
presencia simultdnea de ambos detergentes en el medio de reaccién auments la
actividad hasta un 78-74% (en control y deficiente respectivamente) de la
actividad maxima. En los tres estudios realizados en presencia de detergentes
(Tritén X-100, Brij 58 y Tritén + Brij afadidos simultdneamente) se obtuvo una
relacién -Fe/+Fe muy similar, indicando que tanto las membranas control como
deficientes se comportan de la misma manera independientemente del detergente
utilizado.

+Fe -Fe -Fe/+Fe
Sin detergente 10 (10%) 23 (17%) 2,3
Tritén X-100 0,02% 99 (100%) 139 (100%) 1,4
Brij 58 0,05% 61 (62%) 78 (66%) 1,3
Tritén X-100 + Brij 58 77 (718%) 103 (74%) 1,3

(simultdneamente)

Cuadro 13: Variacién de la actividad reductasa férrica con Tritén X-100 v Brij 58.
La actividad se expresé en nmol Fe reducido.(mg proteina)’min’. El porcentaje se
expreso respecto a la actividad obtenida con Tritén X-100.

El estudio del porcentaje de vesiculas cerradas en orientacién inversa en las
mismas condiciones se muestra en el Cuadro 14. El mayor porcentaje se obtuvo en
presencia de Brij 58 tanto para preparaciones control como deficientes,
considerandose que correspondia al 100% de vesiculas cerradas de forma inversa.
La formacién de gradiente en presencia de Tritén X-100 era minima. La presencia
de ambos detergentes (afiadidos simultineamente) en el medio de reaccién
disminuy6 el porcentaje de vesiculas cerradas, respecto a Brij 58 (75 y 87% para
preparaciones control y deficientes en Fe respectivamente).

El mdximo de actividad reductasa con Tritén X-100 se correspondid con el
minimo en el porcentaje de vesiculas cerradas en orientacién inversa, tanto en las
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membranas control como en las deficientes en Fe (Cuadros 13 y 14). La presencia
de ambos detergentes juntos en el medio de reaccién disminuy6 el porcentaje de
vesiculas cerradas y aumenté la actividad reductasa respecto al Brij 58. La
relacién entre vesiculas cerradas y actividad reductasa mostré caracteristicas
semejantes en preparaciones contrel y deficientes en Fe.

+Fe -Fe
Sin detergente 22% (23) 33% (32)
Tritén X-100 0,02% 11% (11) T% (6)
Brij 58 0,05% 100% (103} 100% (92)
Tritén X-100 + Brij 58  756% (77) 87% (80)

(simultdaneamente)

Cuadro 14: Porcentaje de vesiculas cerradas en orientacién inversa
dependiendo del tipo de detergente presente en el medio de reaccién. El porcentaje se
expres6 respecto a la actividad obtenida con Brij 58 0,05%. Entre paréntesis se indica la
cuantificacion del gradiente de protones expresado como AADbS . (mg proteina)’.min’.

Por otro lado, se comprobd que en ausencia de NADH no se producia
reduccién de Fe (Cuadro 15), descartando un posible efecto inespecifico del Brij 58
sobre la reduccion de Fe. Tampoco se encontraron grandes cambios en 1as medidas
si el NADH se adicionaba antes o después de afadir el Brij 58 (Cuadro 15)
desechando asi un posible efecto de almacenamiento de NADH en el interior de las
membranas al ser reorientadas.

+Fe -Fe
Brij 58 61+1 78+ 6
Sin NADH n. d. n. d.
NADH tras Brij 58 63 69

Cuadro 15: Dependencia de NADH de la actividad de reductasa férrica en
presencia de Brij 58. La actividad se expresé en nmol Fe reducido.(mg proteina)’.min™.

Como ya hemos visto, la presencia simultdnea de los dos detergentes
aument6 los valores de reductasa con respecto a Brij 58, pero sin alcanzar los
niveles observados para Tritén X-100. Para caracterizar la interaccion de ambos
detergentes, se estudié la influencia ejercida al adicionar uno de ellos a una
preparacién que contenia el otro detergente. Asi, la adicién de Tritén X-100 en una
preparaci6n con Brij 58 no tuvo ningiin efecto sobre el gradiente de pH (Figura 35),
mientras que la adicién de Brij 58 sobre una preparacion con Triton X-100 producia
una pequena formacién de vesiculas cerradas (Figura 36) ya que se observé un
descenso de la absorbancia a 495 nm.
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Figura 35: Efecto sobre el gradiente de pH mediado por la membrana
plasmatica en presencia del detergente Brij 58 y al adicionar Tritén X-100. La flecha
indica la adicién de Tritén X-100 al 0,02% (p/v).
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Figura 36: Efecto sobre el gradiente de pH mediado por la membrana
plasméatica en presencia de Tritén X-100 y al adicionar Brij 58. La flecha indica la
adicion de Brij 58 al 0,05% (p/v).
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Para comprobar si el Brij 58 producia alguna modificacion sobre el enzima se
realiz6 una caracterizacién cinética, variando la concentracién de Fe(IID-EDTA en
presencia de Brij 58 al 0,05%. La reaccién no se saturé hasta una concentracién de
1.500 pM de Fe(II)-EDTA (Figura 37). Se obtuvo una cinética del tipo Michaelis-
Menten (Figura 38). El valor de V,,, obtenido con Brij 58 coincidié con el valor de
V... de la cinética en presencia de Triton X-100 (Cuadro 16). En cambio, las K|
fueron muy diferentes, ya que en presencia de Brij 58 mostraron valeres bastante
mas altos (457 y 527 para control y deficiente frente a 103 y 122 en el caso de
Tritén X-100, Cuadro 16). Este aumento en los valores de K _ indicaria un descenso
de la afinidad por el sustrato en presencia de Brij 58. Las relaciones -Fe/+Fe
obtenidas tanto para V., como para K en presencia de Brij 58 fueron similares a
las obtenidas en presencia de Triton X-100 {Cuadro 16).

Control (+Fe) Deficiente (-Fe)
Tritén X-100 114 £ 15 103 £ 19 175+ 15 (1,5) 122 £ 19 (1,2)
Bri!' 58 112 457 162 (1,4) 527 (1,2)

Cuadro 16: Valores de K, y V.. para la actividad reductasa férrica de
membrana plasmatica de hojas control (+Fe) y deficientes (-Fe) en presencia de los
detergentes Brij 58 y Tritén X-100. K, se expresa en uM y V,,,, en nmol Fe reducido.(mg
proteina)’.min’. Entre paréntesis se indica la relacién -Fe/+Fe.
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Figura 37: Actividad reductasa de la membrana plasmatica de hoja con
diferentes concentraciones de Fe(II)-EDTA en presencia del detergente Bry 58. La
actividad se midi6 a pH 6,8. Las actividades son la media de 3 medidas EE.
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Figura 38: Ajuste de Eadie-Hofstee de los datos de actividad con diferentes
concentraciones de Fe(II)-EDTA (Figura 37). Las actividades son Ia media de 3 medidas
+ EE.

Por dltimo, se exploré la posible existencia de dos componentes en la
actividad reductasa férrica: un componente trans (aceptor y dador de e a distintos
lados de la membrana) y un componente cis (aceptor v dador en el lado
citoplasmatico de la membrana). Las actividades obtenidas en presencia de Brij 58
podrian asi deberse al componente cis del lado citoplasmatico (vesiculas cerradas
con orientacion inversa), mientras que las obtenidas con Tritén X-100
corresponderian a la suma de ambos componentes. La actividad del componente
trans se obtendria, segun este planteamiento, restando la actividad obtenida con
Brij 58 de la obtenida con Tritén X-100. En la Figura 39 se muestra la cinética
resultante de dicha operacién, que se ajusté a una cinética de Michaelis-Menten
(Figura 40). Los valores cinéticos obtenidos muestran velocidades miximas de
aproximadamente un 40% respecto a las obtenidas con Tritén X-100, mientras que
la relacion -Fe/+Fe muestra un valor superior a los obtenidos para los dos
detergentes individuales (1,9 frente a 1,5 para Tritén y 1,4 para Brij; Cuadro 17).
Los valores de K para el hipotético componente trans son menores, lo que
indicaria una mayor afinidad del sustrato. La relacién -Fe/+Fe para K dié un valor

de 1,1, similar a los valores encontrados para los detergentes estudiados
individualmente.
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Km VIIIKI
Control (+Fe) 39 45
Deficiente (-Fe) 44 (1,1) 85 (1,9

Cuadro 17: Valores de K, y V.. para la actividad reductasa férrica del
hipotético componente trans de la membrana plasmética de hojas control (+Fe) y
deficientes (-Fe). K, se expresaen uM y V_,, en nmol Fe reducido.(mg proteina)’.min"
Entre paréntesis se indica la relacion -Fe/+Fe.

4.1.1.3.f.- Reduccién en un medio anilogo al apoplasto

Se estudié la reduccién de Fe por la membrana plasmitica en un medio de
reaccion andlogo al apoplasto de las plantas en cuanto a su composicién iénica.
Este medio andlogo al apoplasto se disefid a partir de diferentes valores de
apoplasto y savia del xilema aparecidos en la bibliografia en distintas especies:
guisante, espinaca, girasol, colza y tomate (Speer y Kaiser, 1991; Lohaus et al.,
1995; Dannel et al., 1995; Husted y Schjoerring, 1995; Bialczyk y Lechowsky,
1995). Se podria considerar que ésta seria una medida m&s cercana a lag
condiciones fisiolégicas. Las medidas se realizaron con Fe(IID)-EDTA y Fe : citrato
(relaciones 1:5 y 1: 20) con una concentracién 500 yM de Fe y a pH 6,8. Tal como
se muestra en el Cuadro 18, la actividad reductasa férrica en un medio analogo al
apoplasto aument6 ligeramente con Fe(XID-EDTA y Fe : citrato 1 : 20, aunque no
de manera estadisticamente significativa. Para ambos complejos, el incremento de
actividad fue ligeramente superior para las membranas control que para las
deficientes. Ademads, se encontré que el efecto dependia de la relacién Fe : citrato
utilizada. Mientras para una relacién 1 : 20 se producia un ligero aumento, para
una relacién 1 : 5 la actividad en el medio analogo al apoplaste descendié
significativamente (Cuadro 18). Este descenso en la actividad reductasa fue mayor
para las membranas control (31%), que para las membranas deficientes (20%).

Control (+Fe) Deficiente (-Fe)
Estandar Apoplasto Estandar Apoplasto

Fe(I1ID-EDTA 111+8 119+ 28(107%) 144+ 10 150 + 27 (104%)
Fe:citratol:5 96+ 11 66 + 11 (69%) 121 + 10 97 + 1 (80%)
Fe:citrato 1:20 102+ 2 107+ 2 (105%) 126+ 27 128 + 25 (102%)

Cuadro 18: Actividad reductasa férrica en un medio andlogo al apoplasto para
membranas de hojas control y deficientes. Entre paréntesis se indica el porcentaje de
variacion respecto a la actividad en el medio estandar. Las actividades se expresan como
nmol Fe reducido.(mg proteina)' .min' y son la media de 5 medidas + EE.
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Para estudiar la diferencia de comportamiento de la actividad reductasa en
un medio andlogo al apoplasto, en funcién de la relacién Fe : citrato, se realiz6 la
especiacién de estos complejos en el medio de reaccién utilizado en estas medidas.
Los resultados se muestran en el Cuadro 19. La especie mayoritaria, para ambas
relaciones Fe : citrato, es (FeCit,)® llegando a representar practicamente el 100%
de los complejos Fe(Il)-citrato formados. Los compuestos Mg-citrato, y Ca-citrato
muestran concentraciones altas. La concentracién de Mg-citrato es superior para
Ia relacién Fe : citrato relacién 1 : 5 que para la 1 : 20 (0,374 y 0,048 uM
respectivamente), mientras que la concentracién de Ca-citrato es parecida para
ambas relaciones (0,124 y 0,188 pM para Fe : citrato 1 : 5y 1 : 20

respectivamente).

[Fe,(OH),Cit,)* (FeOHCIit)! (FeCitp)® FeCit total

Fe : citrato 1: 5 2,01_10'6 7’51‘10‘4 0,475 0,476
Fe : citrato 1 : 20 9,19.10'8 1’45.10'4 0,499 0,499

Mg-citrato Ca-citrato

Fe: citrato 1:5 0,374 0,124
Fe : cifrato 1: 20 0,048 0,188

Cuadro 19: Concentracién de las especies mayoritarias del complejo Fe : citrato
aunarelacionde 1: 5y 1:20enel medio de reaccién analogo al apoplasto y a pH 6,8.
La concentracion de las especies se expresa en (M.

4.1.1.3.g.- Reduccién de Fe en presencia de flavinas

En raices de remolacha in vivo la deficiencia de Fe produce un aumento
(induccién) de 18 veces en la capacidad reductasa, mientras que en la membrana
plasmatica aislada de las mismas raices la induccién es sélo de dos veces (Susin et
al., 1996) y en membrana plasmatica de hojas de s6lo 1,5 veces (Cuadro 8). Para
explicar estas discrepancias se ha sugerido la pérdida de un cofactor durante el
aislamiento de la membrana plasmatica (Susin et al., 1996). La deficiencia de Fe
aumenta la concentracién de algunas flavinas en 1as hojas de remolacha (Susin et
al., 1993b), por lo que estos compuestos son posibles candidatos a desempenar
dicho papel. Las flavinas mayoritarias son riboflavina (Rbfl), FAD y FMN, siendo
Rbfl 1a que presenta un mayor aumento. Otras flavinas, como los sulfatos de
riboflavina que se encuentran en las raices de plantas de remolacha deficientes en
Fe (Susin et al., 1993a), no estan presentes en la hoja.
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Para estudiar la influencia de las flavinas cémo posibles cofactores de la
reductasa férrica se realizaron medidas de reduccién de Fe en presencia de Rbfl,
FAD y FMN a una concentracién en el medio de reaccién de 50 pM. Las medidas se
realizaron a pH 6,8, utilizando Fe(1ID-EDTA y Fe : citrato (relacién 1 : 5) como
aceptores de electrones.

En todos los casos, la presencia de flavinas aument6 la actividad reductasa
férrica de membranas control y deficientes en Fe (Figuras 41 y 42). Para Fe(III)-
EDTA (Figura 41) el mayor porcentaje de aumento, tanto para membranas
control como deficientes se encontré con FAD (155 y 42%), seguido de FMN (76 y
19%) y Rbfl (656 v 12%). La relacién -Fe/+Fe para cada una de las flavinas
utilizadas fue 1,5 para Rbfl, 14 para FMN y 1,2 para FAD. En cambio, para
Fe(IID-citrato y membranas deficientes (Figura 42) el mayor aumento se encontro
para Rbfl (67%) seguido de FAD (41%) y FMN (34%) mientras que para las
membranas control (Figura 42) el orden fue FMN (65%), Rbfl (64%) y FAD (51%)
aunque con aumentos muy similares. Las relaciones -Fe/+Fe obtenidas con Fe(IIl)-
citrato fueron 1,6 para Rbfl, 1,5 para FAD y 1,3 para FMN. Hay que destacar que
las flavinas por si solas tienen una alta capacidad de reduccién. En el Cuadre 20 se
muestra la capacidad de reduccion de las flavinas para los sustratos de Fe
utilizados y en ausencia de membrana plasmatica (dichas actividades se restaron
de la actividad final de membrana plasmatica para obtener los datos de las Figuras
41 y 42). La capacidad de reducir Fe por las flavinas fue siempre mayor con
Fe(III)-EDTA que con Fe(I1I)-citrato. Por otra parte, de las tres flavinas utilizadas
fue la Rbfl la que presenté mayor capacidad de reduccion, tanto con Fe(II)-EDTA
como Fe(IID-citrato. La flavina FAD presents la menor actividad con Fe(III)-
EDTA, mientras que el FMN no fue capaz de reducir Fe(I11)-citrato.

Fe(IID-EDTA Fe: citrato 1 : 5

FMN 1,32 n. d.
FAD 0,659 0,419
Rbfl 1,44 0,956

Cuadro 20: Capacidad de reduccién de Fe por las flavinas. La actividad se
expresa en tmol Fe reducido.(umol flavinay"h™. (n. d. = no detectable).
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Figura 41: Actividad reductasa férrica de preparaciones de membrana
plasmatica de hojas control y deficientes a pH 638, en presencia de flavinas a una
concentracién 50 pM, con Fe(IID)-EDTA 500 uM. Los porcentajes se expresan tomando
como 100% la actividad de las membranas deficientes en ausencia de flavinas, que fue
108 nmol Fe reducido.(mg proteina)’.min"".
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Figura 42: Actividad reductasa férrica de preparaciones de membrana
plasmaitica de hojas control y deficiente a pH 6,8, en presencia de flavinas a una
concentracién 50 pM, con 500 uM Fe : citrato (relacién 1 : 5). Los porcentajes se
expresan tomando como 100% la actividad de las membranas deficientes en ausencia de

-,

flavinas, que fue 116 nmol Fe reducido.(mg protema)‘i.min'l.
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4.1.1.4.- Reductasa férrica en condiciones de deficiencia severa

A lo largo de todo el trabajo se ha venido considerando como material
deficiente en Fe las hojas con un contenido de clorofila entre 70 y 100 pmol.m?. Sin
embargo, también se realizaron aislamientos de membrana plasmatica de hojas
que presentaban una clorosis mas severa, con una concentracién de clorofila
menor de 40 pmol.m® A concentraciones de clorofila tan bajas las hojas muestran
una gran degradacion estructural (Spiller y Terry, 1980) que afecta principalmente
al aparato fotosintético.

Los niveles de recuperacién de membrana plasmatica a lo largo de la
purificacién fueron similares a los obtenidos para las membranas control y
deficientes mostrados en el Cuadro 7. La actividad de estas membranas a pHG6,8 y
500 uM Fe(III)-EDTA fue de 103 nmol Fe reducido.(mg proteina)'.min’, mas
cercana a la actividad de las membranas de hojas control que a las de hojas
deficientes (111 y 144 nmol Fe reducido.(mg proteina)! min’ respectivamente)
(Cuadro 21). Los valores de las constantes cinéticas con Fe(III)-EDTA, KFeCN y
NADH se muestran también en el Cuadro 21.

NADH Fe(II-EDTA  KFeCN

Actividad K. Vi K, Vo K, Voo
+Fe 111 162 139 103 114 99 1188
-Fe 144 157 213 122 175 126 1421
-Fe extrema 103 103 124 147 153 165 1211
(Fe*)
-Fe*/+Fe 0,93 0,64 0,89 1,43 1,34 1,57 1,02
-Fe*/-Fe 0,72 0,66 0,58 1,20 0,87 1,23 0,85

Cuadro 21: Valores de las constantes cinéticas de la reductasa férrica de
membrana plasmética de hojas con distintas concentraciones de clorofila. K, se expresa
en UM. V,, se expresa en nmol Fe reducido.(mg proteina)’.min”. La actividad reductasa
férrica se midi6 a pH 6,8 y 500 uM Fe(III)-EDTA o KFeCN. Los valores son la media de
6 medidas + EE. Fe* corresponde a la membrana plasmatica aislada de hojas con
deficiencia severa.

El valor de K, obtenido con NADH para membranas de hojas con deficiencia
severa fue menor que para membranas control o con deficiencia intermedia, lo que
podria mdicar una mayor afinidad para el NADH. Las membranas con deficiencia
severa tienen una V,__ para NADH menor incluso que Ias membranas control. Las
canstantes cinéticas para Fe(IID-EDTA y KFeCN se comportan de una manera
similar. El valor de K, para el quelato de Fe en las membranas con deficiencia
severa fue superior tanto al de las membranas control (1,4 y 1,6 veces para
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Fe(IID-EDTA y KFeCN respectivamente) como al de las membranas de hojas con
deficiencia moderada (1,2 veces para Fe(IID-EDTA y KFeCN). Para los valores de
V..., el valor obtenido fue intermedio entre los valores de las membranas control y
moderadamente deficientes (Cuadro 21).

La dependencia de la actividad respecto al pH se muestra en la Figura 43. El
perfil fue semejante al encontrado para las membranas control y deficientes
(Figura 43, lineas sin simbolos), con el maximo de actividad a pH 6,8. Los valores
de actividad para cada pH eran superiores a los de las membranas control, aunque
estaban mas préximos a los de éstas que a los de las deficientes intermedias.
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Figura 43: Actividad de la reductasa férrica de membrana plasmatica aislada de
hojas con deficiencia severa de Fe en funcion del pH. La concentracién de Fe(III)-EDTA
fue 500 pM. Los valores son la media de 2 medidas £ EE.

4.1.1.5.- Especiacién de los complejos y su relacién con la actividad
reductasa

Qe realizé un analisis de las especies mayoritarias de los complejos de
Fe(IID)-citrato y Fe(IlI)-malato para cada una de las condiciones utilizadas para
las medidas de actividad. Este analisis se realizé con el programa MINTEQA2
(Allison ef al., 1991). Posteriormente se correlacioné la concentracién de las
especies mayoritarias con los valores de actividad obtenidos.
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4.1.1.5.a.- Fe(IIl)-citrato

Las especies mayoritarias para el Fe(11I)-citrato fueron tres, [Fe,(OH),Cit,]
?, [FeOHCitl" y [FeCit,}®, en todas las condiciones utilizadas en los distintos
estudios realizados (dependencia de pH, relacién Fe : citrato y concentracién de
complejo).

HEspeciacién en funcién del pH del medio

Las concentraciones de cada una de las tres especies mayoritarias se
muestran en el Cuadro 22. Tanto en este cuadro como en los siguientes dentro de
este mismo apartado, las concentraciones de las especies se presentan en pM, al
igual que la cantidad total de complejo. Ademias se ofrecen entre paréntesis los
porcentajes de cada especie sobre la cantidad total de Fe (500 uM). Se puede
observar que la concentracion total de complejo Fe(IID)-citrato disminuyé a medida
que aumenté el pH. A pH 5,0 més de la mitad del complejo Fe(I11D)-citrato se
encuentra como [FeCit,]*, mientras que las otras dos especies, [Fe,(OH),Cit,] * y
[FeOHCit]", no representan mas del 30% del Fe total. A medida que aumenta el
pH, aumenta considerablemente la concentracién de [Fe,(OH),Cit,)? y también
ligeramente la concentracién de [FeOHCit]. Dichas especies llegan a representar
a pH 8,0 unos porcentajes de 41 y 17% del Fe total respectivamente.
Simultdneamente, la concentracién de [FeCit,]? disminuye hasta hacerse muy
pequeia a pH 8,0 (1% del Fe total).

[Fe,(OH),Cit,]? [FeOHCit]" [FeCit,]® Fe(IID-citrato total

5,0 78 (16%) 51 (10%) 292 (569%) 421 (84%)
5,5 88 (18%) o4 (11%) 271 (54%) 413 (83%)
6,0 123 (25%) 63 (13%) 190 (38%) 376 (75% )
6,0 165 (33%) 74 (15%) 96 (19%) 335 (67%)
6,8 183 (37%) 78 (16%) 56 (11%) 316 (63%)
7,0 192 (38%) 80 (16%) 37 (8%) 308 (62%)
7,5 203 41%) 92 (18%) 13 (3%) 308 (62%)
8,0 207 (41%) 83 (17%) 4 (1%} 294 (69%)

Cuadro 22: Concentracién de las especies mayoritarias para el Fe : citrato
(relacién 1 : 5 y 500 pM) dependiendo del pH. La concentracién de las especies se

expresa en UM. Entre paréntesis se indica el porcentaje respecto a la concentracién
total de Fe.

En la Figura 44 se compara la concentracién de las distintas especies con la
actividad reductasa férrica en funcién del pH. Se puede observar que dicha
actividad auments al aumentar las concentraciones de las especies [Fe,(OH),Cit,]
?y [FeOHCit]" hasta un pH de 6,8, mientras que la concentracién de [FeCit,]? iba
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descendiendo en el mismo intervalo. A partir de este pH, aumentos en las
concentraciones de las especies mayoritarias estdn acompafadas de
disminuciones de la actividad reductasa.
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Figura 44: Comparacién de las concentraciones de las especies Fe @ citrato
(relacién 1: 5 y 500 uM) con las actividades de la reductasa férrica en funcién del pH.
Las lineas de trazo grueso representan los valores de la actividad reductasa férrica
medida en las mismas condiciones.

Especiacidn en funcion de la relacidn Fe : citrato

Los cambios en las concentraciones de las especies mayoritarias
dependiendo de la relacién Fe : citrato se muestran en el Cuadro 23. Se puede
observar que la concentracién total de especies (obtenida como suma de las
especies mayoritarias) aumenté al incrementar la relacion Fe : citrato. La
concentracién de la especie [Fe,(OH),Cit,]* resulté ser la mayoritaria a relaciones
bajas de Fe : citrato (42% del Fe total), mientras que en estas condiciones la
concentracion de la especie [FeCit,]® era practicamente nula. A medida que
aumenté la relacion Fe : citrato se produjo una disminucién progresiva en la
concentracién de las especies [Fe,(OH),Cit,]? y [FeOHCit]', que fueron ya muy
bajas para relaciones 1 : 150 (1 y 2% del total respectivamente). En cambio, la

concentracion de la especie [FeCit,]® aument6 progresivamente a medida que
aumentaba la relacion Fe : citrato, hasta Hegar a un 96% del Fe total para la

relacion 1 : 150.
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[Fe,(OH),Cit,]” [FeOHCit]* [FeCit,]® Fe(IID)-citrato total
1:1 208 (42%) 84 (17%) 0 (0%) 292 (59%)
1:5 183 (37%) 78 (16%) 56 (11%) 316 (63%)
1:10 150 (30%) 69 (14%) 131 (26%) 360 (70%)
1:20 94 (19%) 53 (11%) 258 (52%) 406 (81%)
1:25 75 (15%) 47 (9%) 303 (61%) 425 (85%)
1:30 61 (12%) 42 (8%) 337 (68%) 439 (88%)
1:40 41 (8%) 34 (7%) 384 (77%) 459 (92%)
1:50 26 (6%) 28 (6%) 413 (83%) 471 (94%)
1:75 15 (3%) 20 (4%) 450 (90%) 485 (97%)
1:150 4 (1%) 10 (2%) 481 (96%) 496 (99%)

Cuadro 23: Concentracién de las especies Fe(IlD-citrato (500 uM) dependiendo
de la relacién Fe : citrato a pH 6,8. La concentracién de las especies se expresa en puM.
Entre paréntesis se indica el porcentaje respecto a la concentracién de Fe.

Los cambios en las concentraciones de las diversas especies comparados
con la actividad reductasa se muestran en la Figura 45. La disminucién de Ia
actividad reductasa férrica al aumentar la relacién Fe : citrato iba acompanada de
una disminucién de las especies [Fe,(OH),Cit,]? y [FeOHCit]". Se observa, pues,
que la actividad y las concentraciones de las dos especies varian en el mismo
sentido. Por el contrario, la concentracién de la especie [FeCit,]” aumenté al
aumentar la relacion Fe : citrato.
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Figura 45: Comparacién de las concentraciones de las especies Fe(IID-citrato
(500 uM) con las actividades de la reductasa férrica en funcién de la relacién Fe : citrato
a pH 6,8. Las lineas de trazo grueso representan los valores de la actividad reductasa
férrica medida en las mismas condiciones,
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Especiacion en funcién de la concentracion del complejo Fe : citrato (1:5)

Las concentraciones de las tres especies mayoritarias del complejo Fe :
citrato (1 : 5) en funcién de su concentracién en el medio de reaccién se muestran
en ol Cuadro 24. La concentracion de todas las especies aument6, como era de
esperar, a medida que aumentaba la concentracién de Fe y citrato en el medio de
reaccién, si bien el porcentaje con respecto al Fe total mostré comportamientos
diferentes para cada especie. A concentraciones bajas de Fe(1ID)-citrato la especie
mayoritaria fue [FeOHCit]" (54% del Fe total) mientras que la especie [FeCit,}™
fue muy minoritaria (2%). A medida que aumenté la concentracién de Fe el
porcentaje de la especie [Fe,(OH),Cit,}? fue aumentando, llegando a convertirse en
la especie mayoritaria (36%) para una concentracion de Fe de 1.000 pM. A esta
concentracion el porcentaje de la especie [FeCit,]® aumentd hasta un 17% del
total, mientras que el de [FeQHCit]" disminuyé hasta 11%.

Fe [Fe,(OH),Cit,]* [FeOHCit]" [FeCit,I® Fe(lll)-citrato total

25 6 (22%) 14 (54%) 0,4 (2%) 20 (80%)
50 14(27%) 21 (43%) 1 (3%) 36 (72%)
100 32 (32%) 33 (33%) 4 (4%) 68 (68%)
250 88 (35%) 54 (22%) 18 (7%) 160 (64%)
500 183(37%) 78 (16%) 56 (11%) 317 (63%)
1.000 360 (36%) 108 (11%) 174 (17%) 641 (64%)

Cuadro 24: Concentracién de las especies mayoritarias del complejo Fe : citrato
(relacion 1 : 5) dependiendo de la concentracion del complejo a pH 68 La
concentracién de las especies se expresa en uM. Entre paréntesis se indica el
porcentaje respecto a la concentracion total de Fe.

En la Figura 46 se compara el comportamiento de la concentracién de las
especies y de la actividad reductasa. Como ya se ha visto en el Cuadro 24, la
concentracion de las tres especies aumenté con el incremento de la concentracién
inicial de complejo. Sin embargo, la concentraciones de al menos dos de ias especies
([FeCit,]® y [Fe,(OH),Cit,]®) siguieron aumentando después de que la actividad

reductasa ya se habia saturado.

Rspeciacién en funcion de la concentracion del complejo Fe : citrato (1 : 20)

Las concentraciones de las especies mayoritarias en funcién de la
concentracién inicial en el medio de reaccién del complejo Fe : citrato (1 : 20) se
muestran en el Cuadro 256, Al igual que con la relacién 1 : 5, la concentracién de
todas las especies aumenté al aumentar la concentracion de Fe : citrato en el

medio de reaccién. La especie mayoritaria a concentraciones bajas del complejo fue
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Figura 46: Comparacién de las concentraciones de las especies mayoritarias del
complejo Fe : citrato (relacién 1 : 5) con la actividad dependiendo de la concentracién
del complejo a pH 6,8. Las lineas de trazo grueso representan los valores de la
actividad reductasa férrica medida en las mismas condiciones.
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Figura 47: Comparacién de las concentraciones de las especies mayoritarias del
complejo Fe : citrato (relacién 1 : 20) con Ia actividad reductasa férrica en funcién de la
concentracion del complejo a pH 6,8. Las lineas de trazo grueso representan los
valores de la actividad reductasa férrica medida en las mismas condiciones,
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Resultados

[FeOHCit]", con un 52% del Fe total. La concentracion de esta especie diszhinuyé a
medida que aumentaba la concentracién del complejo, hasta llegar a un 6% para
1.000 uM Fe. La especie [FeCit,]™® mostré el comportamiento contrario, pasando de
ser 1a especie minoritaria a concentraciones bajas de Fe (8%) a ser la mayoritaria
a concentraciones altas (67%). La especie [Fe,(OH),Cit]* mostré un
comportamiento totalmente diferente, ya que su porcentaje aumenté desde 20%
(25 UM Fe) hasta alcanzar un méximo de 26% (100 uM Fe), para a continuacién
descender hasta un 14% ( 1.000 uM Fe).

[Fe,(OH),Cit,]? [FeOHCit]" [FeCit,J° Fe(Ill)-citrato total

25 5 (20%) 13 (62%) 2 (8%) 20 (80%)
50 12 (24%) 20 (40%) 6 (13%) 38 (76%)
100 26 (26%) 29 (29%) 20 (20%) 74 (74%)
250 59 (24%) 43 (17%) 89 (36%) 191 (76%)
500 94 (19%) 53 (11%) 258 (52%) 406 (81%)
1.000 136 (14%) 61 (6%) 667 (67%) 864 (86%)

Cuadro 25: Concentracién de las especies mayoritarias de Fe : citrato 1: 20 a pH
6,8 dependiendo de la concentracién de Fe(IIl)-citrato. La concentracién de las especies
se expresa en pM. Entre paréntesis se indica el porcentaje respecto a la concentracién
total de Fe.

En la Figura 47 se compara el comportamiento de la concentracién de las
distintas especies con el de la actividad reductasa. La concentracién de las
especies [FeCit,]? y [Fe,(OH),Cit,}* aument6 con el incremento de la concentracién
inicial de complejo, de manera similar a como aumentaron las actividades. Sin
embargo, la concentracién de las especie [FeCity)® siguié aumentando cuando la
reductasa ya habia saturado.

Cinéticas en funciéon de las concentraciones estimadas de las distintas
especlies

Como se ha visto en los Cuadros 24 y 25, la concentracién total de Fe(III)-
citrato estimada para el medio de ensayo fue realmente menor que la teérica
considerada anteriormente para el cidlculo de las constantes cinéticas (apartado
4.1.1.3.c, ver Cuadro 9). Por esta razén se han recalculado los valores de las
constantes cinéticas teniendo en cuenta las concentraciones estimadas para las
distintas especies (Cuadro 26). Utilizando esta aproximacién para el Fe : citrato
(relaciéon 1 : 5), los valores de K, disminuyeron ligeramente respecto a los obtenidos
anteriormente. Los valores obtenidos fueron 140 y 141 pM, para la membrana
plasmatica control y deficiente en Fe respectivamente (Cuadro 26), frente a los
estimados anteriormente de 170 y 157 pM (Cuadre 9). Los valores de V_,, se
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mantuvieron dentro del mismo orden. Las relaciones -Fe/+Fe para los valores de K,
no variaren de forma significativa.

En el caso de Fe : citrato (velacién 1 : 20), el valor de K, disminuy6 para las
membranas deficientes en Fe (34 frente a 46 pM) y aumentd para las membranas
control (61 frente a 38 uM). Los valores de V., se mantuvieron dentro del mismo
orden. La relacién -Fe/+Fe para los valores de K, disminuyé hasta 0,6 (frente a la
relacién 1,2 estimada previamente).

K Vax
ul\nfi nmol Fe red.(mg proteina)’ min’
+Fe -Fe +Fe -Fe
Fe :citrato 1:5 140 141 (1,00 113 155 (1,4)
Fe : citrato 1 : 20 61 34 (0,6) 104 112 (1,1)

Cuadro 26: Valores de las constantes cinéticas de membranas control y
deficientes en Fe al variar la concentracién del complejo Fe : citrato (relaciones 1: 5y 1
: 20), considerando la concentracién total de complejos obtenida mediante el programa
MINTEQAZ2. Entre paréntesis se indica la relacién -Fe/+Fe.

Para intentar clarificar la influencia de cada especie en la reductasa de la
membrana plasmitica de hoja se comprobé el tipo de cinéticas que mostraban
considerando por separado la concentracién de cada especie y calculando, si era
posible, los correspondientes valores de K. Esta aproximacién asume que la
actividad se debe solamente a una especie en cada caso, Evidentemente, esta es
una posicién muy extrema cuyos resultados deben ser extrapolados con mucha
precaucién. Asi, la actividad reductasa mostré una cinética del tipo Michaelis-
Menten con las especies {Fe,(OH),Cit,]? y [FeCit,]”, tanto para una relacién 1 : 5
como 1:20. Para la especie [Fe,(OH),Cit,])? los valores de K, fueron 38 y 34 uM
(relacién 1: 5) y de 21 y 14 uM (relacién 1 : 20) para membranas control y
deficientes respectivamente. Para la especie [FeCit,]? los valores de K fueron de 4
y 5 puM (relacién 1: 5) y de 8 y 6 uM (relacién 1 : 20) para membranas control y
deficientes en Fe respectivamente. La especie [FeOHCit]" mostré una cinética de
saturacién a una relacién 1 : 5 pero no fue posible realizar un buen ajuste. Para
una relacién 1 : 20 dicha especie no mostré una cinética de saturacidn.

4.1.1.5.b.- Fe(IID)-malato

Las especies mayoritarias del complejo Fe(Ill)-malato fueron dos,
[FeOHMall’ y [FeMal]"!, para todas las condiciones utilizadas a lo largo de este
trabajo (dependiendo de pH, relacién Fe : malato ¥ concentracién de complejo).
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Resultados

Especiacion en funcién del pH del medio

Las concentraciones de las especies mayoritarias de Fe : malato (relacién 1 :
95) en funcién del pH del medio de reaccién se muestran en el Cuadro 27. El primer
hecho destacable es la fuerte dependencia de la concentracién total de complejos
con respecto al pH. El porcentaje de Fe formando complejo con el malato desciende
fuertemente al aumentar el pH hasta representar solamente un 2% a pH 8,0. La
concentracién de las dos especies, [FeOHMal]’ y [FeMall"’, descendié a medida que
aumentaba el pH en el rango 5,0-8,0.

[FeMall"' [FeOHMal]’ Fe(Ill)-malato total

5,0 67 (13%) 427 (85%) 494 (99%)
5,5 23 (5%) 463 (93%) 486 (97%)
6,0 7 (1%) 453 (91%) 46092%)
6,5 2 (0,4%) 387 (77%) 389 (78%)
6,8 0,8 (0,16%) 308 (62%) 309 (62%)
7.0 04 (0,08%) 240 (48%) 240 (48%)
7.5 0,04 (0,01%) 78 (16%) 78 (16%)
80 0,002 (0,0004%)  11(2%) 11 (2,2%)

Cuadro 27: Concentracién de las especies mayoritanas de Fe : malato (relacién
1: 25y 500 uM) dependiendo del pH. La concentracién de las especies se expresa en
uM. Entre paréntesis se indica el porcentaje respecto a la concentracion total de Fe.

La comparacién de la concentracién de las especies con la actividad
reductasa se muestra en la Figura 48. La concentracién de la especie [FeMal]* es
muy mingritaria, y no parece estar relacionada con la actividad reductasa.

Especiacion en funcién de la relacion Fe : malato

Las concentraciones de las especies mayoritarias Fe(Ill)-malato en funcién
de la relacién Fe : malato se muestran en el Cuadro 28. En este caso, la
concentracién total de los complejos de Fe(Ill)-malato presentes en el medio de
reaccién aumenté al aumentar la relacién Fe : malato. La especie mayoritaria fue
siempre [FeOHMall’, aumentando tanto su concentracién como su porcentaje
respecto al Fe total al aumentar la relacién Fe : malato. La especie [FeOHMal}’
fue siempre mas del 99% de los complejos formados.
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[FeMall! [FeOHMall’ Fe(Ill)-malato total

1:2 0,2 (0,03%) 68 (14%) 68 (14%)
1:5 0,3 (0,07%) 139 (28%) 139 (28%)
1:10 0,5 (0,10%) 211 (42%) 211 (42%)
1:25 0,8 (0,16%) 308 (62%) 309 (62%)
1:50 1,0 (0,19%) 365 (73%) 366 (73%)

Cuadro 28: Concentracién de las especies mayoritarias del complejo Fe(XII)-
malato (500 uM) dependiendo de la relacién Fe : malato y a pH 6,8. La concentracién de
las especies se expresa en pM. Entre paréntesis se indica el porcentaje respecto a la
concentracion total de Fe.

La comparacién de la concentracion de las especies con la actividad
reductasa se muestra en la Figura 49. El aumento de la concentracién de [FeMal]*
resulté tan pequefo en comparacién con el de la especie [FeOHMal]” que no parece
tener relaciéon con la actividad reductasa férrica.

Especiacién en funcion de la concentracion del complejo Fe : malato (1 :25) a
pH 6.8

Las concentraciones de las especies mayoritarias de Fe : malato (relacién 1 :
25) a pH 6,8 en funcién de la concentracién final del complejo en el medio de
reaccion se muestran en el Cuadro 29. Al igual que en el apartado anterior, la
concentracién de la especie [FeOHMal]” aumenté al aumentar la concentracién de
Fe(I11D-malato en el medio de reaccién. Esta especie fue siempre mas del 99% del
total de los complejos formados.

[FeMal]*! [FeOHMal]° Fe(IIl)-malato total

25 0,01 (0,02%) 2 (10%) 2 (8%)
50 0,02 (0,04%) 9(17%) 9 (18%)
160 0,07 (0,07%) 29 (29%) 29 (29%)
250 0,3 (0,1%) 119 (48%) 119 (48%)
500 0,8 (0,2%) 308 (62%) 309 (62%)
1.600 2,0 (0,2%) 728 (73%) 730 (73%)

Cuadro 29: Concentracion de las especies mayoritarias del complejo Fe : malato
(relacion 1 : 25) dependiendo de la concentracion del complejo a pH 6,8 lLa
concentracion de las especies se expresa en UM. Entre paréntesis se indica el
porcentaje respecto a la concentracion total del complejo.

En la Figura 50 se compara la concentracion de las especies con la actividad
FC-R.
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Figura 50: Comparaciéon de la concentracién de las especies mayoritarias del
complejo Fe : malato (relacién 1 : 25) con la actividad de la reductasa férrica en funcién
de la concentracién del complejo a pH 6,8. Las lineas de trazo grueso representan los
valores de la actividad reductasa férrica medida en las mismas condiciones,

Especiacién en funcién de la concentracion del complejo Fe : malato (1:25)a
pH 5,5

Las concentraciones de las especies mayoritarias de Fe : malato (relacién 1 -
25) a pH 5,5 en funcién de la concentracién final del complejo en el medio de
reaccién se muestran en el Cuadro 30. La concentracién total de complejos
formados fue mayor que en el caso de la cinética a pH 6,8. El comportamiento de
las dos especies fue similar a ambos valores de pH, aunque la concentracién de
cada una de las especies fue mayor a pH 5,5. La especie [FeOHMal}® fue siempre
muy mayoritaria.

[FeMall*"' [FeOHMal]®° Fe(III)-malato total

25 1(3%) 16 (66%) 17 (68%)
50 2 (4%) 39 (77%) 41 (82%)
100 4 (4%) 85 (85%) 89 (89%)
250 11 (4%) 226 (90%) 237 (95%)
500 23 (5%) 463 (93%) 486 (97%)
1.000 49 (5%) 934 (93%) 983 (98%)

Cuadro 30: Concentracién de las especies mayoritarias del complejo Fe : malato
(relacion 1 : 25) en el medio de reaccién dependiendo de la concentracién del complejo
a pH 5,5. La concentracidn de las especies se expresa en pM. Entre paréntesis se indica
el porcentaje respecto a la concentracién total de Fe.
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Resultados

La comparacién de la concentracién de las especies y la actividad FC-R
(Figura 51) mostrd ¢l mismo perfil que a pH 6,8, con un porcentaje mayoritario de
la especie [FeOHMal]’.
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Figura 51: Comparacion de la concentracién de las especies mayoritarias del
complejo Fe : malato (relacién 1 : 25) con la actividad de la reductasa férrica en funcién
de la concentracién del complejo a pH 5,5. Las lineas de trazo grueso representan los
valores de la actividad reductasa férrica medida en las mismas condiciones.

Cinéticas en funcién de la concentracién real de complejo

Al igual que en el caso del Fe(I1D-citrato, la concentracién total de complejos
Fe(1l])-malato estimada en el medio de reaccién es menor que la concentracién
tedricamente afiadida. En el Cuadro 31 se muestran los valores de las constantes
cinéticas calculados teniendo en cuenta la concentracién total estimada de
complejos en el medio de reaccién. Con esta forma de cdlculo y a pH 6,8 los valores
de K_ disminuyeron considerablemente respecto a los obtenidos previamente (ver
Cuadro 9), dando valores préximos a 6 y 8 uM para las membranas control y
deficientes respectivamente, frente a los inicialmente calculados de 66 y 73 uM. La
relacién de los valores de K para las membranas deficientes y controles fue de 1,3.

Por tltimo, a pH 5,5 los valores de K, disminuyeron respecto a los obtenidos
anteriormente tanto para las membranas control como deficientes (268 y 72 uM
respectivamente frente a los inicialmente estimados de 637 y 147 uM). La relacién
de los valores de K_ para las membranas deficientes y controles fue de 0,3.
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K \'"

ui\? nmol Fe red.(mg proteina)'.min”
+Fe -Fe +Fe -Fe
Fe : malato 1: 25 5,8 7,5 (1,3) 79 122 (1,5)
pH 6,8
Fe : malato 1: 25 268 72 (0,3) 43 88 (2,0)
pH 5,5

Cuadro 31: Valores de las constantes cinéticas de membranas control y
deficientes en Fe al variar la concentracién del complejo Fe(IlI)-malato (relacién 1:25) a
valores de pH 6,8 y 5,5, considerando la concentracién total de los complejos obtenida
mediante el programa MINTEQAZ2. Entre paréntesis se indica la relacién -Fe/+Fe.

Se comprobé el tipo de cinética considerando las especies mayoritarias
individualmente. Tanto con la especie [FeOHMal]’ como con la [FeMal]” se
obtienen cinéticas tipo Michaelis-Menten. Para la especie [FeOHMall°, que
representa mas del 99% del complejo en estas condiciones, los valores de K_ fueron
6y 7uM (pH 6,8) y 255 y 69 uM (pH 5,5) para las membranas control y
deficientes en Fe respectivamente. Para la especie [FeMal]*! los valores aparentes
de K, fueron 14y 19 nM (pH 6,8)y 12 y 3 uM (pH 5,5) para membranas control y
deficientes en Fe respectivamente. Hay que tener en cuenta que los valores de
concentracién de esta especie son muy bajos, lo que hace que los valores de K,
obtenidos sean tan pequefios. Cabe destacar que, en general, los ajustes de Eadie-
Hofstee para las membranas deficientes en Fe son siempre mejores que los de las
membranas control.

4.1.1.5.¢c.- Estructura de los complejos

Para completar la caracterizacion de la reductasa férrica con los complejos
de Fe(ll)-citrato y Fe(lll)}-malato wutilizados, se estudiaron las distintas
posibilidades para la estructura de cada una de las especies mayoritarias. Las
estructuras se disefiaron con el programa Hiperchem (1993) versién 3.0 para
Windows. De cada especie se ha tomado como mas favorable aquella estructura
que presentaba una menor energia de formacién (ver Anexo I1).



Resultados

4.1.2.- Reductasa férrica en cloroplastos

Se estudié6 la posible existencia de actividad reductasa en cloroplastos
aislados. Los experimentos de reduccién se desarrollaron sélo con cloroplastos de
hojas control de remolacha. Para ello, se aislaron los cloroplastos en un gradiente
de sacarosa.

Los valores de actividad reductasa obtenidos fueron 14 y 0-3 nmol Fe
reducido.(mg Cfl)'.min” en presencia y ausencia de NADH, respectivamente. Se
intent6 obtener la dependencia de pH de la actividad reductasa, medida en el rango
5,5-7,5, pero sélo se obtuvieron tasas de reduccién medibles para pH 7,0 y 7,5 con
valores de 14 y 26 nmol Fe reducido.(mg Cfly' min’. A valores de pH menores la
tasa de reduccién no fue cuantificable.

4.1.3.- Reductasa férrica en protoplastos
4.1.3.1.- Aislamiento de protoplastos

Lia compesicién original del medio de incubacién utilizado era sorbitol 0,6 M,
celulasa 4% (p/v), pectinasa 0,2 % (p/v), DTT 2 mM, CaCl, 1 mM y Mes-KOH 2
mM, con un pH 5,6. La incubacién se desarrollé durante 2 h a 25 °C, con luz blanca
de 50 mmol quantam?s'. Este protocolo estdndar sélo permitié obtener
protoplastos intactos de hojas control.

La adicién de PVP y BSA, ya usados rutinariamente en el aislamiento de
membrana plasmadtica de hojas y raices (Susin et al, 1996; ver Materiales y
Métodos 3.4.1.2), permitié 1a obtencién de protoplastos tanto de hojas control como

de hojas deficientes en Fe. Las concentraciones utilizadas fueron 5% de PVP (p/v) y
0,2% de BSA (p/v).

Para aumentar los rendimientos del aislamiento de protoplastos se aumenté
el tiempo de incubacién, pasando de 2 a 15 h. La incubacién se realizé a
temperatura ambiente y en oscuridad. El aumento en el tiempo de incubacién
obligd a variar las concentraciones de los enzimas. La concentracién éptima de los
enzimas para las hojas deficientes en Fe se establecio en 2% de celulasa y 0,1% de
pectinasa, ambos en p/v (Figura 52b). Para las hojas control fue necesario
disminuir estas concentraciones, ya que resultaban muy agresivas, obteniéndose
protoplastos en mal estado (Figura 52¢). Asi, las concentraciones de enzimas para
el aislamiento de protoplastos de las hojas control fueron de 1,2% de celulasa y
0,08% de pectinasa (Figura 52a).

153



P,
CE

Figura 52: Protoplastos de hojas control (+Fe, a) y deficientes (-Fe, b) aislados a
las concentraciones consideradas como optimas de los enzimas (40 aumentos) y
protoplastos control (+Fe*, ¢) aislados en las condiciones de los protoplastos de hojas
deficientes (10 aumentos).
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Figura 53: Reduccién inespecifica de Fe por el medio de reaccién sin
protoplastos y por los componentes individuales del medio.

Fl medio de aislamiento original de protoplastos contenia DTT (2 mM), cuya
presencia en el medio de incubacién era necesaria para obtener buenos
rendimientos en el aislamiento. Por ejemplo, la utilizacién de una concentracién de
DTT 200 uM conllevaba un descenso en el rendimiento de un 50%. Sin embargo, el
DTT es un reductor fuerte que interfiere en las medidas de reduccién posteriores.
Como se muestra en la Figura 53, tanto el medio de reaccién sin protoplastos como
el DTT sélo daban una fuerte reduccién inespecifica (indicada por un aumento de
absorbancia a 562 nm). En la misma Figura 53 se observa que ni el PVP, ni el BSA
producen reduccién inespecifica. Dado que la reduccién por DTT podria enmascarar
la reductasa férrica de los protoplastos, se decidié eliminar dicho compuesto antes
de la medida. Para ello, los protoplastos aislados se lavaron varias veces con medio
sin DTT y se recogié el scbrenadante. Como se muestra en la Figura 54, tras 3
lavados el sobrenadante presentaba la misma capacidad de reduccién que el medio
fresco libre de DTT, por lo que se consideré que los protoplastos estaban libres de
DTT tras dicho numero de lavados.
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Figura 54 Reduccién inespecifica de Fe en el medio de disolucién de los
protoplastos tras sucesivos lavados con el medio sin DTT. SL corresponde a la solucién
de lavado fresca, SL, al primer sobrenadante sin ningin lavado y de SL, en adelante a
los sobrenadantes de los lavados sucesivos. Se adicionaron 20 pl de la solucién de
lavado para 1 mL de medio de reaccién. La medida se mantuvo durante 20 min.

Los rendimientos obtenidos en el aislamiento y purificacién de protoplastos,
tal y como se describe en el apartado 3.6.2.2. de Materiales y Métodos, fueron de
230 y 78 ug Cfl(g hoja)’ para las hojas control y deficientes, respectivamente
(Cuadro 32). Asi, la cantidad de clorofila recuperada en los protoplastos
correspondié al 38% y 50% de la clorofila inicial de las hojas control y deficientes en
Fe, respectivamente. El porcentaje de protoplastos intactos en las preparaciones
finales fue de un 91-96%. Tal como se muestra en la Figura 52, los protoplastos
obtenidos tanto de hojas control como deficientes presentan forma esférica, con los
cloroplastos distribuidos en la periferia, y color verde.

Hoja Protoplastos

pmol Cflm?®  pg Cfl.(g hoja)* g Cfl.(g hoja)? Rendimiento % Intactos
+Fe 350 £ 10 606 + 17 230+ 6 38% 912
-Fe 90 £ 10 166 + 17 78 + 8 50% 9% +1

Cuadro 32: Concentracién de clorofila en hojas y protoplastos aislados de hojas,
rendimientos en la recuperacién de la clorofila inicial de la hoja en los protoplastos y
grado de protoplastos intactos obtenidos en el aislamiento de hojas control y deficientes
en Fe. Los valores son la media de 3 aislamientos + EE.

156



Resultados

Para comprobar si los protoplastos eran representativos de las hojas de las
que se habian aislado se analizé la composicion de pigmentos fotosintéticos
mediante HPLC. Esta comprobacién es posible, ya que la composicion de los
pigmentos fotosintéticos en hojas enteras de remolacha ya ha sido caracterizada
tanto en condiciones control como de deficiencia de Fe (Morales et al., 1990). Los
protoplastos deficientes presentaron incrementos del 19% en la relacién
violaxantina/clorofila a y del 31% en la relacién luteina/clorofila a (Cuadro 33)
respecto a los protoplastos control. En general se observa un aumento en la
concentracion de los pigmentos del ciclo VAZ (violaxantina, anteraxantina y
zeaxantina) para los protoplastos de hojas deficientes. Estas diferencias
concuerdan con los cambios en composicién descritos para las hojas enteras
control y deficientes utilizadas en el aislamiento, con unos contenidos de 350 y 90
pmol Cflm?, respectivamente (Morales et al., 1990). Por lo tanto, estos datos
permiten asegurar que los protoplastos obtenidos son representativos de las hojas
de las que fueron aislados.

+Fe -Fe
violaxantina/clorofila a 59t 1 701
anteraxantina/clorofila a 7+1 20+ 1
luteina/clorofila a 158 5 207 +5
Zeaxantina/clorofila a 1+1 8t1
VAZ/clorofila a 68+ 1 98+1
B-caroteno/clorofila a 110+ 1 105+5
clorofila a /clorofiia b 34101 34+02

Cuadro 33: Relacién molar de los pigmentos fotosintéticos en preparaciones de
protoplastos intactos aislados de hojas control (+Fe) y deficientes (-Fe) en Fe. Las
medidas se expresan en mmol pigmento.(mol clorofila a)'. Los valores son la media de
2 medidas + EE.

4.1.3.2.- Caracterizacion de la reductasa férrica en los protoplastos

Para optimizar las condiciones de la reaccién se realizaron estudios previos
a las medidas de reductasa. Por un lado, se comprobé la influencia de las variables
luz y tiempo de reaccién. Por otro lado, se comprobé que los protoplastos estaban
intactos después de las medidas de reduccién.

Para estudiar la influencia de 1a luz en la reduccién de Fe por los protoplastos
se realizaron medidas tanto en oscuridad total durante el tiempo de la reaccién
como medidas iluminando las muestras con luz roja (intensidad 50 pmol quanta.m’
2g"). Tal como se muestra en la Figura 55, las muestras iluminadas mostraron
valores significativos de reduccion, mientras que las que permanecian en oscuridad
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reducian mucho menos Fe. Los valores de actividad para las muestras iluminadas
fueronde 1,5 + 0,1 y 2,0 £+ 0,1 nmol Fe reducido.(mg Cfl)' s para protoplastos de
hojas control y deficientes en Fe respectivamente. Por tanto, la relacién -Fe/+Fe
fue de 1,3. En el caso de las medidas en oscuridad se obtuvo un valor de
aproximadamente 0,04 nmol Fe reducido.(mg Cfl)’.s" para los protoplastos de
hojas control, mientras que para los protoplastos de hojas deficientes los valores de
absorbancia estaban por debajo del limite de deteccién (aproximadamente 0,01
nmol Fe.(mg Cfl)'.s"' en 1 mL). Por lo tanto, todas las medidas posteriores fueron
realizadas con protoplastos iluminados.
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Figura 55: Comparacién de la reduccién de Fe(III-EDTA por protoplastos de
hojas control y deficientes en Fe en presencia o ausencia de luz durante el tiempo de
reaccién. Los valores son la media de 3 medidas + EE.

También se comprobé que los cambios en absorbancia a 562 nm variaban

linealmente con el tiempo por lo menos hasta 90 minutos de tluminacién (Figura
56).

Por ultimo se comprobé la integridad de los protoplastos tras la reaccién.
Este punto era muy importante, para asegurar que la reduccién que se media era
debida exclusivamente a los protoplastos ¥y no a compuestos u orgianulos liberados
durante la medida. Tal como se observa en la Figura 57, los protoplastos
permanecen intactos tras 30 minutos en el medio de reaccién.
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Figura 56: Linealidad de la medida de absorbancia con el tiempo de reaceién en
condiciones de luminacidn.

Figura 57: Protoplastos de hojas tras 30 minutos en el medio de reaccién (40
aumentos).
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Una vez optimizadas las condiciones de la medida de reduccién, se
caracterizé su dependencia de pH (Figura 58). Para los protoplastos de hojas
deficientes el maximo de actividad correspondié a un pH de 5,5, mientras que para
los protoplastos de hojas control el intervalo de actividad maxima aparecia a pHs
entre 5,5-6,0. A pH 5,5 los protoplastos deficientes redujeron un 33% mas que los
protoplastos control cuando la actividad se expresé en funcién del contenido en
clorofila (1,5 y 2,0 nmol Fe reducido.(mg Cfly'.s"' para protoplastos de hojas control
y deficientes en Fe respectivamente). El comportamiento a partir de pH 6,0 fue
similar para ambas preparaciones, con un descenso paulatino de la actividad a
medida que aumentaba el pH, aunque los valores de actividad de los protoplastos
controles eran siempre alge mayores que los que presentaban los deficientes.
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Figura 58: Dependencia de la actividad FC-R de protoplastos con el pH. Los

protoplastos se aislaron de hojas control (+Fe) y deficientes en Fe (-Fe). Los valores son
la media de 3 medidas + EE.

Para caracterizar la actividad FC-R se determinaron los valores de las
constantes cinéticas, variando la concentracién de Fe(IID-EDTA. A una
concentracion de 1.000 yM de Fe(III)-EDTA, la saturacién no era todavia
completa (Figura 59). Tal como se muestra en el Cuadro 34, las constantes
cinéticas obtenidas mostraron diferencias entre los protoplastos control y
deficientes. Los valores de K obtenidos fueron 153 y 239 uM para los protoplastos
control y deficientes en Fe respectivamente, con una relacién -Fe/+Fe de 1,6. La
relacion -Fe/+Fe para los valores de V. obtenidos fue también de 1,6, con unos
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valores de 2,0 y 3,1 nmol Fe reducido.(mg Cfl)'.s’ para los protoplastos de hojas
control y deficientes en Fe respectivamente.
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Figura 59: Actividad reductasa con diferentes concentraciones de Fe(III)-EDTA
en protoplastos aislados de hojas control y deficientes en Fe. La actividad se midi6 a pH
5,5. Los valores son la media de 3 medidas + EE.
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Figura 60: Ajuste de Eadie-Hofstee de los datos de actividad con diferentes
concentraciones de Fe(IID-EDTA (Figura 59). Los valores son la media de 3 medidas +
EE.
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+Fe 153 2,0
-Fe 239 3,1
-Fe/+Fe 1,6 1,6

Cuadro 34: Valores de las constantes cinéticas para la reduccién de Fe en
funcién de la concentracién de Fe(IIT)-EDTA en el medio de reaccién para protoplastos
control (+Fe) y deficientes (-Fe) en Fe. Las medidas se realizaron a pH 55. K, se
expresa en UM y V.. en nmol Fe reducido.(mg Cfl)’.s™".

Por dltimo se localizé visualmente la reduccién de Fe en los protoplastos
aislados. Para ello se sustituyé el PDTS, que forma complejos solubles en H,0 con
el Fe(II), por el NBT, con el que forma complejos insolubles de color azul oscuro. Tal
como se muestra en la Figura 61, la reduccién se produce en la superficie de los
protoplastos, donde se produce una acumulacién de precipitados de color oscuro.

Figura 61: Localizacién de la actividad FC-R en la superficie de protoplastos de
hojas (40 aumentos).
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Kesultados

4.2.- Variacién de los patrones polipeptidicos inducida por la
deficiencia de Fe

4.2.1.- Puntas de raiz
4.2.1.1.- Obtencion de la muestra

Las muestras obtenidas a partir de la extraccion con tricina (50 mM, pH 7,8
y PVP 5%) no resultaron adecuadas para el analisis posterior ni en una ni en dos
dimensiones. En los geles de una dimensién no se apreciaban bandas definidas. Los
geles obtenidos en dos dimensiones mostraban un mimero reducido de puntos, con
resultados aleatorios tanto para las puntas de raiz control como para las
deficientes (geles no mostrados). En ambos casos los resultados no permitian
realizar andlisis fiables de los niveles de expresién de proteinas.

La extraccién con SDS significé una mejora en la cantidad de proteinas
obtenidas respecto a la extraccién anterior. Los geles de una dimensién obtenidos
mostraban un gran ntimero de bandas y resultaba posible realizar andlisis
cnantitativos. En cambio, los geles de dos dimensiones presentaban muy poca
cantidad de polipéptidos, asi como poca definicién de los puntos.

Por dltimo se utilizé un método de extraccién con fenol (Meyer ef al., 1988).
Los geles bidimensionales obtenidos a partir de estos extractos presentaban gran
cantidad de puntos bien definidos que permitian realizar comparaciones. Asi pues,
el resto de las extracciones de proteinas de puntas de raiz de remolacha para
electroforesis en dos dimensiones se realizé con este Gltimo método. Asimismo, se
compararon geles monodimensionales a partir de esta extraccién con geles
obtenidos a partir de la extraccién con SDS, obieniendo resultados muy similares
en ambos casos.

Se extrajeron proteinas de puntas de raiz de plantas control y plantas
sometidas a deficiencia de Fe. El rendimiento de la extraccién de las proteinas,
expresado como relacion mg proteina/g raiz, resultdé ser diferente para las plantas
sometidas a deficiencia de Fe y las controles. Para las plantas crecidas con Fe se
obtuvo un rendimiento de 0,9 + 0,3 mg proteina/g raiz. Para las plantas con
deficiencia de Fe el rendimiento fue mayor, de 2,5 £ 0,5 mg proteina/g raiz.
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Figura 62: Electroforesis en gel SDS-PAGE de una dimensién de extractos de
proteinas de punta de raiz de plantas en condiciones control (+Fe) y de deficiencia de Fe
(-Fe). Los geles se tifieron con Coomasie. La cantidad cargada para ambas muestras fue
de 35 ug.
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4.2.1.2.- Geles monodimensionales SDS-PAGE

En la Figura 62 se muestran los resultados obtenidos para un gel
monodimensional representativo de los extractos de proteinas de puntas de raiz
realizados con fenol. Los patrones polipeptidicos de puntas de raiz de remolacha de
plantas control y deficientes en Fe difieren ligeramente entre si.

Se detecté un gran numero de bandas que permitié apreciar algunas
diferencias significativas. En el Cuadro 35 se sefialan los polipéptidos con mayores
diferencias, a partir del anélisis de 4 geles diferentes.

Banda My (kDa) I integrada 1. integrada -Fe/+Fe

+Fe -Fe
1 100,1 n.d 0,25 £ 0,09 > 1000
2 91,0 n.d 0,08 £ 0,04 > 1000
3 68,0 0,03 £ 0,02 0,19 + 0,05 5,4
4 58,0 0,37 £ 0,20 n. d. < 1000
5 40,9 0,04 £ 0,03 0,31 0,14 7,3

Cuadro 35: Bandas que muestran una mayor variacién en los geles de una
dimensidn de extractos de proteinas de puntas de raiz de plantas en condiciones control
(+Fe) y de deficiencia en Fe (-Fe). L. integrada= intensidad x 4rea.

Las dos bandas de alto peso molecular aparecieron sélo en los extractos de
plantas deficientes. La banda 4 se detect6 sélo en extractos de plantas control. Las
otras dos bandas sefialadas, bandas 3 y 5, muestran un aumento de la expresién
con la deficiencia de Fe.

4.2.1.3.- Geles de dos dimensiones

Ya que en este tipo de electroforesis los resultados se obtienen tanto en base
a pesos moleculares como a puntos iseeléctricos, es importante conocer el
intervalo de pH formado en cada gel. Asi pues, se comprobé el gradiente de pH que
se obtenia en la primera dimensién con las condiciones de trabajo utilizadas (Figura
63). Se obtuvo un gradiente practicamente lineal con un rango de pH de 4,5 a 7,0.
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Figura 63: Gradiente de pH en un gel de primera dimensién en las condiciones
descritas en el apartado 3.7.1.4.a de Materiales y Métodos.

Se determiné el tipo de gel necesario para conseguir la mejor resolucién en la
segunda dimensién. Se prebaron geles con concentraciones constantes de
acrilamida de 10 y 12,5% y también gradientes de acrilamida del 10% al 20%. E} gel
de acrilamida al 10% resulté tener un tamarno de poro demasiado grande. Los otros
dos tipos de geles ofrecian resultados muy similares. Se decidié utilizar para la
segunda dimensién un gel con una concentracién constante de acrilamida del
12,6%, ya que los gradientes de acrilamida presentan mdis problemas de
reproducibilidad. También se intent6é mejorar la definicién de los polipéptidos de bajo
peso molecular con un gel de acrilamida del 12,5% cuya parte final era un gel del
15%, pero no se obtuvo una mejora sustancial en la resolucion de dichos
polipéptidos. Asi pues, todos los analisis polipeptidicos posteriores se realizaron con
geles de poliacrilamida al 12,5%. En todos los casos (excepto para los geles usados
en la secuenciacién) se cargaron 50 pg de proteinas/gel. Todas las tinciones se
realizaron con AgNO,. El andlisis de los geles se realizé mediante el sistema
Bioimage (Genomic Solutions).

4.2.1.3.a.- Comparacion de perfiles polipeptidicos en condiciones
control y con deficiencia de Fe

Los geles de dos dimensiones de puntas de raiz de remolacha cultivada en
condiciones control y con deficiencia de Fe mostraron patrones polipeptidicos
diferentes (Figuras 64 y 65). El nimero total de polipéptidos que aparecian en los
geles tras el analisis fue aproximadamente de unos 175.
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Para dar una idea del perfil tipo de las muestras, en las Figuras 64 y 65 se
muestran composiciones de 4 geles diferentes para cada tratamiento, que integran
las intensidades de los puntos de dichos geles. No se han realizado andlisis

numéricos sobre estas composiciones,
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Figura 64: Composicion de geles 2-D de puntas de raiz de remolacha cultivada
en condiciones control (+Fe).
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Figura 65: Composicién de geles 2-D de puntas de raiz de remolacha cultivada
en condiciones de deficiencia de Fe (-Fe).
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En 1a Figura 66 se detallan las zonas en las que se han encontrado los
mayores cambios, tanto en la composicién de 4 geles del control como en el de las
puntas de raiz deficientes en Fe. Una ampliacién de cada una de dichas zonas, esta
vez en geles individuales, se muestra en la Figura 67. En cada zona se han
marcado los polipéptidos mencionados en el Cuadro 36. La zona 6 no aparece en
esta Figura, ya que las diferencias encontradas sélo son importantes en el caso de
adicién de Fe, que se presentard posteriormente.

Polipéptidos que aparecen con la deficiencia de Fe

Pl Mg (kDa) L integrada I integrada -Fe/+Fe Zona
+Fe -Fe

PR1 59401 468+04 n.d. 0,65+0,09 >1000 3
PRS 51+02 245+0.2 n. d. 054+0,15 >1000 9
PR6 6,0+01 17,3+0,1 n.d 2824055 >1000 11
PR13 48+0,1 34,6+04 n. d. 0,60 £0,18 > 1000 5
PR14 48+0,1 326+04 n. d. 0,35 +0,08 >1000 10
PR19 55+0,1 42,0+0,1 n. d. 0.26+0,04 >1000 8

Polipéptidos que aumentan su expresién con la deficiencia de Fe

pl My (kDa) I integrada I integrada -Fe/+Fe Zona
+Fe -Fe

PR2 57+01 427+01 0,18+0,03 0,88+0,08 4.9 3
PR3 54+01 546+03 0,33+0,05 1,98+0,27 6,1 2
PR4 53+01 423+04 028:+004 1,7240,19 6,2 2
PR7 50+01 387+01 0,13+0,04 0,490,10 3,7 4
PRI1 59+01 4298+02 039+0,06 0,54+0,08 14 3
PR20 52401 53,8+0,1 042+0,09 0,80+0,13 19 2
PR22 53+0,1 54,1+02 0,39+0,07 1,07+0,20 2.8 2

-

Polipéptidos que disminuyen su expresion con la deficiencia de Fe

pl Mg (kDa) I integrada L integrada -Fe/+Fe Zona

+Fe -Fe
PR8 55%0,1 274+01 0,78+0,11 049+0,09 0,6 1
PR9 5,2+0,1 38,3+0,1 0,34+0,06 0,18+0,03 0,5 4
PR10 53+0,1 14,0%x10 099%0,15 0,55+0,06 0,6 12
PR17 4,57+0,1 282+02 106%0,59 0,31:0,16 0,3 10
PR23 5,8+0,1 612+06 0,63120,09 0,3910,05 0,9 7
PR24 53%+0,1 453+03 0,53+0,07 0,33+0,05 0,6 2

Cuadro 36: Analisis cuantitativo de los polipéptidos gue presentan mayores
variaciones entre las plantas en condiciones control (+Fe) y de deficiencia de Fe (-Fe).
Se han utilizado 11 geles en el tratamiento de deficiencia y 12 de los controles,
provenientes de tres extracciones diferentes. I. integrada= Intensidad x area. Se
considera que la minima diferencia significativa para el pl fue de 01. (n. d. = no
detectada).
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Figura 66: Composiciones de los geles bidimensionales con la localizacién de las

zonas donde se produce variacion en la cantidad de polipéptidos.
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Zona 1

Zona 2

Zona 3

Zona 4

Zona 5

Figura 67: Detalle de las zonas que muestran los polipéptidos cuya intensidad

varia en condiciones de deficiencia de Fe.
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Figura 67 cont.: Detalle de las zonas que muestran los polipéptidos cuya inten-
sidad varia en condiciones de deficiencia de Fe.
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Para las determinaciones de pl y My (Cuadro 36) se han utilizado 11-12
geles individuales por tratamiento, de puntas de raices controles y deficientes en
Fe. De los aproximadamente 175 polipéptidos, 6 aparecen de novo con la deficiencia
de Fe (Cuadro 36). Asimismo, otros 13 polipéptidos presentaron cambios
significativos (aumentos o descensos) en su intensidad. Los resultados mads
importantes del analisis se muestran en el Cuadro 36.

4.2.1.3.b.- Expresion de polipéptidos tras la adicion de Fe

Se analiz6 el patrén polipeptidico de puntas de raiz de plantas deficientes
tras la adicién de Fe para comprobar si este elemento tenia un efecto especifico en
la composicién polipeptidica. Tras 15 dias en deficiencia de Fe se adicioné Fe(III)-
EDTA 45 uM a la solucién nutritiva, y se recogieron muestras a las 24, 48 y 96
horas tras la adicién de Fe.

La cantidad de proteina obtenida en la extraccién fue distinta en funcién del
tiempo transcurrido tras la adicién. Pasadas 24 h de la adicién se obtuvo un
rendimiento igual al de las plantas deficientes, mientras que tras 96 h el
rendimiento fue similar al de las plantas control. Los rendimientos obtenidos se
muestran en el Cuadro 37.

-Fe -Fe (+ 24) -Fe (+48) -Fe (+ 96) +Fe
mg proteina/g raiz 2,5 2,5 1,3 1,1 0,9

Cuadro 37: Cantidad de proteina obtenida tras la extraccion con fenol de
puntas de raiz de remolacha en condiciones de deficiencia de Fe (-Fe), adicién de Fe (-Fe
+ 24, 48 y 96) y control (+Fe).

El andlisis de los geles de puntas de raiz deficientes, tras la adicén de Fe,
permitié relacionar la expresidn de algunos polipéptidos con 1a presencia o ausencia
de Fe en la solucién nutritiva.
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Figura 68: Geles de dos dimensiones de puntas de raiz de remolacha en defi-
ciencia de Fe tras 24, 48 y 96 h de la adicion de 45 uM Fe(II1)-EDTA.
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En la Figura 68 se muestran geles individuales 24, 48 y 96 horas después de
la adicion de Fe. Se puede observar claramente que el perfil es mds parecido al
encontrado para las puntas deficientes que para las control (Figuras 64 y 65),
encontrandose unos 200 polipéptidos.

En la Figura 69 se amplian diferentes zonas en las que se han encontrado
variaciones en la intensidad (ver Figura 67). Los polipéptidos marcados se
describen en el Cuadro 38.

I. integrada L integrada L integrada L integrada L integrada Zona

-Fe -Fe (+24) -Fe (+48) -Fe (+96) +Fe
PR1 0,65 0,94 1,17 0,89 n d. 3
PR2 0,88 0,74 0,82 1,04 0,18 3
PR3 1,98 2,45 2,85 2,64 0,33 2
PR4 1,72 2,20 2,28 2,58 0,28 2
PR5 0,54 0,51 1,36 1,17 n. d. 9
PR6 2,82 3,20 445 3,95 n d. 11
PRY7 0,49 0,48 0,44 0,17 0,13 4
PR8 0,49 0,24 0,28 2,18 0,78 1
PR9Y 0,18 0,17 0,29 0,16 0,34 4
PR10 0,55 0,24 0,32 0,57 0,99 12
PR11 0,54 2,65 1,08 0,37 0,39 3
PR12 0,16 n.d. n.d. 1,43 n.d. 9
PR13 0,60 0,39 n.d. 1,40 n.d. 5
PR14 0,35 0,94 1,28 0,34 nd. 10
PR15 0,40 0,78 0,44 0,61 0,39 10
PR16 0,50 401 3,28 0,67 0,41 6
PR17 0,31 n.d. 0,27 0,65 1,06 10
PR18 0,63 1,91 0,47 0,82 0,65 2
PR19 0,26 0,15 0,32 0,83 n. d. 8
PR20 0,80 0,64 1,24 0,77 0,42 2
PR21 0,59 n. d. 0,61 0,78 0,61 2
PR22 1,07 0,62 0,93 0,84 0,39 2
PR23 0,39 0,31 0,41 0,34 0,63 7
PR24 0,33 0,45 0,74 0,66 0,53 2
PR25 n. d. 0,45 1,00 0,36 n d. 2

Cuadro 38: Analisis cuantitativo de los polipéptidos que presentan variaciones
entre las plantas sometidas a deficiencia de Fe (-Fe), tras la adicién de 45 uM Fe (-Fe +
24,48 y 96) y las cultivadas en presencia de Fe (+Fe). I. integrada= Intensidad x area.
Los valores son la media de dos geles diferentes del mismo aislamiento.

El analisis de los geles mostré tanto diferencias que ya han sido descritas al
estudiar los geles de puntas control y deficientes, como variaciones de expresion
que no se habian visto anteriormente (Figura 69).



-Fe (+ 24) -Fe (+ 48) -Fe (+ 96)

Zonal

Zona 4

Figura 69: Detalle de zonas del gel con polipéptidos cuya intensidad varia tras la
adicién de Fe. La localizacion de las zonas se encuentra en los geles de puntas de raiz
mostrados en la Figura 66.
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Resultados

-Fe (+ 24) -Fe (+ 48) -Fe {+ 96)

Zona 6

\RZS

Zona7

Zona 8

Figura 69 cont.: Detalle de zonas del gel con polipéptidos cuya intensidad varia
tras la adicion de Fe. La localizacién de las zonas se encuentra en los geles de puntas de
raiz mostrados en la Figura 66.
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-Fe (+ 24) -Fe (+ 48) -Fe (+ 9¢)

PR12

Zona9

.Zonaiﬂ

Zona 11

PR10

Zona 12

Figura 69 cont.: Detalle de zonas del gel con polipéptidos cuya intensidad varia
tras la adicién de Fe. La localizacién de las zonas se encuentra en los geles de puntas de
rafz mostrados en la Figura 66.
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Kesultados

Existen cuatro comportamientos distintos de los polipéptidos.

1) Mantenimiento o ligero aumento de la intensidad con el tiempo. La
intensidad se mantuvo al mismo nivel que en las plantas deficientes o incluso
aumenté ligeramente tras afadir Fe. Los polipéptidos que muestran este
comportamiento (puntos PR1, PR2, PR3, PR4, PR5, PR6 y PR19) se habian visto
inducidos en deficiencia de Fe como se ha mostrado en el apartado anterior.

2) Cambio progresivo de las intensidades desde niveles propios de las puntas
deficientes hasta niveles mds cercanos a los de puntas de raiz control. Este
comportamiento lo presentaron polipéptidos cuya intensidad aumenté con la
deficiencia (punto PR7) o disminuy6 con la deficiencia de Fe (puntos PR8, PR17, y
PR24).

3) Fuerte aumento de la intensidad a las 24 6 48 horas y luego disminucién
hasta los niveles de las puntas de raiz control. Asi, en un primer momento se
produjo un fuerte aumento de la intensidad tras 24 h (puntos PR11y PR14) 0 48 h
(punto PR16), para alcanzar progresivamente los mismos valores que en las raices

control.

4) Algunos polipéptidos que no variaron sus intensidades con la deficiencia de
Fe frente a los controles (y que por tanto no aparecen en la comparacién del
Cuadro 36) muestran cambios cuando se produce un aporte de Fe tras un periodo
en deficiencia, para volver posteriormente a los niveles normales. En general, estos
puntos muestran un aumento de la intensidad entre 24-48 h del aporte de Fe para
recuperar los niveles iniciales a las 96 h (puntos PR12, PR15, PR16, PR18, PR21y
PR25).

4.2.1.4.- Identificacién de polipéptidos
4.2.1.4.a.- Secuenciacion del amino terminal

Como ya se ha comentado en el apartado correspondiente de Materiales y
Métodos, se transfirieron los polipéptidos a una membrana de PVDF (Immobilon-
P Millipore). Se trata de una membrana microporosa de fluoruro de polivinilideno
cuya estructura estd modificada para aumentar la unién de las proteinas. Esta
membrana esta disefiada para la secuenciacion directa de proteinas, tras la
transferencia de las mismas a partir de un gel de acrilamida.

179



La secuenciacion del extremo amino terminal se ha realizado sobre el punto
PR6. Larazon de escoger este punto es que aparecia en condiciones de deficiencia
de Fe y presentaba los niveles de variacién mas altos de todos los polipéptidos
analizados. Se obtuvo una secuencia de 20 aminodcidos a partir del extremo amino
terminal. La secuencia obtenida se muestra en el Cuadro 39.

Ala-Val-Arg-Glu-Leu-Glu-Gly-Tyr-Val-Thr-Lys-Ala-Gln-Asn-Thr-(Asp)-Val-Ala-X-Val
1 10 20

Cuadro 39: Secuencia correspondiente al extremo amino terminal del
polipéptido PR6. El aminodcido X no pudo ser identificado. La asignacién del
aminoacido entre paréntesis es dudosa.

Se realizé la bisqueda de homologias en el programa Swiss Prot sin obtener
una identificacién del polipéptido a través de su amino terminal. Se encontraren
homologias de un 45-80% con secuencias obtenidas de la traduccién de genes. Las
homologias encontradas se muestran en el Cuadro 40. Cabe destacar que una de
las proteinas con la que muestra homologia (aunque con la zona cercana al
extremo carboxilo terminal) es la ACC sintasa (aminociclopropano carboxilato
sintasa) que estd directamente implicada en la sintesis de etileno. Se ha propuesto
la necesidad del etileno para la actividad de reduccién de Fe (Romera y Alcantara,
1983; 1994; Romera et al., 1996a y b).

-AVRELEGYVTEKAQNTDVAXV-
Polideoxaribonucleotido 86 -AIEELTGYITDGKKDDVEVL- 105 (70%)
sintasa (ATP)
B-Glucosidasa® 533 -AQREFDAAVERARDSDVAVV- 552 (80%)
ACC sintasa® 420 -AVRRLKSFVTELRSTTTSNH- 439 (70%)
Isocorismato sintasa® 3 -MKREVVGYTTMSEHLIDTQL- 22 (45%)

Inhibidor metal-proteinasa 59 -AMESLCGYVHKSQNRREEFL- 78 (60%)
(fragmento)®

Cuadro 40: Los aminodcidos en negrita indican identidad y los aminoacidos en
cursiva homologia. Entre paréntesis se indica la homologia con la secuencia obtenida
del polipéptido PR6. ('Armstrong et al., 1988; *Gaisser et al., 1999; *Nakagawa ef al.,
1991, *Wyckoff et al., 1997; *Iredale et al., 1996).
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Kesultados

4.2.1.4.b.- Inmunoidentificacion de los polipéptidos

Se utilizaron distintos anticuerpos para identificar algunos polipéptidos
presentes en las puntas de raiz. Los anticuerpos utilizados fueron contra formiato
deshidrogenasa (FDH), fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPC), oxidasa alternativa
(AOX) y ATPasa. Se lograron resultados posifives en el caso de FDH, PEPC y
ATPasa. En el caso de 1la AOX no se logrd ninguna identificacion.

La formiato deshidrogenasa resulté ser el punto PR2, polipéptido cuya
intensidad se incrementé con la deficiencia de Fe (Figura 67). Presenté un peso
molecular similar (42,7 kDa) al que presenta en patata, 43 kDa (Colas des Francs-
Small et al., 1993) y tomate, unos 40 kDa, (Herbik et al., 1996). Una vesz
identificado el polipéptido, se comprobé si existia un aumento de la actividad del
enzima al mismo tiempo que un aumento en la intensidad de la proteina. Para ello,
se realizaron geles de una dimensiéon en condiciones no desnaturalizantes de
extractos de raices (Figura 70). Se observo una actividad muy alta en los extractos
de raices con deficiencia de Fe. También se puede observar en la Figura 70 que el
peso molecular al que aparece la actividad es significativamente mas bajo que el
correspondiente a la FDH usada como control. Debido a esta discrepancia y para
confirmar que la actividad encontrada era debida a FDH se usaron anticuerpos con
los que se comprobd que la banda encontrada era efectivamente este enzima.

La fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPC) resulté ser el punto PR3,
polipéptido que incrementd su expresion en deficiencia de Fe (Figura 71). El peso
molecular del polipéptidoe identificado resulté ser algo mads bajo, 54,6 kDa, que el
descrito para el enzima (unos 110 kDa), aunque hay que sefialar que no existen
datos de peso molecular aparente del enzima para geles de dos dimensiones.
Ademas, el anticuerpo utilizado era especifico al lugar de fosforilacién del enzima.

El polipéptido identificado como ATPasa no variaba su intensidad en
respuesta a la deficiencia de Fe (Figura 71).
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Control FDH +Fe -Fe

Figura 70: Medida de la actividad FDH de puntas de raiz de plantas control (+Fe)
y deficientes en Fe (-Fe) en un gel monodimensional no desnaturalizante.
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Figura 71: Gel bidimensional de puntas de raiz deficientes en Fe. Se sefialan los
polipéptidos identificados mediante el uso de anticuerpos.
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Kesultados

Las caracteristicas de los tres polipéptidos identificados aparecen en el
Cuadro 41.

pl My  -Fe/+Fe
FDH (PR2) 5,7 427 4,9
PEPC (PR3) 5,4 54,6 6,1
ATPasa 5,8 61,6 1,1

H

Cuadro 41: Punto isoeléctrico y peso molecular de las proteinas identificadas en
los geles bidimensionales de puntas de raiz de remolacha control (+Fe) y deficiente (-
Fe) en Fe.

4.2.2.- Membrana plasmitica: geles bidimensionales

Se realizaron geles de dos dimensiones de proteinas extractadas de la
membrana plasmatica de hojas de remolacha. Al igual que para la caracterizacién
de la reductasa férrica en hojas, la membrana plasmatica se aislé de hojas control
con una concentracion de clorofila de 250 umol.m™ (+Fe), hojas deficientes con una
concentracién de clorofila entre 70-85 pmol.m™ (-Fe) y hojas con deficiencia severa
con una concentracién de clorofila menor de 40 pmol.m™ (-Fe*). Al igual que para
puntas de raiz, el andlisis de los geles se realiz0 mediante el sistema Biocimage
{Genomic Solutions).

Los geles que se obtuvieron de membrana plasmatica para las hojas control
y deficientes en Fe (tanto con deficiencia como con deficiencia severa) mostraron
patrones polipeptidicos con pequeiias diferencias (Figura 72). El ntimero total de
polipéptidos analizados fue entre 125 y 175. En este caso, al igual que para los
geles de puntas de raiz, la Figura 72 muestra composiciones en las que se pueden
ver los perfiles tipo de las tres membranas, utilizando en cada caso tres geles.

Los analisis numéricos que se han realizado de los puntos se han hecho
sobre geles individuales. El analisis de los geles obtenidos permitié encontrar
polipéptidos cuya intensidad variaba a causa de la deficiencia de Fe. Se
encontraron 6 polipéptidos que aparecian con la deficiencia de Fe y otros 7
polipéptidos que presentaban cambios significativos (aumentos o descensos) en su
nivel de expresién (Cuadro 42). En la Figura 73 se muestran en detalle las zonas
donde se encuentran los polipéptidos cuya intensidad varia por la deficiencia de Fe.
Se han separado cuatro zonas en las que se observan las mayores diferencias,
localizadas entre 30,0 y 40,0 kDa. Todos los polipéptidos que aparecen nuevos en
deficiencia de Fe (MP3b, MP3¢c, MP3f, MP3g, MP3h v MP31) asi como 3 de los
polipéptidos que aumentan su expresién por la misma (MP3a, MP3d y MP3e) se
encuentran localizadoes en la denominada zona 3 (Figura 74). Los dos polipéptidos
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que disminuyen su intensidad con la deficiencia de Fe (MP4 y MP5) lo hacen sélo en

una pequefa proporcién.

Se ha podido observar que la mayoria de los puntos que varian entre

controles y deficiencia moderada, presentan en deficiencia severa una intensidad

intermedia. Hubo tres excepciones, que fueron MP3b que aumenté su intensidad

mds adn en las muestras mas deficientes, y MP3a y MP5 que presentaron una

intensidad menor en las muestras muy deficientes.

Polipéptidos que aparecen con la deficiencia de Fe

pl Mg (kDa) L integrada 1. integrada -Fe/+Fe I integrada
+Fe -Fe -Fe*
MP3b 5,54+0,1 37,56+0,2 n. d. 0,64 £ 0,16 > 1000 0,97
MP3c¢ 5,6+0,1 38,8+0,2 n. d. 0,28 + 0,04 > 1000 0,14
MP3f 55+0,1 36,2+0,1 n.d. 1,01 0,08 > 1000 0,21
MP3g 5,6+0,1 36,0+0,1 n, d. 0,63 £ 0,09 > 1000 0,17
MP3h 56+0,1 36,3+0,1 n. d. 1,39 £ 0,30 > 1000 0,48
MP3i 5,7+0,1 38,1+0,3 n.d. 0,26 + 0,05 > 1000 0,19
Polipéptidos que aumentan su expresion con la deficiencia de Fe
pl Mg (kDa) L integrada I integrada -Fe/+Fe I.integrada
+Fe -Fe -Fe*
MP1 49+0 0,41+0,04 284+ 0,50 6,9 1,74
MP2 54+0 0,13 £ 0,01 1,68 + 0,22 13,3 0,49
MP3a 55+0 0,54+0,20 1,03+0,16 1,9 0,29
MP3d 5,7 +0 0,34 +0,01 1,54 +0,25 4,6 0,66
MP3e 5,8%0 0,11+0,01 1,02 £ 0,17 9,7 0,48
Polipéptidos que disminuyen su expresién con la deficiencia de Fe
pl Mg (kDa) L integrada I integrada -Fe/+Fe I integrada
+Fe -Fe -Fe*
MP4 49+0,1 33,9+ 0,19+0,03 0,13%+0,01 0,7 n. d.
MP5 5640,1 35,1+ 0,46 £ 0,09 0,31 + 0,08 0,7 0,27

b

Cuadro 42: Anilisis cuantitativo de los polipéptidos que presentan mayores
variaciones en la membrana plasmatica de las hojas de plantas sometidas a deficiencia
(-Fe y -Fe*) y cultivadas en presencia de Fe (+Fe). Se han utilizado 6 geles en el
tratamiento de deficiencia moderada y controles, vy 2 geles en el tratamiento de
deficiencia severa. Cada gel corresponde a un aislamiento y extraccién de membrana
plasmaética distinto. (n. d. = no detectada). L. integrada= Intensidad x drea. Se considera
que la minima diferencia significativa para el pl fue de 0,1.
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Figura 72: Composiciones de geles de dos dimensiones de membrana plasmética
de hoja de plantas control (+Fe) y con deficiencia (-Fe) y deficiencia severa (-Fe*) de Fe.
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+Fe -Fe -Fe*

Zonal

MP2

. ¢ /
MP3d MP3e

Zona 4

Figura 73: Detalle de las zonas que muestran
en condiciones de deficiencia de Fe para la me
localizacion de las zonas se encue

los polipéptidos cuya expresién varia
mbrana plasmitica de las hojas. La
ntra en el gel deficiente en Fe mostrado en la Figura 72.
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Resultados

pl M, (kDa) -Fe/+Fe
Punto 1 PR 48+0,1 339+0.2 1,0
MP 48+0,1 326102 1,0
Punto 2 PR 48+0,1 356%0,1 1,2
MP 49+0,1 34,4+02 0,7
Punto 3 PR 49+0,1 40,8+ 0,3 2,0
MP 50+0,1 40,1+04 0,7
Punto 5 PR 49+0,1 59,410,1 0,6
MP 47+0,1 60,56+0,1 0,5
Punto 6 PR 49+0,1 60,8+0,1 0,7
MP 46+0,1 61,7+0,3 0,8
Punto 7 PR 5,1£0,1 63,8%0,1 1,0
MP 49+0,1 66,1+03 0,6
Punto 8 PR 51+0,1 62,0+02 1,6
MP 49+0,1 64,003 0,4
Punto 9 PR 53+0,1 60,010 > 1000
MP 52+0,1 61,0x04 1,4
Punto 10 PR (PEPC) 54+0,1 546103 6,1
MP 53+0,1 557+04 1,5
Punto 11 PR 5,1+0,1 30,56%0,1 1,1
MP 51+0,1 29,1+0,1 0,9
Punto 12 PR 52+0,1 30,6%0,1 1,6
MP 52+0,1 292+0,1 2,2
Punto 13 PR(PR4) 53+0,1 423104 6,2
MP 53+0,1 43805 1,1
Punto 14 PR 52+0,1 394+0,1 1,2
MP 51+0,1 394104 1,4
Punto 15 PR 51+0,1 39,0+0,1 1,8
MP 50+0,1 39,7103 1,1
Punto 16 PR 5,1£0,1 468+0,1 1,0
MP 5,0+0,1  50,0%0,1 1,4
Punto 17 PR 52%+0,1 46,1102 1,4
MP 52+0,1 478%0,7 1,6
Punto 18 PR 5,0+0,1 58,9%0,1 1,2
MP 48+01 605+03 < 1000
Punto 19 RP 53+0,1 525104 0,6
MP 53+0,1 534106 14
Punto 20 PR 4,7+0,1 247%0,1 1,3
MP 46+0,1 226 10,2 0,6

Cuadro 43: Analisis cuantitativo de los polipéptidos comunes entre los geles de
puntas de raiz y de membrana plasmatica de plantas control (+Fe) y deficientes en Fe
(-Fe). Se considera que la minima diferencia significativa para el pl fue de 0,1.
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4.2.3.- Identificacién de polipéptidos comunes de puntas y membran g
plasmatica

Se analizaron conjuntamente los geles de puntas de raiz y membrang
plasmitica para encontrar polipéptidos que pudiesen resultar comunes., Se
consideré que era posible la comparacién con la membrana plasmatica de hoja. En
la Figura 73 se muestra un gel composicién de dos dimensiones de puntas de rajz
deficientes en el que se han sefialado 20 polipéptidos que aparecen al mismo pl y
Mg tanto en geles de puntas de raiz como de membrana plasmatica. Lag
caracteristicas de estos polipéptidos en cuanto a pl y Mg se muestran en el Cuadro
43. La mayoria de los polipéptidos potencialmente comunes a ambos materiales ng
presentan diferencias de intensidad entre las condiciones control y de deficiencia.

Cabe destacar que se han encontrade dos polipéptidos en membrana
plasmatica que coinciden en caracteristicas de peso molecular y punto 1soeléctrico
con polipéptidos que inducen su expresién en puntas de raiz en condiciones de
deficiencia de Fe. Uno de ellos presenta la misma movilidad electroforética del
polipéptido identificado como PEPC, y en el caso de membrana plasmatica no
muestra induccién significativa de la expresién. El otro polipéptido corresponde a
PR4 de puntas de raiz, que en el caso de la membrana plasmdtica tampoco
presenta induccién de su expresion.
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Figura 74: Composicién de geles bidimensionales de proteinas de puntas de
raiz de plantas en deficiencia de Fe. Los polipéptidos comunes entre membrana
plasmatica y puntas de raiz se presentan rodeados por un circulo.
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Resultados

4.2.4.- Mitocondrias
4.2.4.1.- Mitocondrias de hojas

: Las hojas se separaron en tres grupos, €n funcién de su contenido en
.' dorofila (250 pmol.m? (+Fe), 75 pmol.m? (-Fe) y por debajo de 40 pmol.m™ (-Fe*).
:"_: Ge partié de la misma cantidad de material fresco para todas las muestras. La
g relacion de material mitocondrial obtenido para cada muestra varié como sigue -

' Fe*>-Fe>+Fe.

Se realizaron electroforesis de dos dimensiones, separando las proteinas
solubles de las de membrana. Los patrones polipéptidicos de la fraccién soluble
obtenidos correspondieron a patrones tipicos de mitocondria, pudiéndose identificar
las proteinas mas representativas (Colas des Francs-Small et al., 1992). Las
proteinas identificadas visualmente fueron las subunidades P, L, T y H del
complejo de la glicina descarboxilasa, la malato deshidrogenasa, la serina
hidroximetil transferasa, la rubisco, una ATPasa y la formiato deshidrogenasa. Los
geles correspondientes a estas extracciones se muestran en la Figura 75.

El analisis de los geles mostré diferencias para las proteinas identificadas
(Cuadro 44). El comportamiento general es una disminucion de la intensidad de los
polipéptidos en condiciones de deficiencia de Fe.

I integrada L integrada I integrada

+Fe -Fe -Fe*
(ilicina decarboxilasa
Subunidad P 2,38 0,67 1,35
Subunidad T 1,96 0,12 0,07
Subunidad . 1,74 0,06 0,56
Subunidad H 3,01 0,20 1,47
Malato deshidrogenasa 1,32 0,33 1,01
Serina hidroxi metil transferasa 1,62 0,47 0,96
Rubisco
Subunidad grande 2,27 0,47 1,79
Subunidad pequefia 1,81 0,15 1,97
Subunidad pequefia (isoforma) 0,06 n. d. 0,06
ATPasa
Subunidado. 0,81 0,09 0,13
Subunidadp 0,17 0,29 0,15
Formiato deshidrogenasa 0,23 0,08 0,23

Cuadro 44: Diferencias en la intensidad de los polipéptidos identificados en
mitocondrias de hojas con distinta concentracion de clorofila. I. integrada= intensidad x
area.
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+Fe

Figura 75: Patrones polipeptidicos en dos dimensiones de mitocondrias aisladas
de hoja control (+Fe), con clorosis media (-Fe) y clorosis severa (-Fe*). Complejo glicina
descarboxilasa, 1 = subunidad P, 2 = subunidad T, 3 = subunidad L, 4 = subunidad H;
9 = malato deshidrogenasa (MDH); 6 = serina hidroximetil transferasa; Rubisco, 7 =
subunidad grande, 8 = subunidad pequena, 9 = isoforma de la subunidad pequena;
ATPasa, 10 = subunidad «, 11 = subunidad f3; 12 = formiato deshidrogenasa (FDH).
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Resultados

4.2.4.2.- Mitocondrias de raices

Se realizé el aislamiento en raices de plantas en condiciones control y de
deficiencia de Fe. Los primeros aislamientos se hicieron siguiendo el mismo
protocolo que para las hojas y sélo cambiando la composicién del gradiente de
Percoll. Con este protocolo no se obtuvieron buenos resultados, ya que los geles de
dos dimensiones obtenidos no mostraron patrones polipeptidicos tipicos de

- mitocondria ni para las raices deficientes ni para las control. La mayor diferencia

respecto al perfil mitocondrial descrito en la bibliografia (Colas des Francs-Small et
al., 1992) se encontraba en las proteinas solubles. Esto hacia pensar en una
posible rotura de las mitocondrias durante el aislamiento, con la consiguiente
pérdida de las proteinas solubles. Se vari6, pues, el protocolo de aislamiento para
que no resultase tan agresivo (ver Material y Métodos 3.5.2). No se consigui6 el
resultado esperado, ya que ninguno de los geles presenté un perfil polipeptidico
mitocondrial. El problema podia ser debido a que las raices de remolacha son
bastante fragiles, con un alto contenido en agua (80%), y formadas bdsicamente
por tejido vascular. Por tanto, el aislamiento de cualquier tipo de orgdnulo de raiz no
resulta facil. Por ejemplo, en el caso de Arabidopsis thaliana, cuyo sistema
radicular se puede considerar morfoldgicamente andlogo al de remolacha, séle se ha
conseguido el aislamiento de mitocondrias a partir de cultivos celulares (de Virville
et al., 1995).

A continuacién se traté de aislar las mitocondrias de la raiz de reserva de
remolacha. Se realizé el aislamiento, obteniéndose mayor cantidad de mitocondrias
para la raiz deficiente en Fe que para los controles. Se separaron las proteinas
solubles de las de la membrana siguiendo el mismo método que con las
mitocondrias aisladas de hojas. El rendimiento obtenido fue mayor para las raices
deficientes en Fe que para las controles.

Se obtuvieron patrones polipeptidicos de la fraccion soluble en geles de dos
dimensiones tipicos de mitocondria (Figura 76). Los geles obtenidos mostraron
patrones polipeptidicos tipicos de mitocondria, aunque comparados con los de hoja
ambos muestran puntos caracteristicos de cada tipo de tejido. Asi, no se pueden
ver las cuatro subunidades de la glicina descarboxilasa (involucrada en la
fotorrespiracién; puntos 1, 2, 3 y 4) ni la Rubisco (puntos 7, 8 y 9) ni la serina
hidroximetil transferasa (punto 6). Las variaciones encontradas entre los geles de
raices control y deficientes no fueron significativas.
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Figura 76: Patrones polipeptidicos en geles de dos dimensiones de mitocondrias
aisladas de raices en condiciones control (+Fe) y con deficiencia (-Fe) de Fe. 5 = malato

deshidrogenasa (MDH); ATPasa, 10 = subunidad a, 11 = subunidad #; 12 = formiato
deshidrogenasa (FDH).
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4.3.- Respuestas de frutales ante la deficiencia de Fe

En esta parte del trabajo se ha intentado aplicar los conocimientos
adquiridos utilizando remolacha como planta de referencia, para obtener
informacién sobre los mecanismos que utilizan los frutales para hacer frente a la
deficiencia de hierro. En esta linea se han utilizado cultivos en hidropénico del
patrén de melocotonero “Ademir”, y se han estudiado dos de las respuestas
caracteristicas de las raices ala deficiencia de Fe, como son la reduccién de Fe y la
variacién de pH de la rizosfera.

4.3.1.- Adaptacién al cultivo hidroponico

El patrén “Ademir” provenia de estaquillas enraizadas en la propia Estacién
Experimental de Aula Dei. La adaptacién al cultivo hidropénico comenzo tras
permanecer las estaquillas 4 meses y medio enraizando en turba. En el momento
del transplante las plantas presentaban el aspecto que se muestra en la Figura 78,
y tanto la parte aérea como el sistema radicular estaban poco desarrollados. Las
plantas se cultivaron con concentraciones de 1 (plantas deficientes) y 30 uM de Fe
(plantas control) en la solucion nutritiva. Estas condiciones se decidieron en
estudios preliminares realizados con distintos patrones de frutales, en los que se
habia visto que es necesaria una pequena cantidad de Fe en el medio para expresar
respuestas ante la deficiencia.

En estos estudios previos no se observo induccién de la actividad reductasa
en las plantas deficientes cultivadas en ausencia total de Fe o con bicarbonato,
respecto a las plantas control. Los valores de actividad obtenidos fueron del mismo
orden para ambas condiciones. Ademas se observé que, a pesar de lavar bien las
raices de las plantas antes de las medidas, y posiblemente debido a la presencia del
bicarbonato, los valores de pH finales de los medios de reaccién de las plantas
deficientes eran ligeramente mas altos que los medios de plantas control, con una
diferencia maxima de media unidad de pH. Asi, para la realizacién del trabajo
posterior, se elimingd el bicarbonato y se mantuvo una concentracién pequeila de Fe
en la solucién de las plantas consideradas deficientes.

Una semana después del inicio del tratamiento aparecieron sintomas claros
de deficiencia en las plantas con 1 uM de Fe y ligeros sintomas en las plantas con
30 UM de Fe. Para estas iiltimas, los sintomas remitian con un aporte (1 vez a la
semana) de 30 uM de Fe. Los sintomas se caracterizaban por una disminucién del
color verde de las hojas. El crecimiento de las plantas fue bastante rapido y similar
para ambos tratamientos. El sistema radicular presentaba una regeneracién
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constante, con un alto porcentaje de raices lignificadas. En la Figura 77 se muestra
la evolucién del crecimiento de las raices de las plantas sometidas a los dos
tratamientos. En la Figura 79 se observan plantas crecidas en ambos
tratamientos y la diferencia en el desarrollo de los sintomas visuales de clorosis
férrica. Se considerd que las plantas obtenidas en estas condiciones eran
adecuadas para los estudios de los mecanismos de respuesta de los frutales que se
querian realizar.
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Figura 77: Evolucién del crecimiento de las raices de plantas de la variedad
“Ademir” en ambos tratamientos con el tiempo. La variable utilizada para determinar
el crecimiento fue el volumen de las raices.
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Figura 78: Estaquillas de la variedad “Ademir” (a) en el momento del
transplante al cultivo hidropénico y (b) detalle del sistema radicular de las mismas

plantas.
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Figura 79: (a) Plantas de la variedad “Ademir” en cultivo hidropénico. (b)
Plantas después de 30 dias en tratamiento con 30 pM Fe (izquierda) y 1 pM Fe
(derecha).
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4.3.2.- Reduceion de Fe
4.3.2.1.- Reduccion en planta entera in vivo

En primer lugar, se estudié el comportamiento de la reductasa férrica en
frutales sometidos a deficiencia de Fe. La reductasa se determiné mediante la
formacién del complejo Fe(ID-BPDS (Bienfait et of., 1983) y a pH 5,0, condiciones
utilizadas por otros autores (Romera et al., 1991). Previamente, se determind la
variacién de la absorbancia a lo largo del tiempo, para optimizar el tiempo al que
realizar la medida. Tal como se muestra en la Figura 80, la variacién de la
absorbancia a 535 nm fue lineal por lo menos hasta 5 h después del comienzo del
ensayo.
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Figura 80: Variacién de la absorbancia a 535 nm (complejo Fe(ID-BPDS) con el
tiempo.

Las medidas de reduccién se realizaron en las mismas plantas a lo largo de
todo el tiempo del experimento. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura
81. A aproximadamente 13 dias del inicio del tratamiento y después del primer
aporte semanal de Fe se observé una induccién de la actividad tanto en las plantas
control como deficientes, con aumentos de 3 veces para las plantas con 30 yM Fe y

de unas 4 veces para las plantas con 1 pM Fe respecto a sus valores previos.
Posteriormente la actividad reductasa descendié a los valores encontrados al inicio
del tratamiento (0,5-1,5 nmol Fe reducido.g' PF raiz.min") sin que los posteriores
aportes semanales de Fe produjeran induccién. Los valores de actividad reductasa

197



férrica de las plantas con 30 UM son siempre aproximadamente dos veces los
valores de las plantas con 1 uM Fe.

Se aumento la concentracién de Fe en las plantas consideradas control, para
comprobar que las medidas de actividad obtenidas no se debian a un estado de
deficiencia. También se disminuyé la concentracién de Fe en las plantas
deficientes, por si ésta era excesiva para producir la induccién. Tal como se
observa en la Figura 81, ni el aumento de la concentracién de Fe en las plantas
control ni su disminucién en las deficientes supuso variacién alguna en la actividad
reductasa férrica.
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Figura 81: Variacién de la actividad reductasa in vivo de la variedad “Ademir”
durante el tiempo de tratamiento para plantas cultivadas con 30 uM de Fe, condiciones
control (+Fe, linea continua) y con 1 pM de Fe, deficientes (-Fe, linea discontinua). Se
realiz6 aporte de Fe cada 7 dias. A partir de los 28 dias se aumenté la concentracién de
Fe en las plantas control a 50 uM. A partir de los 32 dias se redujo la cantidad de Fe de
las plantas deficientes a 50 nM.

4.3.2.2.- Reduccién en puntas de raiz

Durante el crecimiento de las variedades en cultivo hidropénico se observé
que ¢l sistema radicular se regeneraba constantemente, presentando una alta
proporcién de raices lignificadas y por lo tanto posiblemente no activas. Como las
medidas se realizan en funcién del peso fresco de raiz, el valor de las actividades
obtenidas puede no mostrar la induccién de la reductasa de las raices debido a un
efecto de dilucién, y por lo tanto no resultar representativo del comportamiento de
la planta. Por otro lado, la reductasa férrica se encuentra localizada en la zona de
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las puntas de la raiz (Moog y Briiggemann, 1994). Teniendo en cuenta estas dos
observaciones, se plante6é medir la reductasa férrica en las puntas de raiz. Las
medidas se realizaron de forma paralela a las medidas de reduccién in vivo. En el
Cuadro 45 se muestra la variacién de los valores de actividad reductasa obtenidos

a lo largo del tiempo de experimento.

Dias en tratamiento +Fe (30 pyM) -Fe (1 pM) -Fe/+Fe
7 30+ 13 58 11 1,9
9 57+1 31+11 0,5
10 46 + 19 43+ 16 0,9
20 185 + 19 122 + 28 0,7
22 a 19+3 325 + 45 17,1
22b 295 + 88 521 + 92 1,8
24 185 + 62 303 %78 1,6
27 203 1 75+ 10 0,4
56 18+ 2 23+ 2 1.3

H

Cuadbro 45: Variacién de la actividad reductasa férrica medida en puntas de raiz
de la variedad “Ademir” durante el tiempo de tratamiento. La actividad se expresa como
amol Fe reducido.(PF raiz)'.min".

Se observé que existia una gran variabilidad en las medidas obtenidas, lo que
se confirmé al repetir 1las medidas un mismo dia (dia 22} y obtener valores que
diferian del orden de 16 veces para el mismo tipo de muestra. Tal como se puede
observar comparando los datos de la Figura 81 y el Cuadro 44, no se observa una
correspondencia entre los valores de reductasa obtenidos midiendo con plantas
enteras y los hallados con puntas de raiz.

4.3.2.3.- Localizacion de la reduceion

Los resultados de localizacién de la reduccién en medio sélido mostraron la
misma tendencia que los resultados de reduccion in vivo. Se encontré reduecién
localizada en las puntas de raiz para las raices crecidas en 1 pM de Fe. Sin

embargo, esta técnica presenta el mismo problema de representatividad de
muestras comentado en el apartado anterior.

4.3.3.- Acidificacién del medio
4.3.3.1.- Variacion del pH de la solucién nutritiva

Ademss de la induceién de la reductasa férrica de las raices, otra de las
respuestas caracteristicas de las plantas sometidas a deficiencia de Fe es el
aumento de la excrecion de protones en las raices para disminuir el pH de la
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rizosfera y facilitar asi la solubilidad del Fe. En el caso de cultivos hidropénicos,
esta respuesta se puede medir por la disminucion del pH de la solucién nutritiva.
En nuestro caso, la ausencia de bicarbonato en la solucion nutritiva de las plantas
deficientes (1 UM Fe) permitié tomar medidas de estas plantas, mientras que para
las plantas control (30 uM) se ajustaba la solucién nutritiva a pH 5,6 de forma
periddica, lo que no permitia tomar medidas de pH. La variacion del pH en la
solucién nutritiva con 1 uM se muestra en la Figura 82. Kl pH de la solucién
nutritiva aumentaba rdpidamente hasta valores entre 8,0-9,0, sin casi variacién a
lo largo del tratamiento. Hay que tener en cuenta el efecto de dilucién en los valores
de pH, debidos al hecho de estar 4 plantas (con un sistema radicular no demasiado
grande) en un volumen de 20 L. Teniendo en cuenta esto se puede sefalar la
disminucién de casi una unidad de pH que se produce en el segunde cambio de
solucién (tras 28 dias del inicio del tratamiento).

pH solucién nutritiva
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Figura 82: Variacién del pH en la solucién nutritiva por plantas de la variedad
“Ademir” con 1 pM Fe(III)-EDTA y sin bicarbonato (4 plantas/20 L). Las flechas indican
los cambios de solucién nutritiva.

Se ha descrito en frutales que existe una relacién entre el maximo de
actividad de la reductasa férrica y el minimo de pH de la solucién nutritiva,
coincidiendo ambos fenémenos en el tiempo (Romera et al., 1991). En el caso de la
variedad “Ademir” cultivada con 1 uM de Fe no se ha encontrado relacién entre
ambos parametros.
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4.3.3.2.- Localizacién de la disminucion del pH

Debido al efecto de dilucién en la solucién nutritiva (4 plantas/20 L), al igual
que ocurre con las medidas de actividad reductasa, es posible no detectar con
fiabilidad un aumento en la excrecion de los protones. Por ello se realizé una
localizacion de la disminucién de pH en puntas de raiz. La metodologia utilizada fue
la misma que para la localizacién de la reduccién cambiando el BPDS por un
indicador de pH: purpura de bromocresol. Este indicador da una coloracién pirpura
para pH > 6,8 y amarilla para pH < 5,2 (Romera et al., 1991). El pH de la soluciéon
nutritiva se ajusté a 6,0. El resultado obtenido para la variedad “Ademir” con 1 puM
de Fe(IID-EDTA en la solucién nutritiva fue una coloracién purpura (pH > 6,8)
alrededor de las raices, que indica un aumento de pH en esa zona.

4.3.4.- Analisis de macro y microelementos en hojas

Se analizd el contenido de macro y micronutrientes en las hojas de las
plantas con las que se realizaron las medidas, como dato complementario a la
caracterizacién de la deficiencia de Fe en frutales.

Se separaron tres grupos distintos de hojas, segin el tratamiento de las
plantas y el contenido en clorofila de las hojas: hojas de plantas cultivadas a 30 pM
Fe con un valor de SPAD de 46, hojas de plantas cultivadas a 1 pM Fe con un valor
de SPAD de 44 y hojas de plantas cultivadas a 1 pM Fe con un valor de SPAD de
15. Los resultados obtenidos se muestran en el Cuadro 46.

SPAD %P %K %Ca %Mg ppm Fe ppm Mn ppm Cu ppm Zn

46 0,42 238 093 042 145 188 20 34
44 015 1,92 125 0555 109 231 17 64
15 0,23 543 184 088 47 152 28 33

Cuadro 46: Contenido en macro y micronutrientes de hojas del patrén “Ademir”
cultivadas con 1 y 30 uM de Fe.

Para el patron “Ademir” se observaron variaciones significativas en las
concentraciones de macro y micronutrientes en las hojas, segin su concentracién
de clorofila. Se observé un aumento de la concentracion de Ca y Mg al disminuir la
concentracion de clorofila. La concentracién de Fe en la hoja disminuye con la
concentracién de clorofila en la misma. La concentracion de P, Ky Cu disminuye
en deficiencia moderada de Fe, pero con clorosis severa se produce un aumento de
sus concentraciones. Para el Mn y Zn se produjo el efecto contrario, su
concentraciéon aumenta en deficiencia y luego disminuye cuande la clorosis es
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severa. Estos valores estdan dentro del rango que se observa en hojas de
melocotonero en condiciones de campo (Belkhodja et al., 1998a).
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5.- DISCUSION

5.1.- Caracterizaciéon de la actividad FC-R de la membrana
plasmitica de hojas

La membrana plasmatica de hojas de remolacha controles y deficientes en
Fe presenta actividad FC-R. En remolacha, los valores de actividad obtenidos para
la membrana plasmdtica de hoja en funcién de la cantidad de proteina son maés
bajos que los de membrana plasmdtica de rafz, con una relacién raiz/hoja de 1,6 y
2.6 para las membranas control y deficiente respectivamente. Estos valores mas
bajos en hoja se encuentran no sélo para la reductasa férrica, sino también para la
actividad ATPasa de la membrana plasmatica, con valores de 286 y 337 nmol
P..(mg proteina)'.min’ para membranas de hoja frente a 375 y 443 nmol P.(mg
proteina)’ min' para membranas de raiz control y deficiente respectivamente
(Susin et al., 1996). La relacién raiz’hoja es de 1,3 tanto para las membranas
control como para las deficientes. Estos valores estdn en consonancia con los
mostrados por Asard y Bérzei (1998) que sefialan que, en general, la actividad de
los enzimas redox de la membrana plasmatica de las raices es mayor que la de la
membrana plasmatica de hoja, aunque con una distribucién similar de las distintas
actividades en cada tejido. Segin estos autores la relaciéon raizthoja para la
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mayoria de los enzimas es de aproximadamente 1,5, concluyendo que la membrana
plasmatica tanto de raiz como de hoja tiene los mismos enzimas redox aunque en

distinta proporcion.

Al igual que ocurre con la membrana plasmética de las raices, el enzima
reductasa férrica de las hojas reacciona preferentemente con NADH, con valores
de K de 161 y 157 uM para hojas control y deficientes en Fe respectivamente,
frente a 108 y 125 pM para las raices control y deficientes en Fe respectivamente
(Susin et al., 1996). En el caso de NADPH las actividades medidas para la
membrana plasmatica de hoja son muy bajas, 20 nmol Fe reducido.(mg proteina)
! min?, frente a 40 nmol Fe reducido. (mg proteina)’.min"’ para las raices.

También cuando se comparan los valores de las constantes cinéticas de las
hojas con los de la raiz para Fe(I11)-EDTA se obtiene un perfil similar. Los valores
de K son 103 y 122 pM para la membrana plasmadtica de hojas control y
deficientes en Fe respectivamente, frente a 220 y 220 uM para la membrana
plasmatica de raiz de plantas control y deficientes en Fe respectivamente. La
relacién de actividades maximas -Fe/+Fe es de 1,5 para las hojas y de 2,1 para las
raices. Todos estos datos cinéticos indican que el enzima FC-R de la membrana
plasmatica de las hojas es bioquimicamente similar al presente en la membrana
plasmatica de las raices.

5.2.- Efectos de la deficiencia de Fe sobre la actividad FC-R de
membrana plasmatica de hoja

Teniendo en cuenta trabajos previos presentes en la bibliografia, los datos de
reductasa férrica de membrana plasmatica de hojas de remolacha obtenidos en
este trabajo, constituyen la primera caracterizacién que se realiza de esta
actividad en condiciones de deficiencia de Fe. Los trabajos previos incluyen medidas
de reduccién en membrana plasmadtica aislada de hojas de Vigna unguiculata con
Fe(IlID-EDTA y Fe(IllD-citrato (Briggemann et al., 1993) y en microsomas
enriquecidos en membrana plasmatica de kiwi con Fe(IlI)-citrato y Fe(ITI)-malato
(Rombola et al., 1999). También existen estudios en membrana plasmatica de
hojas de espinaca con Fe(II)-EDTA, Fe(Ill)-citrato y Fe(III)-malato (Moog,
comunicacién personal). En todos estos trabajos las medidas se realizaron a partir
de plantas control, y en condiciones de anaerobiosis.

La deficiencia de Fe aumenta la actividad FC-R de membrana plasmatica de
hoja en funcién de la cantidad de proteina. Sin embargo, 1a relacién -Fe/+Fe para la
actividad FC-R de membrana plasmatica de hojas a una concentracién de Fe(III)-
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EDTA de 500 pM y pH de 6,8 es de 1,3, bastante mas baja que la obtenida en las
mismas condiciones para la membrana plasmatica de raiz de remolacha, 2,2
(Susin ef al., 1996). La relacién -Fe/+Fe para los valores de V,, tampoco mostré
inducciones importantes de la actividad FC-R en condiciones de deficiencia de Fe,
variando entre 1,3 (para KFeCN) y 1,5 (Fe(IID-EDTA y NADH). Las relaciones -
Fe/+Fe para los valores de K, en funcién de NADH, Fe(I1I)-EDTA y KFeCN son de
aproximadamente 1 para los tres casos, sugiriendo la intervencién del mismo
enzima tanto en las membranas aisladas de hojas control como deficientes en Fe.

Se ha propuesto que la actividad FC-R de la membrana plasmatica de hoja
esté regulada por el pH (Mengel, 1994). Esta regulacion haria que al aumentar el
pH del apoplasto por la deficiencia de Fe, el enzima FC-R se inactivara y el Fe se
acumulara en el apoplasto de 1as hojas deficientes (Mengel, 1994; Kosegarten et al.,
1998). En este trabajo los valores de actividad FC-R méxima se han encontrado en
el intervalo de pH entre 6,6y 7,0 (6,8-7,0,68y 6,5-7,0 para Fe(IID-EDTA, Fe(I1I)-
citrato y Fe(II])-malato respectivamente). Estos valores de pH son gimilares a los
encontrados para hojas control de Vigna unguiculate, 6,5-6,8 con Fe(11l)-citrato
(Briiggemann et al., 1993) y algo mas altos que los encontrados para microsomas
enriquecidos en membrana plasmatica de hojas de kiwi, 6,5 y 6,0-6,2 con Fe(II)-
citrato y Fe(I1[)-malato respectivamente (Rombola et al., 1999). El intervalo de pH
de actividad m4xima para membrana plasmatica de hoja de remolacha es superior
a los valores de pH encontrados en el apoplasto de hoja, 5,8-6,2 (Lépez-Millan et al.,
1997). Los datos presentados en este trabajo indican que cambios de pH en el
intervalo de 5,8 a 7,5 producirian un descenso menor del 30% en la actividad FC-R
con Fe(IID-citrato y Fe(Ill)-malato. Descensos de la actividad FC-R superiores al
50% s6lo se encontrarian fuera de ese intervalo de pH. Asi, los datos obtenidos
sobre la actividad FC-R caracterizada en la membrana plasmaitica de hoja de
remolacha no parecen apoyar que dicha actividad se pueda encontrar regulada por
cambios en el pH apoplastico.

5.3.- Fe(Ill)-citrato y Fe(Ill)-malato: sustratos de la actividad FC-R

Se caracterizé la actividad FC-R respecto a posibles sustratos fisiologicos
como Fe(IID)-malato y Fe(IIl)-citrato. La eleccién de estos dos complejos organicos
de Fe se debié a que ambos han sido considerados transportadores de Fe(Ill) en el
xilema, inicialmente el malato (Tiffin y Brown, 1962) y posteriormente el citrato
(Tiffin, 1966a; 1966b; 1970). Ademas, tanto citrato como malato se encuentran en
concentraciones de mM en el xilema y apoplasto de remolacha, y su concentracién
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aumenta fuertemente en condiciones de deficiencia de Fe (Lopez-Millan et al.,
1997).

Los resultados obtenidos muestran que los complejos Fe(lll)-citrato y
Fe(II1)>-malato son buenos sustratos para el enzima FC-R presente en la
membrana plasmatica de las hojas. Sin embargo, el enzima muestra distintas
afinidades para cada uno de los quelatos. El orden de afinidad es Fe(IID)-
malato>Fe(IID-EDTA>Fe(I1D)-citrato, con valores de K, de 66, 103 y 157 pM
(membranas control) y 73, 122 y 170 pM (para las membranas deficientes)
respectivamente. Estos valores son del mismo orden de magnitud que los sefalados
para la actividad FC-R de membrana plasmética de hojas control de Vigna
unguiculata (97-137 'y 173 pM para Fe(Ill)-citrato y Fe(lI)-EDTA
respectivamente; Briggemann et al., 1993) y para microsomas enriquecidos en
membrana plasmatica de hojas control de kiwi (96 y 399 uM para Fe(1lI)-malato y
Fe(I1D)-citrato respectivamente; Rombola et al., 1999). Este orden varia cuando se
establece en funcién de los valores de V., proporcionando el Fe(III)-EDTA el valor
mas alto, seguido del Fe(IID-citrato y el Fe(Ill)-malato. Sin embargo, los valores
obtenidos no difieren muche entre si, ya que el Fe(Ill)-citrato y el Fe(Ill)-malato
presentan un 89-75% en controles y un 81-82% en deficientes de la actividad
mixima con Fe(IID-EDTA. El enriquecimiento en actividad FC-R de las
membranas deficientes en Fe fue similar para todos los sustratos, con relaciones
V .. CFey VvV, (+Fe)de 1,5,14 y 1,7 para Fe(lID-EDTA, Fe(IIl)-citrato y Fe(1Il)-
malato respectivamente.

El comportamiento del enzima FC-R frente a los cambios en la relacién Fe :
anién organico fue diferente para citrato y malato. Asi, el maximo de actividad se
encontré para una relacién Fe : citrato de 1 : 5, descendiendo la actividad
fuertemente para relaciones superiores. Para una relacién de 1 : 150 el descenso de
actividad respecto a la actividad maxima fue del 74 y 81% para las membranas
control y deficientes en Fe respectivamente. Este comportamiento es distinto al
mostrado por Holden et al. (1991) con membrana plasmatica de raices de tomate,
ya que dichos autores indicaron que la actividad FC-R aumentaba al aumentar la
relacién Fe : citrato, alcanzando el maximo para una relacién 1 : 30. En cambio, en
nuestro caso y para el Fe : malato se encontré que la actividad FC-R aumentaba
hasta una relacién 1 : 15, a partir de la cual los valores ya no variaban mucho. En
ambos casos, tanto con citrato como con malato, el comportamiento de las
membranas control y deficientes en Fe fue similar.
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Las diferencias de comportamiento entre citrato y malato son muy
importantes, ya que uno de los efectos de la deficiencia de Fe es el aumento de la
concentracién de acidos organicos y en especial de citrato y malato (Lépez-Millan et
al., 1997). Los datos obtenidos sugieren que el complejo Fe(I1l)-malato podria tener
una importancia especial como sustrato del enzima FC-R de membrana
plasmatica de hoja. Sin embargo, desde un punto de vista quimico es més favorable
1a formacién en la savia del xilema del complejo Fe(Ill)-citrato que del Fe(l1l)-
malato, aunque variaciones en el pH o en las concentraciones de los dcidos y/o el Fe
podrian desplazar el equilibrio hacia la formacién del complejo con malato. En todo
caso, estos datos sugieren que, independientemente de como se transporte el Fe en
el xilema, la reduccién del Fe se podria producir preferentemente cuando éste se
encuentra como Fe(III)}-malato, especialmente en el caso de las hojas deficientes
en Fe, en las que la relacion Fe : citrato podria ser tan alta como para inhibir la
actividad FC-R.

Se abordé el estudio de la especiacién de los complejos de Fe(Ill)-citrato y
Fe(III)-malato en las condiciones de reaccién utilizadas, para intentar comprender
mejor el funcionamiento del enzima FC-R. Los datos de especiacién se compararon
con los datos de actividad FC-R, para tratar de dilucidar las especies que podrian
reaccionar preferentemente con el enzima. En el caso del complejo Fe(I11I)-malato
se encontré una unica especie mayoritaria, la especie neutra (FeOHMall’. Esta
especie seria compatible con el comportamiento de la actividad FC-R en funcidén de
la relacién Fe : malato. Sin embargo la dependencia de pH del enzima no se puede
explicar por la concentracion de [FeOHMall’, y es debida probablemente a la
dependencia de pH real del enzima. En el caso del Fe(IlD)-citrato los datos de
especiacién resultaron mas dificiles de interpretar. Se encontraron tres especies
mayoritarias para el complejo, [FeOHCit]”, [Fe,(OH),Cit,)* y [FeCit,]®. Los datos
de reduccién obtenidos apuntaron a las especies [FeOHCit]' y su dimero
[Fe,(OH),Cit,}? como posibles sustratos de la reaccién. La concentracién de estas
especies depende de la concentracién total del complejo, siendo [FeOHCit}!
mayoritaria a concentraciones bajas. Al contrario de lo indicado por Holden ef al.
(1991), nuestros datos sugieren que el descenso de la actividad FC-R a relaciones
altas de Fe : citrato se podria deber al aumento de la concentracién de la especie
[FeCit,]®. Otros dos factores que podrian provocar este efecto serian la
competicién, ya sea entre el citrato y el enzima FC-R por el Fe(Ill) y/o entre el
citrato v el BPDS por el Fe(Il) y la consiguiente reoxidacién del Fe(Il) a Fe(II)
(Holden et al., 1991). La competicién entre el citrato y la reductasa ya ha sido
tenida en cuenta en los cdlculos de la especiacién al considerar un valor constante
de pH+pe, que simula la existencia de un dador de ¢ no restringido. Respecto a la
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competencia citrato/BPDS, teniendo en cuenta los valores de las constantes de
estabilidad (10°9-10*° y 10%*® para Fe(II)-citrato y Fe(11)-BPDS respectivamente;
Schwab y Lindsay, 1989) es muy poco probable que el citrato pueda competir con
el BPDS por el Fe(ID.

La preferencia del enzima por malato podria deberse a una menor repulsion
electrostatica entre la membrana plasmatica y el complejo, ya que el posible
sustrato en el caso del Fe(Ill)-malato es una especie sin carga ([FeOHMall®)
mientras que tanto para el Fe(IlI)-citrato como para el Fe(IID-EDTA (Susin et al.,
1996) son especies con una carga negativa ([FeOHCit] 'y [FeEDTA]™).

5.4.- Modulacion de la actividad FC-R de la membrana plasmaitica
por otros factores

Para caracterizar mejor el funcionamiento del enzima FC-R de 1a membrana
plasmatica de las hojas se modificé el medio de reaccién hacia condiciones lo més
parecidas posible al entorno de la membrana plasmadtica. Asi, se realizaron
medidas tanto con un medio de reaccién similar al apoplasto como en anaerobiosis.
Los valores de actividad FC-R obtenidos en estas condiciones se compararon con
los obtenidos en el medio estandar.

Medio apoplastico

Ante la falta de datos de la composicién del apoplasto de hoja de remolacha,
tanto en condiciones control como de deficiencia de Fe, se disefié un medio con las
composiciones del apoplasto en distintas especies. Independientemente del
sustrato utilizado, las variaciones en la actividad FC-R debidas al uso de un medio
similar al apoplasto fueron semejantes para las preparaciones de hojas control y
deficientes en Fe. Sin embargo, la variacién de la actividad del enzima FC-R fue
distinta segiin el complejo de Fe utilizado como sustrato. Asi, 1a actividad FC-R con
Fe(IID-EDTA fue aproximadamente la misma en un medio estdndar que en un
medio similar al apoplasto, mientras que con Fe(III)-citrato la variacién en la
actividad depende de la relacién Fe : citrato. Para una relacién de 1 : 20 no hay
cambios en la actividad FC-R cuando se mide en un medio similar al apoplasto. En
cambio, para una relacién mas baja (1 : 5) la actividad FC-R con medio similar al
apoplasto es un 31 y 20% mds baja que con el medio estiandar para membranas
confrol y deficientes en Fe respectivamente.

Esta diferencia de comportamiento podria tener dos causas. Por un lado, la
inclusién de cationes en el medio de reaccién podria conllevar una modificacién de
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los equilibrios de las distintas especies, que podria tener mayor importancia a
relaciones bajas de Fe : citrato. Por otro lado, los complejos de citrato con ofros
cationes podrian competir con el complejo Fe(IlD)-citrato por el enzima, ya que se
ha descrito que la FC-R es capaz de reducir otros cationes como el Cu (Welch et al.,
1993). La especiacién mostrdé que no hay una gran variacién de la concentracién de
las especies Fe(I1I)-citrato para las relaciones 1 : 5y 1 : 20. En cambio si que son
significativas las diferencias encontradas para ambas relaciones en el caso de Mg-
citrato y Ca-citrato. La concentracién estimada de Mg-citrato fue muy superior
para la relacién de 1 : 5 que parala 1: 20. La concentracién estimada de Ca-citrato
fue la mitad para larelacién de 1: 5 que parala 1: 20. Esto nos lleva a pensar que
el descenso de actividad FC-R para una relacion de 1 : 5 podria estar asociada maés
a una competencia entre el Fe(Ill)-citrato y el Mg-citrato por el enzima que a un
cambio en las especies de Fe(IlI)-citrato.

Hay que tener en cuenta que segin datos recientes el citrato se encuentra
en una concentracién en el apoplasto de remolacha entre 1-5 mM, mientras el Fe
estd en el rango uM (Lépez-Milldn et al., 1997). Asi, en condiciones fisiolégicas es
poco probable encontrar relaciones Fe : citrato de 1 : 5. En otras especies las
relaciones Fe : citrato para plantas control son de 1 : 15 (Tiffin, 1966a), mientras
que para plantas deficientes se han encontrado desde por debajo de 1 : 1 hasta
relaciones superiores a 1 : 40 (Tiffin, 1966b).

Anaerobiosis

En ausencia de O, se observa un aumento de la actividad FC-R, que es
similar para las membranas control y deficientes en Fe. Se ha asumido que el
oxigeno puede ser un aceptor para la reductasa constitutiva de los tejidos de las
plantas que es capaz de reducir ferricianuro (Moog y Briiggemann, 1994). Sin
embargo, se ha encontrado a menudo que en anaerobiosis también aumenta la
actividad FC-R inducida por la deficiencia de Fe. Asi la actividad FC-R de raices de
judia aumenta un 12% (Cakmak et al, 1987), mientras en la membrana
plasmatica de raiz de cebada y tomate aumenta un 85% (Briggemann y Moog,
1989) y 50% (Briiggemann et al., 1990) respectivamente. La anaerobiosis también
aumenta de una forma significativa la actividad FC-R en discos de hoja de girasol
(de la Guardia y Alcdantara, 1996). Los aumentos obtenidos en membrana
plasmatica de hoja de remolacha ratifican los datos anteriores. También muestran
que el aumento de la actividad FC-R con la anaerobiosis es muy similar para las
membranas control y deficientes en Fe, dato que no apoyaria la hipétesis de la
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induccién de una reductasa "turbo” en la membrana plasmatica de las hojas, ya
que se comporta como el mismo enzima en membranas control y deficientes.

Se ha visto en otros trabajos que la adicién de superéxido dismutasa (SOD)
disminuye hasta aproximadamente la mitad la actividad FC-R con Fe(IID-EDTA
en raices intactas de judia (Cakmak et al., 1987), membrana plasmdtica de raiz de
pepino (Rabotti y Zocchi, 1994), y tomate (Briiggemann et ¢l., 1990), y en discos de
hoja de girasol (de la Guardia y Alcdntara, 1996). Este efecto se podria explicar por
una transferencia de dos electrones desde un compuesto que contuviera una
flavina o una quinona (Cakmak et al., 1987). Uno de estos electrones reduciria el
oxigeno, formando un radical superéxido, que a su vez reduciria el Fe(III) pero sélo
en ausencia de SOD. Sin embargo el enzima SOD no produce ningiin efecto en la
actividad FC-R de la membrana plasmaitica de raiz de remolacha (Susin, 1994) ni
de cebada (Briiggemann y Moog, 1989) lo que sugiere que la reduccién se produciria
por transferencia directa de los electrones desde el NADH y no a través de un
radical del oxigeno. Tampoco parece probable la participacién de la especie H,0, ya
que la catalasa produce un efecto muy pequefio en la FC-R. Asi, la catalasa
aumenta 6 y 4% la actividad FC-R de la membrana plasmatica de pepino (Rabotti
y Zocchi, 1994) y cebada (Briiggemann y Moog, 1989), mientras que diminuye un
20% la actividad FC-R de la membrana plasmatica de la raiz de remolacha (Susin,
1994).

Al igual que ocurre con un medio similar al apoplasto, el aumento de la
actividad es distinto segin el complejo de Fe utilizado como sustrato. Los valores
mas altos de actividad FC-R se obtienen para el Fe(III)-malato, con aumentos en
anaerobiosis respecto a la actividad en un medio estandar del 90 y 70% para
membranas control y deficientes respectivamente. Para Fe(II1)-EDTA se obtiene
un aumento de un 50% en la actividad FC-R. En cambio, para Fe(IIl)-citrato el
aumento en la actividad FC-R no es significativo. De nuevo nos encontramos con
datos que marcan una diferencia de comportamiento del Fe(IID)-citrato y Fe(III)-
malato como sustratos del enzima FC-R. El aumento de la actividad FC-R en
anaerobiosis para el complejo Fe(IIl)-malato contrasta con el practicamente nulo
aumento en el caso del Fe(Ill)-citrato. Asi, en condiciones de ausencia de O, la
actividad FC-R con el Fe(Il)-malato seria mas importante. Sin embargo, sélo
existen datos indirectos que indicarian la existencia de hipoxia en deficiencia de Fe.
Asi, algunos cambios que se producen en la fluorescencia de clorofila de las hojas
son similares a los provocados por la anaerobiosis (Belkhodja et al., 1998b).
Asimismo, se han identificado algunos polipéptidos en las raices de plantas en
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deficiencia de Fe cuya expresion aumenta en casos de hipoxia (Herbik et al., 1996;
Suzuki ef al., 1998; Hourton-Cabassa et al., 1998).

5.5.- Flavinas como cofactores de la actividad FC-R

Existe una gran discrepancia entre las actividades FC-R de raices in vivo y
de la membrana plasmatica aislada de dichas raices. Asi, la deficiencia de Fe
aumenta la actividad FC-R de las raices de remolacha deficientes in vivo unas 18
veces (Susin et al., 1996), mientras que la induccién en membrana plasmatica
aislada es de s6lo 2 veces. Se han encontrado discrepancias similares en otras
especies como tomate (7,4 y 1,6 veces para raiz intacta y membrana plasmatica
respectivamente) y judia (10-22,4 y 2,6 veces para raiz intacta vy membrana
plasmatica respectivamente) (Moog y Briiggemann, 1994). Se ha sugerido como
causa de esta diferencia en la induccién de la actividad FC-R la pérdida de un
cofactor durante el aislamiento (Susin et al., 1996). Posibles cofactores de este tipo
podrian ser algunos compuestos flavinicos como los sulfatos de riboflavina, que se
acumulan en las raices deficientes en Fe (Susin et al., 1993a). También en hojas de
remolacha la deficiencia de Fe produce un aumento en la concentracién de flavinas
(Susin et al. 1993b). En este caso la riboflavina (Rbfl) es mayoritaria, junto con
cantidades menores de FAD y FMN, mientras que los sulfatos de ribeflavina tipicos
de las raices de remolacha deficientes en Fe no estan presentes (Susin ef al
1993b). En el caso de la membrana plasmadtica aislada de hojas de remolacha
también hemos encontrado una induccién en deficiencia de Fe bastante baja, de
aproximadamente 1,4 veces en funcién de la cantidad de proteina. Esto nos hizo
pensar en la posible participacién de flavinas como cofactores del enzima FC-R.

La actividad FC-R de la membrana plasmatica de hoja aumenta con la
presencia de las flavinas Rbfl, FMN y FAD en una concentracion de 50 uM. Se
trata de un aumento moderado, no superior a dos veces, tanto en membranas de
hojas control como deficientes en Fe y con Fe(llI)-EDTA y Fe(1ID)-citrato como
sustratos. Esta activacién moderada sugiere que ninguna de las flavinas utilizadas
es necesaria especificamente como cofactor del enzima FC-R. La actividad FC-R
de membrana plasmditica de raiz de pepino también aumenta en presencia de
FAD, aunque disminuye ligeramente en presencia de FMN (Zaharieva et al., 1997).
El aumento de la actividad FC-R encontrado al afiadir flavinas al medio de reaccién
se puede deber a un aumento del transporte electrénico a través de la membrana.

La presencia de cofactores de naturaleza flavinica en enzimas que
participan en la reduccion de Fe(IIT) ha sido mostrada por algunos autores. Asi,
tanto riboflavina como FMN son necesarias para la actividad FC-R, con Fe(11I)-
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citrato como sustrato en el hongo ectomicorricico Laccaria luccatta (Shelton y
Barton, 1997). El enzima NADH-FC-R aislado de raices de plantas de maiz y
tomate (Bagnaresi y Pupillo, 1995; Bagnaresi et al., 1997) muestra similitudes con
el enzima citocromo by, flavoproteina que tiene como cofactor un grupo FAD. Otro
enzima con un grupo FAD como cofactor es la NADH monodehidroascorbato
reductasa (Hossain y Asada, 1985) que también es capaz de reducir quelatos de
Fe(II) (Bérzci et al., 1995; Bérzci y Mgller, 1998). Hay que tener en cuenta
también que se ha descrito la existencia de oxidoreductasas en la membrana
plasmatica, con cofactores de naturaleza flavinica, que poseen capacidad de
reducir quelatos de Fe. Por gjemplo, la NADH-quinona oxidoreductasa (Serrano et
al., 1995) cuya actividad se induce en presencia de FMN, y la NADH-
monodehidroascorbato reductasa, que tiene FAD como cofactor (Bérzct et al. 1995;
Bérzci y Mgller, 1998). Finalmente, conviene destacar que las flavinas libres, en
ausencia de membrana plasmatica, son capaces de reducir compuestos de Fe(ITI).
Esta reduccién depende del dador de electrones (NADH 6 NADPH), del pH y del tipo
de flavina (Susin, 1994).

5.6.- Orientacion de la actividad reductasa férrica de la membrana
plasmatica de hoja

La actividad fisiolégica FC-R de la membrana plasmitica implica un flujo
transmembrana de electrones desde el citoplasma hacia el exterior de la célula.
Este modelo se apoya en los cambios tanto en la concentracién de los nucleétidos
de piridina (Sijmons et al., 1984b; Schmidt y Schuck, 1996) como en la
despolarizacién de la membrana plasmatica (Sijmons et al., 1984a). Sin embargo,
los datos sobre la posible relevancia de un flujo transmembrana son bastante
contradictorios, achacandose a la distinta composicién de proteinas redox de la
membrana plasmatica de hojas y de raices (Serrano et al., 1994). Por ejemplo,
trabajos relativos a la topografia de los lados dador y aceptor del NAD(P)H de las
oxidorreductasas de la membrana plasmatica sugieren que sélo una pequeiia parte
de la actividad se deberia a un flujo de electrones transmembrana (Askerlund et al.,
1988; Cordoba et al., 1995; Johansson et al., 1995). Askerlund y Larsson (1991)
encontraron actividad FC-R y FCN-R en la parte externa de vesiculas con
orientacién natural cargadas con ascorbato y en ausencia de cualquier otro
reductor externo. El mismo tipe de vesiculas cargadas con un sistema generador de
NADH (NAD" y alcohol deshidrogenasa) no mostré capacidad de reducir KFeCN,
aunque si diclorofenol indofenol sulfonato. En cambio, vesiculas con orientacion
natural cargadas con NADH mediante electroporacién son capaces de reducir
KFeCN (Bottger, 1989). Gianini y Briskin (1988) no encontraron actividad
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transmembrana al cargar KFeCN en vesiculas con orientacién inversa, aungue un
experimento similar con membrana plasmética de raiz de pepino mostré actividad
FCN-R transmembrana (Klobus y Buczek, 1995).

Kl aislamiento de membrana plasmatica mediante un sistema de particién
en doble fase permite la obtencién de vesiculas cerradas, que tienen en su mayoria
una orientacién celular natural (con el lado citoplasmatico hacia el interior). Asi, las
preparaciones de membrana plasmaética de hoja de remolacha siguen el patrén
citado, con una latencia de la actividad ATPasa sensible al vanadato con Tritén X-
100 del 79 v 73% respectivamente para las plantas control y deficientes en Fe.
Estos valores de actividad ATPasa son similares a los obtenidos para membrana
plasmaética de raiz de remolacha, que son de un 86% (Susin ef al., 1996).

La estimulacién de la actividad FC-R en presencia de detergentes se ha
interpretado como la exposicién de sitios activos del enzima que se encontraban
latentes, lo que apoya el modelo de enzima transmembrana (Moog y Briiggemann,
1994). Sin embargo, la tnica forma de conseguir datos fiables de actividad cis- y
transmembrana es a través de preparaciones de vesiculas con una orientacién
homogénea. Se han utilizado diversas técnicas para invertir la orientacién de las
vesiculas obtenidas por una separacién en doble fase de polimeros, tales como
ciclos congelacién/descongelacién (Palmgren et al., 1990), choque osmético (Dixon et
al., 1996), electroforesis de flujo libre (Canut et al., 1988) y particién secuencial en
doble fase (Larsson et al., 1988). Siempre se ha estimado que puede haber una
contaminacion por vesiculas de la orientacién contraria cercana al 20% (Larsson et
al., 1990).

Recientemente se ha propuesto una técnica que permite obtener vesiculas
cerradas de membrana plasmatica con un 100% de orientacién inversa, mediante
la adicién del detergente no iénico Brij 58 a preparaciones con una orientacién
celular natural (Johansson et al., 1995). Esta técnica ha permitido la obtencién de
vesiculas de membrana plasmatica cerradas en una orientacién inversa de raiz de
cebolla (Cérdoba et al., 1995), hipocotilo de calabacin (Dixon ef al., 1996), cultivos
de hoja de tabaco (Ibarz et al., 1994) y raiz de Plantago lanceolata (Schmidt y
Bartels, 1998). La formacién de vesiculas en una orientacién inversa por el Brij 58
se explica por la hipétesis de doble capa emparejada (Sheetz y Singer, 1974)
basada en que las membranas biolégicas tienen una distribucién asimétrica de
proteinas y lipidos, de tal forma que cada mitad puede responder de una forma
distinta a las perturbaciones. Los detergentes de la familia del Brij se intercalan
mayoritariamente en la mitad citoplasmatica de la bicapa, forzando una curvatura
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de la membrana que hace que las vesiculas se abran y se vuelvan a cerrar en una
orientacién inversa. El paso intermedio de reapertura de las vesiculas parece
confirmarse por la pérdida de proteinas solubles contenidas en el interior
(Johansson et al., 1995). En cambio, el Tritén X-100 lo que hace es abrir las
vesiculas totalmente, exponiendo asi los sitios activos del enzima.

Schmidt y Bartels (1998) utilizando el detergente Brij 58 con membrana
plasmatica de raiz de plantas de Plantago lanceolata encuentran los mismos
valores de K tanto con Triton como con Brij, por lo que indican que parece
observarse la misma actividad FC-R con ambos detergentes. Dichos autores
proponen la ausencia de un transporte significativo de electrones transmembrana
dentro de la actividad FC-R de la membrana plasmatica. En Plantago lanceolata la
actividad FC-R con Brij 58 representé un 69 y 79% de la actividad con Tritén X-100
para membranas control y deficientes en Fe respectivamente, sin que haya
estimulacién de la actividad en presencia de ambos detergentes simultdneamente
respecto del Brij sélo. La relacién -Fe/+Fe fue de 2 y 2,3 para Triton X-100 y Brij 58
respectivamente (Schmidt y Bartels, 1998).

Sin embargo los datos obtenidos de actividad FC-R de membrana
plasmatica de hoja de remolacha en presencia de Brij 58 y Triton X-100 si que
sugieren, a nuestro juicio, la existencia de un transporte de electrones
transmembrana. En nuestro caso, los valores de actividad FC-R en presencia de
Brij 58 son de aproximadamente un 60% de Ia actividad con Triton X-100. Al
mezclar ambos detergentes simult4neamente en el medio de reaccién se aumenta
la actividad hasta aproximadamente un 75%. La relacién -Fe/+Fe se mantiene
similar con valores de 1,4 para Tritén X-100 y 1,3 para Brij 58 y la mezcla de los
dos detergentes. La actividad FC-R de membrana plasmatica de hoja de remolacha
mostré valores similares de V. para las membranas control y deficientes en Fe
tanto con Triton como con Brij. En cambio, los valores de K con Brij fueron 4
veces superiores a los obtenidos en presencia de Tritén lo que indicaria que las
actividades medidas no son exactamente iguales. Los datos en presencia de Brij
corresponderian a una actividad exclusivamente cis (lado dador y aceptor en el lado
citoplasmatico de la membrana) mientras que los datos en presencia de Triton
indicarian la suma de la actividad cis y trans. La actividad trans serfa por tanto de
un 40% del total de la actividad FC-R observada. De los valores obtenidos es
posible deducir las constantes cinéticas correspondientes a la actividad
transmembrana. Los valores de K, para dicha actividad serian de 39 y 44 uM para
las membranas control y deficientes en Fe respectivamente. La relacién -Fe/+Fe
seria de 1,1 frente al valor de 1,2 obtenido para las membranas en presencia de Brij
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y Triton. Los valores de V,,, para el transporte transmembrana serfan de 45 y 85
nmol Fe reducido.(mg proteina)’.min" para las membranas control v deficientes en
Fe respectivamente. La relacién -Fe/+Fe seria de 1,9 frente a los valores de 1,5 y
1,4 para las membranas en presencia de Brij y Triton.

Aunque se ha mostrado que en presencia de Brij 58 al 0,05% se alcanza un
100% de vesiculas con orientacion inversa (Johansson et al., 1995) no se puede
descartar la presencia de una pequena proporcién de vesiculas en una orientacién
diferente. Sin embargo los estudios de la bomba de protones de la membrana
plasmatica de hojas de remolacha indican que a una concentracién de 0,05% de Brij
ya se ha alcanzado el 100% de vesiculas cerradas en orientacién inversa. Las
medidas también muestran que en presencia de ambos detergentes
simultaneamente las vesiculas cerradas son un 72 y 86% del total encontrado en
presencia de Brij 58 para membranas control y deficientes en Fe respectivamente.
En cambio, cuando se adiciona el Brij a una preparacién en presencia de Triton se
observa un aumento progresivo de la actividad de la bomba de protones que podria
indicar una formacién de vesiculas cerradas. Estos datos indican que el Brij 58
tiene un fuerte efecto sobre la estructura de la membrana plasmatica, que no se
altera demasiado con la adicién de Triton.

5.7.- Actividad FC-R en protoplastos y cloroplastos

La utilizacién de protoplastos para la medida de la actividad FC-R se debe a
que los materiales utilizados hasta la fecha, discos de hoja y membrana
plasmatica, presentan problemas metodoldgicos. Por ejemplo, la actividad FC-R
medida en discos de hojas puede incluir la reduccion de Fe debida a procesos no
relacionados con la membrana plasmatica de las células del meséfilo. Esto se
deberia tanto a la liberacién de compuestos reductores por la rotura de las células
al cortar el disco como a la reduccién por parte de organulos, como por gjemplo
cloroplastos, expuestos al medio por el corte del disco. Los estudios de reductasa
férrica con discos de hoja no suelen diferenciar dichos tipos de actividad
(Brigggemann et al., 1993; de la Guardia y Alcdntara, 1996). Como ya hemos
seiialado previamente, en el caso de la actividad FC-R de la membrana plasmatica
aislada y medida en presencia de Triton X-100 seria necesario tener en cuenta la
posible presencia de componentes cis.

Los datos presentados en este trabajo significan el primer aislamiento de
protoplastos de hojas en condiciones de deficiencia de Fe. El nivel de recuperacién
de clorofila en los protoplastos es similar al sefialado por otros autores (Huber y
Edwards, 1975; Rathnam y Edwards, 1975) con valores de un 38 y 50% del
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contenido total de clorofila de las hojas control y deficientes en Fe respectivamente.
Considerando las relaciones molares de los pigmentos fotosintéticos, los
protoplastos obtenidos son representativos de las hojas de procedencia. Por tltimo,
con el método descrito en este trabajo se obtienen altos porcentajes de protoplastos
fisiologicamente activos (91 y 96% para las hojas control y deficientes en Fe

respectivamente).

Los protoplastos del meséfilo aislados de hojas control y deficientes en Fe son
capaces de reducir Fe(III)-EDTA. Pich y Scholz (1991) ya habian sefalado la
capacidad de reducir Fe(IlD)-citrato en la oscuridad por parte de protoplastos
aislados de tomate y de su mutante chloronerva. La actividad FC-R se debe a un
enzima transmembrana asociado a la membrana plasmatica, ya que los
protoplastos permanecen todavia intactos tras la medida, lo que minimiza la
posible liberacién de sustancias reductoras del interior de los protoplastes. Para
excluir cualquier reduccién no fisiolégica se ha utilizado un medio de reaccién que
imita la composicién i6nica del apoplasto de hoja de remolacha (Lépez-Millan et al.,
1997).

La actividad FC-R observada es dependiente de luz y presenta una
dependencia de pH similar a la esperada para una actividad transmembrana. La
actividad FC-R maxima se obtiene para un valor de pH de 5,5 y entre 5,5-6,0 para
los protoplastos de hojas control y deficientes en Fe respectivamente. Estos
valores de pH 6ptimo son una unidad de pH menores que los obtenidos para
membrana plasmatica de hojas de remolacha (en este trabajo) y Vigna
unguiculata (Briiggemann et al, 1993) y para microsomas enriquecidos en
membrana plasmaética de hojas de kiwi (Rombola et al., 1999). En el caso de
Valerianella locusta se han sehalado valores de pH 6ptimo de 6,8 y 7,1 para
protoplastos intactos de hojas control y deficientes en Fe (Griinewald, 1996)
aunque sin mostrar datos ni sobre los niveles de representatividad ni sobre el grado
de integridad de las muestras.

Hay que sefialar que los valores de pH 6ptimo para la actividad FC-R de los
protoplastos son muy similares a los valores de pH del apoplasto de hoja de
remolacha, que es de aproximadamente 6,2 y 5,8 para hojas control y deficientes
en Fe respectivamente (Lopez-Milldn et al., 1997). Mengel (1994) sugirié que el
enzima FC-R de la membrana plasmatica de hoja podria estar fuertemente
regulado por el pH. Un aumento de pH en el apoplasto, debido a la deficiencia de Fe,
llevaria a la inactivacién del enzima provocando Ia acumulacion de Fe que se
observa en ocasiones en la hoja (Rémheld, 1997, Morales et al., 1998). Estos
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nuevos datos apoyarian la regulacién de la actividad FC-R en protoplastos por el
pH, con un fuerte descenso de la actividad a partir de pH 7,0. Sin embargo los datos
que se disponen hasta el momento parecen indicar que el pH de las hojas
deficientes no puede llegar a alcanzar esos valores y que incluso la deficiencia de Fe
provoca un descenso en el pH apoplastico de la hoja de remolacha (Lépez-Millan et
al., 1997).

Los valores de K para Fe(III)EDTA fueron de 153 y 239 uM para
protoplastos de hojas control y deficientes en Fe respectivamente. Estos valores
son similares a los obtenidos en membrana plasmatica de hojas control de Vigna
unguiculata (173 pM; Briiggemann et al., 1993), membrana plasmatica de hojas
control y deficientes en Fe de remolacha (103 y 122 pM respectivamente; en este
trabajo) y discos de hojas control de Vigna unguiculata (226 uM; Briiggemann et al.,
1993).

Resulta dificil caracterizar el comportamiento de la actividlad FC-R en
protoplastos de hojas deficientes en Fe comparado con los de hoja control. Hasta
ahora, la actividad FC-R de las hojas se ha expresado en funcién de la
concentracién de clorofila. Asi la actividad aumenté en dicha base 2,9 veces en
discos de hoja de Vigna unguiculata (Briiggemann ef al., 1993) y sélo un 5% en
discos de hoja de girasol (de la Guardia y Alcantara, 1996). La actividad FC-R de
protoplastos de hojas deficientes aumenta un 50% respecto a los protoplastos de
hojas control cuando se expresa en funcién de la concentracion de clorofila. Sin
embargo, la deficiencia de Fe disminuye fuertemente la actividad FC-R cuando se
expresa en funcién del area de hoja. Descensos de un 75% en la concentracién de
clorofila de 1a hoja en deficiencia de Fe llevan a un descenso en la actividad FC-R de
los protoplastos del 65%. Nuestros datos indican que las hojas con concentraciones
muy bajas de clorofila tendrian una capacidad muy pequefia de reducir Fe(l1I), con
lo que el Fe podria quedar acumulado en el apoplasto y podria quedar inmovilizado
en forma de acervos no activos fisiolégicamente.

Los cloroplastos aislados de hojas control de remolacha también presentan
actividad FC-R (14 y 0-3 nmol Fe reducido.(mg clorofila)’.s’ en presencia y
ausencia de NADH respectivamente). Estos resultados estarian de acuerdo con los
de Bughio et al. (1997a, b) que proponen que el transporte de Fe a los cloroplastos
esta controlado por dos mecanismos, una reductasa de Fe(Ill) y un mecanismo no
identificado similar a la Estrategia II (absorcién del complejo Fe(Ill)-quelato).
Dichos autores proponen la existencia de una reductasa férrica por la inhibicién
parcial del transporte de Fe al interior del cloroplasto en presencia de BPDS
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(agente quelante de Fe(I)). Aunque dichos autores no miden directamente la
actividad FC-R, de sus datos se puede deducir una actividad a pH 7 no superior a
4,5 nmol Fe reducido.(mg clorofila)'.s’. En nuestro caso, el maximo de actividad
FC-R se encuentra a pH 7,5, no siendo posible medir actividad por debajo de pH 7.
El maximo de transporte de Fe(III) en cloroplastos de cebada se produce en un
intervalo de pH de entre 7,5 y 8,5 (Bughio et al., 1997a, b).

5.8.- Variaciéon del patron polipeptidico en puntas de raiz en
deficiencia de Fe

La importancia de las puntas de raiz radica sobre todo en el hecho de que es
donde se localizan las respuestas de las plantas ante la deficiencia de Fe, tales
como reduccién de Fe (Moog y Bruggemann, 1994), acdificaciéon de la rizosfera
(Romheld et al., 1984), y acumulacion y excrecion de sustancias reductoras (Brown
y Ambler, 1973; Welkie y Miller, 1993; Susin et al., 1993a; Jones y Darrah, 1995)
para las plantas con Estrategia 1. Las plantas con Estrategia II llevan a cabo la
liberacién de fitosideréforos en la misma zona (Marschner, 1995). La mayoria de
los estudios realizados han puesto un mayor énfasis en la caracterizacion
morfolégica y fisiologica de estas respuestas y todavia se sabe muy poco de la
expresion y regulacién de los genes dependientes de la deficiencia de Fe, sobre todo,
en las plantas con Estrategia 1.

La primera respuesta que se produce en las puntas de raiz de plantas de
remolacha en condiciones de deficiencia de Fe es un aumento de 3 veces en la
cantidad de proteina aislada por unidad de peso de raiz. Aumentos en la sintesis de
proteinas en raices en condiciones de deficiencia de Fe también se han sefalado en
otras especies con Estrategia I como el tomate (Herbik ef al., 1996; Schmidt y
Buckhout, 1997) y la alfalfa (Masaoka et al., 1998). El aumento de sintesis de
proteinas se produce también en plantas con Estrategia II como maiz (Thoiron et
al., 1997) y cebada (Suzuki et al., 1998).

Los geles de dos dimensiones de puntas de raiz de remolacha cultivada en
ausencia o presencia de Fe muestran patrones pohpeptidicos con diferencias
significativas. Se han encontrado 6 polipéptidos que aparecen de novo con la
deficiencia de Fe y otros 13 polipéptidos que presentan cambios significativos en su
nivel de intensidad. Tres de estos polipéptidos se han identificado
inmunolégicamente. Las protefnas identificadas han sido la formiato
deshidrogenasa (FDH), la fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPC) y una ATPasa.
Un cuarto polipéptido se ha intentado identificar por secuenciacién de su amino
terminal no consiguiéndose una homologia clara.
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FDH

La formiato deshidrogenasa (FDH) resulté ser el polipéptido que presentaba
un peso molecular aparente (M) de 42,7 kDa y un pl de 5,7. Este polipéptido
presenté una intensidad 4,9 veces mayor en puntas de raiz de remolacha deficiente
en Fe que en plantas control. Un aumento en la cantidad de esta proteina ha sido
descrito también en condiciones de deficiencia de Fe en puntas de raiz de tomate
(Herbik et al., 1996) y cebada (Suzuki et al., 1998).

El enzima FDH (formiato NAD' oxidoreductasa, E.C.1.2.1.2) cataliza la
oxidacién del formiato a CO, en presencia de NAD'. Junto con la formaldehido
deshidrogenasa juega un papel fundamental en los procesos metabdlicos, al
proporcionar NADH a la cadena respiratoria (Van Dijken et al., 1976). Aparte del
formiato, es posible que la S-formilglutatién actie como sustrato de la FDH, como
se ha sugerido en levaduras (Van Dijken ef al., 1876), guisante (Uotila y Koivusalo,
1979) y Pseudomonas sp. 101 (Popov y Lamzin, 1994). La actividad FDH esta
relacionada con el metabolismo anaerdbico (Drew, 1997). Por ejemplo, el formiato
se produce en los tubérculos y raices de patata en condiciones de anaerobiosis
(Colas des Francs-Small et al., 1993). Suzuki et al. (1998) demuestran la induccién
de FDH en raiz de cebada tanto en condiciones de anaerobiosis como de deficiencia
de Fe. La FDH se encuentra localizada en la mitocondria, especialmente de los
tejidos no fotosintéticos, donde puede tener lugar una fermentacion para producir
formiato, similar a la descrita en bacterias y algas (Colas des Francs-Small et al.,
1993). Los geles de dos dimensiones de mitocondrias aisladas de raiz de reserva
también muestran un aumento en la cantidad de FDH para las raices de plantas
deficientes. Las medidas de actividad enzimdtica FDH muestran una fuerte
induccién para los extractos de puntas de raiz de remolacha deficientes en Fe que
confirman los datos de elecroforesis 2-D.

Herbik et al. (1996) proponen un papel general para el FDH en la fisiologia de
las plantas ante cualquier estrés. Suzuki et al. (1998) encontraron que en raiz de
cebada 1a FDH se transcribe més rdapido en condiciones de anaerobiosis que en
deficiencia de Fe, lo que significaria que la expresion de FDH se induce por el estrés
anaerdbico. Esto les levé a proponer que la induccién de FDH se deberia realmente
a una hipoxia producida por la deficiencia, a pesar de la presencia de O,. Aunque el
enzima se encuentra preferentemente en tejidos no fotosintéticos se ha
comprobado que su expresion en hojas de patata se induce en condiciones de
oscuridad, hipoxia, heridas, frio y sequia (Hourton-Cabassa et al., 1998). En
nuestro trabajo se ha encontrado que la actividad FDH de las hgjas no varia en
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condiciones de deficiencia de Fe. Tampoco varia, en las mismas condiciones, la
cantidad de FDH presente en mitocondrias aisladas de hojas.

PEPC

La fosfoenolpiruvato carboxilasa resulté ser el polipéptido que presentaba un
peso molecular de 54,6 kDa y un pl de 54. Este polipéptido presenté una
intensidad 6,1 veces mayor en puntas de raiz de remolacha deficiente en Fe que en
las de plantas control. Es la primera vez que se ha medido la induccién de la
cantidad de la PEPC en puntas de raiz de plantas sometidas a condiciones de
deficiencia de Fe, aunque ya se habian medido fuertes aumentos de su actividad en
raices de plantas en deficiencia (Landsberg, 1981; Miller et al., 1990; Lépez-Millan
et al., 1998). El aumento en la actividad PEPC en las mismas puntas de raiz fue de
60 veces (Lopez-Millan et al., 1998).

La PEPC (E.C. 4.1.1.31) es un enzima citosélico ampliamente presente
tanto en plantas superiores como en bacterias, cianobacterias y algas (Lepiniec et
al., 1994). Cataliza la B-carboxilacién irreversible del fosfoenolpiruvato (PEP) para
dar oxalacetato (OAA) y P, en presencia de HCO,. Tiene como cofactores al Mg® o
Mn* y su actividad est4 modulada por el pH y las concentraciones de malato y
ghiceraldehido 6 fosfato (G6P) (Bakrim ef al., 1993). Ademas de formar parte del
ciclo C, del metabolismo de los acidos dicarboxilicos de las plantas interviene en
sistemas no-fotosintéticos como la apertura estomdtica (Outlaw, 1990) y la
fijaciéon de N, en nédulos de legumbres (Deroche y Carrayol, 1988). Aunque no se
sabe con exactitud el papel de la PEPC en deficiencia de Fe los aumentos de
actividad medidos se han relacionado con dos procesos fisiolégicos de gran
importancia en las plantas: la fijacién no fotosintética de CO, y el mantenimiento
del pH citoplasmatico o teoria del “pH-stat”.

La asimilacién no fotosintética de CO, se realiza a través de la PEPC
asimilando el HCO, y el PEP obtenido en la glicdlisis para dar OAA que se
transforma en malato por accién de la malato deshidrogenasa. Esto permite evitar
el paso directo de PEP a piruvato a través de la piruvato quinasa que actta como
paso Iimitante (Lance y Rustin, 1984).

Davies (1973, 1986) propuso la teoria del “pH-stat” que consiste en un
mecanismo bioquimico que mantiene el pH citoplasmatico dentro de un rango
determinado. El mecanismo de la teoria del “pH-stat” comprende series de
reacciones de carboxilacién y descarboxilacién, estando la actividad de los enzimas
(PEPC y enzima mdlico) regulada por el pH (Davies, 1986). Asi cuando el pH
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citoplasmdtico aumenta, la actividad PEPC seria predominante ya que su pH
6ptimo estd en el intervalo alcalino. Esto produce un aumento en la produccién de
OAA que a través de la malato deshidrogenasa se transforma en malato, acido
fuerte que compensaria la subida del pH. Cuando el pIl desciende se activaria el
enzima malico que retiraria el malato del medio, aumentando asf el pH.

Otras proteinas

La identificacién de proteinas inducidas en condiciones de deficiencia de Fe en
raices mediante electroforesis en dos dimensiones es una aproximacion
relativamente reciente, no disponiéndose de muchos datos hasta la fecha. La
mayoria de los trabajos realizados muestran induccién en la expresion de proteinas
en condiciones de deficiencia de Fe, aunque un estudio realizado con raices de
plantas jévenes de maiz en deficiencia de Fe no observé ninguna variacién en el
patrén polipeptidico de proteinas solubles (Thoiron et al., 1997).

Ademds de 1a FDH ya citada anteriormente, otras proteinas cuya expresion
se induce en raices de tomate en deficiencia de Fe son la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) con una M, de 37 kDa y ascorbato peroxidasa (AP) con
una M, de 26,6 (Herbik et al., 1996). Ambas proteinas estdn relacionadas con
respuestas a distintos estreses fisiolégicos. En el mismo trabajo (Herbik et al.,
1996) se senala otro polipéptido de 37 kDa sin identificar que aumenta su
expresién. Nuestros resultados muestran cuatro polipéptidos con M, cercanas a
las senaladas por estos autores, cuya expresion también aumenta con la
deficiencia de Fe, los polipéptidos PR4 (5,3 y 42,3 kDa), PR7 (5,0 y 38,7 kDa), PR11
(5,9 y 42,9 kDa) y PR5 (5,1 y 24,5 kDa).

Un estudio similar en alfalfa (Masaoka et al., 1998) ha permitido la
identificacién de otras tres proteinas que se inducen en deficiencia de Fe. Dos de
ellas, PvPR1 y PyPR2 con M de aproximadamente 17 kDa y pl de 6,0 y 5,0
respectivamente, presentan altas homologias con proteinas relacionadas con el
sistema de defensa de las plantas (Ohashi y Ohshima, 1992). Una tercera
proteina, con una M, de aproximadamente 18 kDa y pl de 6,8, seria la superéxido
dismutasa (SOD) citoplasméatica dependiente de Zn y Cu. En nuestro caso,
solamente el polipéptido PR6 con una M; de 173 kDa v pl de 6,0 podria
corresponder a alguno de estos polipéptidoes. Sin embargo este polipéptido fue
secuenciado en su amine terminal y no mostré homologia con proteinas de estas
caracteristicas.
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Schmidt y Buckhout (1997) identifican 7 polipéptidos con pesos moleculares
entre 36 y 62 kDa, cuya expresion aumenta especificamente en condiciones de
deficiencia de Fe en raices de tomate. La expresion de estos polipéptidos no varia en
condiciones de deficiencia de P, mientras que el aporte de Fe tras un tiempo en
condiciones de deficiencia de Fe produce una disminucién de la induccién, lo que les
hace sugerir que estos polipéptidos no constituyen una respuesta general a una
deficiencia nutricional, como es el caso de la mayoria de los polipéptidos
identificados hasta la fecha. De entre los polipéptidos que aumentan su expresién,
el denominado polipéptide 11 con una M, de 41 y pl de 5,8 podria corresponder al
PR11 (5,9 y 42,9 kDa) o al identificado como FDH (5,7 y 42,7 kDa). Schmidt y
Buckhout (1997) tampoco encuentran ningin polipéptido cuya expresion
disminuya en condiciones de deficiencia de Fe.

Los geles correspondientes a puntas de raiz de plantas deficientes tras un
aporte de Fe no han mostrado un descenso significativo en la expresién de los
polipéptides pasadas 24 h. Al mismeo tiempo, la expresién de algunos polipéptidos
permanece todavia a los mismos niveles que cuando las plantas estdn en
condiciones de deficiencia. Sin embargo, se sabe que a las 24 h del aporte de Fe las
plantas de remolacha suprimen la induccién de la reductasa férrica y la excrecion
de protones, aunque las flavinas permanecen acumuladas en las puntas de raiz. A
las 96 h del aporte de Fe se observa que algunos polipéptidos recuperan los niveles
de expresiéon propios de las plantas control. Tanto la FDH como la PEPC
mantienen, tras 96 h del aporte de Fe, los niveles de induccién de las condiciones de
deficiencia. Schmidt y Buckhout (1997) comprobaron que 48 h después del aporte
de Fe, los ARN,, de los siete polipéptidos cuya expresién aumentaba en raices de
plantas de tomate en deficiencia, recuperaban los niveles de expresién de plantas
control.

5.9.- Variacion del patrén polipeptidico de la membrana plasmatica
de hoja

Una de las caracteristicas mds importantes de las plantas es su capacidad
de adaptaciéon a distintes factores medioambientales mediante mecanismos de
respuesta especificos. Esta capacidad de respuesta implica la existencia de
cambios en la composicién membrana plasmatica (Masson y Rossignol, 1995). Asi,
se ha sefialado que la expresién de algunos polipéptidos de la membrana
plasmadtica aumenta o disminuye en condiciones de estrés salino (Hurkman et al.,
1988), deficiencia de S o P (Hawkesford y Belcher, 1991), exposicién al Al (Ownby y
Hruschka, 1991) y adaptacién al frio (Uemara y Yoshida, 1984). En este trabajo
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hemos visto que los patrones polipeptidicos de membrana plasmatica de hojas de
remolacha control y deficientes en Fe muestran s6lo ligeras diferencias.

Los cambios mas significativos en el patron polipeptidico de membrana
plasmatica aislada de hojas control y deficientes en Fe se producen en la zona entre
30 y 40 kDa, dénde se produce tanto un aumento en la expresion como la aparicién
de nuevos polipéptidos en deficiencia. La expresién de estos polipéptidos disminuye
en las membranas aisladas de hojas con una clorosis severa. Sin embargo, hay que
considerar que los geles de dos dimensiones obtenidos no son totalmente
representativos de la membrana plasmatica in vivo. Las membranas plasmaticas
aisladas por separacién en doble fase estdn constituidas mayoritariamente por
proteinas intrinsecas (Masson y Rossignol, 1995). Asi se ha estimado que ia
membrana plasmadtica podria estar formada por unos 500 polipéptidos siendo el
namero de polipéptidos encontrados en este trabajo entre 125-175.

En primer lugar resulta interesante comprobar si los polipéptidos cuya
expresién varia podrian relacionarse con los enzimas redox descritos hasta ahora
en la membrana plasmatica. De todos ellos, el mas importante para este trabajo
es la reductasa férrica (enzima FC-R), aunque la caracterizacién molecular del
enzima se ha realizado preferentemente a partir de membrana plasmatica de
raices. Se han identificado tres isoformas con actividad reductasa y un pl entre 5,5
y 6,2 en membrana plasmatica de raiz de tomate (Holden et al., 1991; 1992). Se ha
identificado también un polipéptido de 34 kDa que puede tener capacidad de reducir
quelatos de Fe (Holden, 1994). Bagnaresi y Pupillo (1995) también sefialan la
existencia de un polipéptido de 46 kDa en membrana plasmatica de raiz de maiz
con capacidad de reducir Fe(IlI)-citrato. Estos datos coinciden con los polipéptidos
de la zona 3, que es la que presenta una mayor variacién en condiciones de
deficiencia de Fe. Dichos polipéptidos presentan valores de M, entre 36,0 y 40,7
kDa y de pl entre 5,4 y 58. En un estudio mediante electroforesis de des
dimensiones con membrana plasmitica de raiz de remolacha se describen cuatro
polipéptidos que coinciden con los descritos en la denominada zona 3 (Susin, 1994).
Estos polipéptidos aparecen en la membrana plasmatica de raiz en condiciones de
deficiencia de Fe y presentan unos valores de My y pl de 36,2y 5,6; 38,6 y 5,6; 39,2
y 5,8; y 40,7 y 5,8. Es factible pensar, por lo tanto, que los polipéptidos de la
denominada zona 3 corresponden a subunidades de la reductasa férrica de
membrana plasmatica.

Recientemente se han identificado, en membrana plasmatica de remolacha,
dos homélogos de las proteinas MIP (de “Major Intrinsec Protein”) de plantas con
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M, de 31 y 27 kDa (Qi et al., 1995). Se trata de polipéptidos muy hidréfobos y con
tendencia a formar agregados unidos por puente disulfuro. Esta familia de
proteinas, denominadas genéricamente aquaporinas, estd formada por proteinas
integrales de membrana altamente hidréfobas cuya funcién es la de actuar como
canales para el agua y pequenos iones, con un peso molecular entre 25 y 30 kDa.

Frommer et al. (1994) comparé la expresién de proteinas de membrana
plasmatica de hojas de remolacha, diferenciando entre hojas fuente (hojas viejas) y
hojas sumidero (hojas jévenes). En este estudio se encontré que las mayores
diferencias se producian en un grupo de pohpéptidos situados en un punto
isoeléctrico dcido y con My entre 31 y 34 kDa. El grupo estaba formado por dos
polipéptidos mayoritarios y al menos otros seis polipéptidos m4ds. Estos autores
sugieren que estos polipéptidos podrian corresponder a transportadores de
membrana.

5.10.- Induccion de la actividad FC-R en frutales en deficiencia de
Fe

Los experimentos de induccién de la actividad FC-R en frutales en
condiciones de deficiencia de Fe presentados en esta memoria constituyeron el
inicio de una linea de trabajo dentro del grupo que estd siendo desarrollada
actualmente (Gogorcena et al., 1998).

Segin los datos aportados en este trabajo y los obtenidos por Gogorcena et
al. (1998) se deduce que la caracteristica mds importante de la actividad FC-R de
raices de frutales es que para que la reduccién tenga lugar es necesaria la
presencia de una cantidad minima de Fe en la solucion nutritiva. Asi, los valores de
actividad reductasa para las plantas con 30 uM son de aproximadamente dos
veces los obtenidos para las plantas con 1 uM de Fe. Sin embargo, la induccién de
la reductasa tanto para las plantas con 30 como con 1 uM de Fe, sélo se produce
tras un aporte de Fe a la solucién nutritiva. Esta caracteristica difiere por
completo del comportamiento encontrado en remolacha (Susin et al., 1996) aunque
coincide con el descrito para tomate (Zouari, 1996). Otros estudios han sefalado
también que cuando se aportan pequefas cantidades de Fe a plantas en
condiciones de deficiencia se produce un aumento de la actividad FC-R en las raices
(Chaney et al., 1972; Grusak et al., 1990; Romera ef al., 1992b).

Aunque no se puede descartar la teoria de que cuando las plantas crecen con
algo de Fe en la solucién nutritiva son mas fuertes y sanas (Grusak et al., 1990),
parece mucho mds acertada la hipétesis de que el Fe seria necesario para alguno
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Discusion

de los enzimas o transportadores de electrones que participan en la actividad FC-R.
Por ejemplo, se ha sugerido la implicacién del etileno en la regulacién de la actividad
de la reductasa férrica. Asi, la adicién de inhibidores de la sintesis de etileno
disminuye drasticamente la actividad FC-R en plantas deficientes, mientras que la
adiciéon de promotores del etileno induce la actividad FC-R en plantas control
(Romera y Alcantara, 1993; 1994; Romera et al., 1996a, b). La relacién entre el
etileno y ¢l Fe se basaria en que en uno de los pasos de su sintesis interviene la
ACC oxidasa, dependiente de Fe(Il} para su activacién. La presencia de Co(ll),
inhibidor de la ACC oxidasa, produce también la disminucién de la actividad FC-R
(Romera et al., 1996a, b). Recientemente se ha encontrado que tanto los
activadores como inhibidores del etileno afectan de distinta forma la actividad FC-
R vy la reduccién de ferricianuro en plantas control y deficientes en Fe (Romera ef
al., 1998).

La necesidad de la presencia de F'e se puede deber a otras causas. Bagnaresi
y Pupillo (1997) sefalaron la similitud entre la reductasa férrica aislada de la
membrana plasmaética de raices de maiz y tomate con el citocromo b La
posibilidad de que la reductasa férrica de la membrana plasmatica contenga un
citocromo justificaria también la necesidad del Fe para la induccién de la actividad
FC-R ya que éstos se caracterizan por tener un grupo hemo Fe-porfirina. Asi pues,
seria necesaria la presencia de una cantidad minima de Fe para que hubiera
actividad.

Estos resultados ponen de manifiesto que para estudiar la capacidad de
reduccién de Fe por las raices de los frutales seria necesario establecer la cantidad
adecuada de Fe para que se produzcan las respuestas. Posiblemente esta cantidad
podria depender de cada variedad.
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6.- CONCLUSIONES

1.- La membrana plasmitica de hoja de remolacha muestra una actividad
FC-R dependiente de NADH, con caracteristicas bioquimicas similares al enzima
presente en la membrana plasmadtica de raiz. Estas caracteristicas son similares
para preparaciones de membrana plasmadtica controles y deficientes en Fe. K] pH
éptimo es aproximadamente 6,8, tanto en condiciones de anaerobiosis como en

presencia de oxigeno.

2.- El Fe(111)-malato es buen sustrato para la actividad FC-R, con un valor
de K (relacién Fe : malato 1 : 25) de 6-8 uM. Los valores de Km para Fe(III)-
citrato {(relacién 1 : 5) y Fe(IID-EDTA fueron de 140-141 y 103-122 uM

respectivamente.

3- La actividad FC-R para el Fe : citrato presenta el maximo para una
relacién 1 - 5. Para Fe : malato la actividad es mdxima a partir de una relacién 1 :
15.

4.- En condiciones de deficiencia de Fe la actividad FC-R, utilizando como
base de calculo la cantidad de proteina, aumenta 1,3 veces para Fe(Ill)-citrato y
1,5 veces para Fe(II)-EDTA y Fe(lID)-malato.
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5.- Los sustratos mas probables para la FC-R parecen ser las especies
quimicas {FeCitOH]" y [FeMalQH]°.

6.- Kl enzima FC-R no parece tener como cofactor especifico a las flavinas
riboflavina, FAD o FMN, aunque estas flavinas producen un aumento en su
actividad.

7.- Los protoplastos de hoja de remolacha poseen actividad FC-R localizada
en su superficie externa, con un pH éptimo de 5,5-6,0. Los cloroplastos aislados de
hojas controles tienen también actividad FC-R, con un maximo a pH 7,5.

8.- La actividad FC-R de protoplastos de hoja de remolacha control y
deficiente en Fe presentan valores de K de 153 y 239 uM respectivamente.

9.- La capacidad de reducir Fe en los protoplastos disminuye
aproximadamente en un 70% con la deficiencia de Fe en funcién del drea de
protoplasto. En funcién de la clorofila la capacidad de reducir Fe en los protoplastos
aumenta 1,5 veces con la deficiencia de Fe.

10.- La deficiencia de Fe produce un aumento en la cantidad relativa de
proteinas en las puntas de raiz de plantas de remolacha, detectandose 6
polipéptidos que aparecen de novo y 13 cuya intensidad varia significativamente.
El aporte de Fe en plantas en condiciones de deficiencia no produce la supresion de
ninguno de los polipéptidos anteriores.

11.- La deficiencia de Fe induce un aumento de la cantidad de PEPC y FDH
y un aumento de la actividad de esta ultima en puntas de rafz.

12.- La deficiencia de Fe produce cambios en polipéptidos de la membrana
plasmatica aislada de hoja con M, entre 36,0 y 40,7 kDa y con pl entre 54 y 5.8.
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ANEXOS






Anexo 1

Anexo I (ver resultados 4.1.1.4)

En este anexo se incluyen las graficas de las cinéticas y sus
correspondientes ajustes de Eadie-Hofstee a partir de las cuales se han obtenido
los valores cinéticos de K_ indicados en el apartado de Resultados 4.1.14.a
(especiacion del Fe(Il)-citrato) y 4.1.1.4.b (especiacién del Fe(III)-malato).
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L.- Cinética para Fe : citrato (relacion 1 : 5) (recalculada)
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Figura Al: Actividad reductasa de la membrana plasmatica de hoja con
diferentes concentraciones del complejo Fe : citrato (relacién 1 : 5). Las concentraciones
totales corresponden a las obtenidas mediante los célculos de especiacién. La actividad
se midio a pH 6,8.
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Figura A2: Ajuste de Eadie-Hofstee de los datos de actividad con diferentes
concentraciones del complejo Fe : citrato (relacién 1 : 5) (Figura Al).
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Anexe 1

92.- Cinética para Fe : citrato {relacién 1 : 20) (recalculada)
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Figura A3: Actividad reductasa de la membrana plasmatica de hoja con
diferentes concentraciones del complejo Fe citrato (relaciéon 1 : 20). Las
concentraciones totales corresponden a las obtenidas mediante los calculos de
especiacion. La actividad se midi6 a pH 6,8.
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Figura A4: Ajuste de Eadie-Hofstee de los datos de actividad con diferentes
concentraciones del complejo Fe : citrato (relacién 1: 20} (Figura A3).
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3.- Estimacidn tedrica de las cinéticas para las especies mayoritarias de Fe
: citrato (relaciéon 1:5)

Especie [Fe (OH),Cit,]*
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Figura A5: Actividad reductasa de la membrana plasmatica de hoja con las
concentraciones estimadas de la especie [Fe,(OH),Cit,)? en el complejo de Fe : citrato
(relacién 1: 5). La actividad se midié a pH 6,8.

140 [

. - 0O

2_120 - o

] -

g 100 |

8 -

a, "

B0 [T

L ¥

Q' b

T 60 [

o 5

= L

g N

S 40

w -

R -

"6‘ b

E 20 [ &)
0 i bl b a s T g g laa st sa s laaas sl il

j 0.5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

nmol Fe reducido.(mg proteina) .(uM FeCit) .min™

Figura A6: Ajuste de Eadie-Hofstee de los datos de actividad con las
concentraciones estimadas de la especie [Fe,(OH),Cit,)? en el complejo de Fe : citrato
(relacién 1 : 5) (Figura AB).
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Anexo I

Especie [FeOHCit]"
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Figura AT7: Actividad reductasa de la membrana plasmatica de hoja con las
concentraciones estimadas de la especie [FeOHCit]" en el complejo de Fe : citrato
(relacién 1: 5). La actividad se midié a pH 6,8.
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Figura AS8: Ajuste de Eadie-Hofstee de los datos de actividad con las
concentraciones estimadas de la especie [FeOHCit]" en el complejo de Fe : citrato
{relacién 1 : 5) (Figura A7).
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Especie [FeCit,]™
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Figura A9: Actividad reductasa de la membrana
concentraciones estimadas de la especie [FeCit,]™®

(relacién 1 : 5). La actividad se midié a pH 6,8,

plasmatica de hoja con las
en el complejo de Fe : citrato
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Figura AlQ: Ajuste de Eadie-Hofstee de log datos
concentraciones estimadas de la especie [FeCit,]™

(relacién 1 : 5) (Figura A9).
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Anexo 1

4.- Estimacién teérica de las cinéticas para las especies mayoritarias de Fe
: citrato (relaciéon 1: 20)

Especie [Fe,(OH),Cit,]*
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Figura All: Actividad reductasa de la membrana plasmatica de hoja con las
concentraciones estimadag de la especie [Fe,(OH),Cit,]* en el complejo de Fe : citrato
(relacién 1: 20). La actividad se midié a pH 6,8.
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Figura Al12: Ajuste de Eadie-Hofstee de los datos de actividad con las
concentraciones estimadas de la especie [Fe,(OH),Cit,]® en el complejo de Fe : citrato
(relacién 1 : 20) (Figura All).
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Especie [FeOHCit]!
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Figura A13: Actividad reductasa de la membrana plasmaética de hoja con las
concentraciones estimadas de la especie [FeOHCit]" en el complejo de Fe : citrato
{relacién 1 : 20). La actividad se midié a pH 6,8.
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Figura Al4: Ajuste de Eadie-Hofstee de los datos de actividad con las
concentraciones estimadas de la especie [FeOHCit]" en el complejo de Fe : citrato
(relacion 1 : 20) (Figura A13).
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Especie [FeCit,]”
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Figura Al5: Actividad reductasa de la membrana plasmatica de hoja con las
concentraciones estimadas de la especie [FeCit,)® en el complejo de Fe : citrato
(relacién 1 : 20). La actividad se midié a pH 6,8.
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Figura A16: Ajuste de Eadie-Hofstee de los datos de actividad con las
concentraciones estimadas de la especie [FeCit,)]” en el complejo de Fe : citrato
(relacion 1 : 20) (Figura A15).
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5.- Cinética para Fe : malato (relacion 1: 25) a pH 6,8 (recalculada)
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Figura Al7: Actividad reductasa de la membrana plasmatica de hoja con
diferentes concentraciones del complejo Fe : malato (relacién 1 : 25). Las
concentraciones totales corresponden a las obtenidas mediante los calculos de
especiacion. La actividad se midié a pH 6,8.
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Figura A18: Ajuste de Eadie-Hofstee de los datos de actividad con diferentes
concentraciones del complejo Fe : malato (relacion 1 : 25) a pH 6,8 (Figura A17).
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Anexp 1

6.- Cinética para Fe : malato (relacion 1: 25) a pH 5,5 (recalculada)
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Figura A19: Actividad reductasa de la membrana plasmatica de hoja con
diferentes concentraciones del complejo Fe : malato {relacion 1 : 25). Las
concentraciones totales corresponden a las obtenidas mediante los calculos de
especiacion. La actividad se midié a pH 5,5.
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Figura A20: Ajuste de Eadie-Hofstee de los datos de actividad con diferentes
concentraciones del complejo Fe : malato (relacién 1 : 25) a pH 5,5 (Figura A19).
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7.- Estimacidn tedrica de las cinéticas para las especies mayoritarias de Fe
: malato (relacién 1 : 25) a pH 6,8

Especie [FeOHMal]®
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Figura A21: Actividad reductasa de la membrana plasmatica de hoja con las
concentraciones estimadas de la especie [FeOHMall’ en el complejo de Fe : malato
(relacion 1 : 25) a pH 6,8.
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Figura A22: Ajuste de Eadie-Hofstee de los datos de actividad con las
concentraciones estimadas de la especie [FeOHMal]’ en el complejo de Fe : malato
(relacién 1 : 25) a pH 6,8 (Figura A21).
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Especie (FeMal)"'
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Figura A23: Actividad reductasa de la membrana plasmatica de hoja con las
concentraciones estimadas de la especie [FeMall*! en el complejo de Fe : malato

(relacién 1 : 25) a pH 6,8.
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Figura A24: Ajuste de Eadie-Hofstee de los datos de actividad con las
concentraciones estimadas de la especie [FeMall”' en el complejo de Fe : malato
(relacién 1 : 25) a pH 6,8 (Figura A23).
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8.- Estimacion tedrica de las cinéticas para las especies mayoritarias de Fe
: malato (relacion 1: 25) a pH 5,5

Especie [FeOHMal]’
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Figura A25: Actividad reductasa de la membrana plasmatica de hoja con las
concentraciones estimadas de la especie [FeOHMall’ en el complejo de Fe : malato
(relacion 1 : 25) a pH 5,5,
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Figura A26: Ajuste de Eadie-Hofstee de los datos de actividad con las
concentraciones estimadas de la especie [FeOHMal]’ en el complejo de Fe : malato
(relacion 1 : 25) a pH 5,5 (Figura A25).
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Especie [FeMal]*
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Anexp 1

Figura A2T7: Actividad reductasa de la membrana plasmatica de hoja con las

concentraciones estimadas de la especie [FeMal]'' en el complejo de Fe :

(relacién 1: 25) a pH 5,5.
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Figura A28: Ajuste de Eadie-Hofstee de los datos de actividad con las

concentraciones estimadas de la especie [FeMall' en el complejo de Fe :

(relacién 1:25)a pH 5,5 (Figura A27).
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Anexo 11

ANEXO 11

Estructuras de las especies mayoritarias de los complejos de
Fe(ID)-citrato y Fe(IIl)-malato

En este anexo se muestran las estructuras de las especies mayoritarias del
complejo Fe(I1D-citrato ([Fe,(OH),Cit, 2 [FeOHCit]" y [FeCit,}®) y del complejo
Fe(II)-malato ([FeOHMall’ y [FeMall'!) obtenidas tal y como se describe en el
apartado 3.6.3 de Materiales y Métodos.
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1.- ( Fe-Mal )"

H Energia: -417,7 Kcal
. ’ Gradiente: 0.5 10 (0,000273)
H
o Converge: Si (5,4 10° Keal /A mol)
< H i

2.- (Fe-OH-Mal)
2.1.- Fe-OH. 3}112(}“2 +Mal 2. Enlace Fe-OH posicion n° 4.

Energia: -1073,4 Kcal
Gradiente; 0,049

H
/ Converge: Si (0,05 Kcal / A mol)
H
Xo\‘“m \ H
- Y
H 2 N
s N -
/ N 0
/
A H
BN
o 0
0k
SN
o /¢




/ z //B\

<

92 _ Fe-OH. 3H,0" + Mal %, Enlace Fe-OH posicion n° 6.

Energia: -2.220.25 Kcal
Gradiente; 0,00005 total (0,000249)
Converge: $i (5 10 Keal/A mol)

3 - Fe-OH. 3H,0" + Mal 2. Enlace Fe-OH posicién n® 3.

Energia; -1.772,4 Kcal

H Gradiente: 0,000005 total (0,000144)

- Converge: Si (5 107 Keal /A mol)
/ N
H

R /
AN / /" H
R o Fel —
// - Y H
/ -
O




2.4.- Fe-OH. 3H,0" + Mal . Enlace Fe-OH posicion n° 7.

Energia; -1.449.1 Kcal
Gradiente: 0,000005 (0,000187)
Converge: Si (5 10°° Kcal /A mol)

0
=
~H
7
H
0
H

3.-[ Fe-OH-Cit |

3.1.- Fe-OH. 2H,0" + Cit > (3 -COO"). Enlace Fe-OH posicion n® 3.

Energia: -1411,0 Keal.
Gradiente: 0,000005 (0,000574)
Converge: Si (5 10 Kcal/ A mol)




3.2.- Fe-OH. 2H,0"? + Cit (3 ~COO"). Enlace Fe-OH posicion n® 6

Encrgia: -1.971,3 Kcal
Gradiente: 0,018
Converge: Si (0,02 Keal/ A mol)

3.3.- Fe-OH. 2H,0"? + Cit > (3 ~CO()). Enlace Fe-OH posicion n° 4

Energia; -817,3 Kcal
Gradiente: 0,0327
Converge: Si (0,1 Kcal/ A mol)




3.4.- Fe-OH. 3H,0"'% + Cit (2 -COO). Enlace Fe-OH posicion n® 10. Enlace Fe-Cit posiciones n°
14y 21,

Energia: -1.649,9 Kcal.
Gradiente: 0,00793
Converge: Si (0,008 Kcal/ A mol)

<

3.5.- Fe-OH. 3H,0™? + Cit * (2 -COO"). Enlace Fe-OH posicion n® 4. Enlace Fe-Cil posiciones n°
26y 21.

o

Energia: -1.834,2 Kcal.
Gradiente: 0,197

Converge: Si (0,2 Kcal/A mol)




3.6.- Fe-OH. 31,0 + Cit 3 (2 ~CO0"). Enlace Fe-OH posicion n® 4. Enlace Fe-Cit posiciones n°
26y 14
Energia: -1.995.,4 Kcal.

Gradiente: 0,11
Converge: Si (0,12 Kcal/A mol)

4.- [Fe-City]”
4.1.-Fe™ (2 City® (6-COO).
Energia; 1591,6 Kceal.

Gradiente: 0,0074
Converge: Si (0,05 Kcal/A mol)




4.2.- Fe. 3H,0™ — (2 City® (3-COQ). Enlace Fe-Cit posiciones, 34-28 y 21-17.

Energia: -1981,2 Kcal.
Gradiente: 0,00998
Converge: Si (0,1 Kcal/ Amol)




5.- [Fex(OH),City]

5.1.- [Fe; (Ol1),. 4H,0 (2)(2112())]+4 +2Cit™®. Posiciones de los diferentes enlaces;
Fe-Cit: 27, 20, 42.
Fe-Cit: 32, 36, 47.

Energia: -3.331,3 Keal.
Gradiente: (0,47)
Converge: Si (0,5Kcal/Amol

DISTANCIAS (EN A) ENTRE LOS DIFERENTES ENLACES.

ENLACE DISTANCIA
 Fe-OH, 185
Fe — OH 1.85 - 2,01
Fe — OCO 1,90 - 2,07
C-C 1,55
c-0 1.35— 1,40
C=0 121
O-H 0,94
c-H 111
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