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RESUMEN

La clorosis férrica es uno de los estreses ab®titas importantes
para las plantas, y como tal, resulta un problegricela muy extendido
especialmente para aquellos cultivos que se ddisaren terrenos calizos,
como es el caso de los citricos en la Comunidadnéana.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar eégis de absorcion de
hierro en los citricos y su respuesta ante digtisitaiaciones clorosantes que
comprometen la disponibilidad del elemento, prondcala deficiencia de
Fe en la planta. Los componentes del sistema dercas del Fe -
acidificacion del medio, reduccion del Fe(lll), rsporte a través de la
membrana y alteracion de la sintesis de acidomnm@s, se analizaron a
nivel fisioldgico, bioquimico y molecular, en cooidines de ausencia de Fe
externo, presencia de bicarbonato (HZ® de otros micronutrientes como
zinc (Zn) y manganeso (Mn).

Para la consecucion de estos objetivos se utlizadiversos
genotipos de citricos con diferente tolerancia el@osis férrica y se
simularon diferentes condiciones clorosantes emetlio de cultivo, ya
fuera eliminando el Fe o adicionando iones HC@n** o Mr#*. En los
distintos experimentos se evalud, segun cada ehspecimiento vegetativo
de las plantas, el contenido de Fe total en losnths 6rganos y en el
apoplasto de la raiz, asi como el estado del ap#otaisintético de las hojas
tras la induccion de la clorosis. Asi mismo, sesdeiné la capacidad de
reduccion y acidificacion de las raices, medianteamalisis de las
actividades de los principales enzimas involucradoso son la Quelato
Férrico Reductasa (FC-R), la Proton-ATPasd-AHiPasa), la Fosfoenol

Piruvato Carboxilasa (PEPCasa) y otros enzimas igieevienen en la



biosintesis de acidos organicos, como la malatbidiegyenasa (MDH), la
piruvato kinasa (PK), el enzima malico (ME), laraib sintasa (CS), la
aconitasa (ACO) y la fumarasa (FUM). Adicionalmers identificaron en
el genoma de los citricos las secuencias homédlaghss genes FROL,
FRO2, HAL, HA2, IRT1 e IRT2 dérabidopsis thalianaque codifican
para los enzimas FC-R y'H\TPasa y para los principales transportadores
de hierro. También se homologaron las secuencidE®C1, cMDH, ME,
CS, ACO, FUM, mMDH y DTC que codifican para los respondientes
enzimas del ciclo de Krebs y para el transportader acidos di-
tricarboxilicos mitodondrial. En todos los casox disefiaron los
oligonucledticos correspondientes que permitieroalizar su expresion
génica utilizando RT-PCR. Finalmente, se deternartdsa de absorcidon de
hierro por la raiz y su transporte en la plantaiargd la técnica de dilucion
isotopica.

Los resultados del trabajo mostraron que la defa de Fe
aumenta la expresion de los genes FRO2 y HAl qddican para los
enzimas FC-R y HATPasa, asi como la del gen del transportadoicéérr
IRT1. Este hecho se confirmd con la induccion de darrespondientes
actividades enzimaticas, asi como con el aumenta desorcién dé’Fe.
El genotipo tolerante, mandarino Cleopatra, preserdyor actividad FC-R
gue el sensible, citrange Carrizo, y mayor capacakacumulacion de Fe
en el apoplasto de la raiz. En condiciones de si®r@rrica, las raices de
los citricos acumulan acidos organicos como comsexa de la activacion
de algunas enzimas del ciclo de Krebs, como PERGH3H, CS y FUM,;
asi como la del transportador de acidos DTC. Ladodcmayoritarios son
citrato y malato, que una vez sintetizados en #ses son liberados al

xilema (para favorecer el transporte de Fe a ldiggancia) o al exterior



(para acidificar la rizosfera). La presencia datibonato en el medio induce
la clorosis férrica, con la consiguiente alteraa@&haparato fotosintético de
las hojas y la reduccién del crecimiento de la alaespecialmente acusado
en las raices. El ion HGOinhibe la absorcién del hierro por las raices, lo
gue se traduce en una reduccién de la concentrdeiéie en los érganos de
la planta. Este efecto parece ser debido al blogigeta acidificacion del
medio causado por el poder tampon del HC@omo resultado de la
disminucién de la absorcion de Fe por efecto dedrbonato, se produce
una disminucion de la concentracion de Fe en la®esaque a su vez,
induce las respuestas a la deficiencia de este eatem Ademas, el
bicarbonato dificulta el transporte del Fe desderdaces a la parte aérea y
también bloquea la movilizacion del Fe desde Idgettmnes a la radicula
en plantulas a las que no se les suministr0 Farextéa presencia de
concentraciones relativamente elevadas d@& @mMr** en el medio reduce
la absorcion del Fe. Esto parece ser debido a estceCompetitivo en el
transporte a través de la membrana plasméaticaugdasg respuestas a la
deficiencia de hierro se activan al disminuir larata de Fe en las células
radiculares.

De acuerdo con la informacion obtenida se conclagye la
capacidad de absorcion de hierro en citricos awaremausencia de Fe en el
medio, debido a la activacion de los componentésigiema de absorcion
de este elemento. Ademas, se aprecia que todasespsiestas a la
deficiencia de Fe de las raices estan metabdlideneter-correlacionadas
unas con otras y colaboran en la absorcion deeésteento por la planta,
solubilizando el Fe mediante la acidificacion deitasfera, reduciendo el
ion FE* a Fé* absorbible por la planta, y activando los transmimres de

hierro de la membrana plasmatica de la raiz. Elrie tolerancia de los



citricos a la clorosis férrica esta determinado glogrado de respuesta de
los componentes del sistema de absorcibn de Fe wamde situacion

clorosante, donde el papel de la enzima FC-R exedmente importante.



RESUM

La clorosi ferrica €s un dels estressos abiotics im@ortants de les
plantes i, en consequéncia, resulta un problemacagr molt estés
especialment en conreus desenvolupats en terratogis, com és el cas de
la citricultura valenciana.

L’objectiu d’este treball va ser caracteritzar istesma d’absorcié de
ferro en els citrics aixi com la seua resposta mtagta diferents situacions
clorosants que comprometen la disponibilitat deefteent, i provoquen la
seua deficiéncia de Fe en la planta. Els integreitsistema d’absorcié del
Fe -l'acidificacio del medi, la reduccié del HE(l el transport a través de
la membrana i I'alteracio de la sintesi dels aoig@gnics-, s’han analitzat en
els ordres fisiologic, bioguimic i molecular, aixom en condicions
d’absencia de Fe extern, en preséncia de bicarl§piGid;) i en presencia

d’altres micronutrients com el zinc (Zn) i el manga (Mn).

Per a la consecuci6 d'estos objectius es van zatilitdiversos
genotips de citrics amb diferent tolerancia a leradi férrica i es van
simular diferents condicions clorosants en el mddi cultiu, ja fora
eliminant el Fe o addicionant ions HEOZr** o Mré*. En els distints
experiments es va avaluar, en cada cas, el creiepegetatiu de les
plantes, el contingut de Fe total en els distimtgads i en I'apoplast de
I'arrel, aixi com l'estat del sistema fotosintetle les fulles després de la
induccié de la clorosi férrica. Aixi mateix, es gaterminar la capacitat de
la reduccié i de lacidificacio de les arrels, mitgant I'analisi de les
activitats dels principals enzims involucrats, ceém la Quelat-Reductasa
Ferrica (FC-R), la Proto-ATPasa ‘@ATPasa), la Fosfoenol- piruvat

Carboxilasa (PEPCasa) i altres enzims que intervenela biosintesi dels



acids organics, com la malato-deshidrogenasa (MDpiruvat kinasa
(PK); I'enzim malic (ME), la citrato-sintasa (C3)conitasa (ACO) i la
fumarasa (FUM). Addicionalment, es van identifiear el genoma dels
citrics, les sequéncies homologues als gens FRRQ2FHAL, HA2, IRT1

i IRT2 d’Arabidopsisthaliang que codifiquen per als enzims FC-R i-H
ATPasa i per als principals transportadors de feifambé es van
homologar les sequencies de PEPC1, cMDH, ME, C$) AAUM, mMDH

I DTC que codifiquen per als corresponents enzieixidle de Krebs i per
al transportador dels acids ditricarboxilis mitodoal. En tots els casos, es
van dissenyar els oligonucleotics corresponentsvamepermetre analitzar
la seua expressid genica utilitzant el RT-PCR. Ireat, es va determinar
la taxa d’absorcio de ferro per l'arrel i el seansport en la planta
mitjancant la diluci6 isotopica.

Els resultats del treball van mostrar que la deficia de Fe
augmenta I'expressio dels gens FRO2 i HA1 que mpah els enzims FC-
R i H-ATPasa i del gen transportador férric IRT1. Esteek va confirmar
amb la induccié de les corresponents activitatsingtmues i amb
l'augment de I'absorcié dé&’Fe. El genotip tolerant, mandari Cledpatra,
presenta major activitat FC-R que el sensible,a@ge Carrizo, i més
capacitat d’acumulacié de Fe en Il'apoplast de dlarEn condicions de
clorosi ferrica, els arrels dels citrics acumulds &cids organic com a
consequeénciai de l'activacié d’alguns enzims delecde Krebs, com el
PEPCasa, el MDH, el CS i el FUM i també el trantgubor dels acids DTC.
Els acids majoritaris sén el citrat i el malatoggsintetitzats en els arrels
son alliberats al xilema (per tal d’afavorir el nsport de Fe a llarga
distancia) o a l'exterior (per a acidificar la r&fera). La preséncia de

bicarbonat en el medi indueix la clorosi ferricenbala consegtient alteracié



de l'aparell fotosintetic de les fulles i la redifcalel creixement de la
planta, especialment acusat en els arrels. L'i6 fl@Dibeix 'absorcio de
ferro per els arrels, la qual cosa es traduenaeaduccio de la concentracio
de Fe en els organs de la planta. Este efecte aariginat pel bloqueig de
I'acidificacid del medi com a consequéncia de bddetampd del HCO.
Com a resultat de la disminucié de l'absorcio de pgex efecte del
bicarbonat, es produeix una disminucio de la canaeid de Fe en els
arrels, i ago indueix les respostes a la deficeedaste element. A més a
més, el bicarbonat dificulta el transport del Fe dels arrels fins a la part
aeria i també bloqueja la mobilitzacio del Fe dets ctotiledons fins a
I'arrel en plantules a les quals no se’ls va sulstrexr Fe extern. La
preséncia de concentracions relativament elevadeZrnd o Mré* en el
medi redueix I'absorcio del Fe. A¢co sembla causatp efecte competitiu
en el transport a través de la membrana plasnacqli¢ les respostes a la
deficiencia de ferro s’activen al disminuir la seerstrada en les cellules
radiculars.

D’acord amb la informacié obtinguda, concluim qaechpacitat
d’absorcié de ferro en citrics augmenta en absedeide en el medi, a
causa de I'activacio dels components del sisterabsdrcio d’este element.
A meés a més, s’aprecia que totes les respostesiefitaencia de Fe dels
arrels estan metabolicament relacionades les umkeses altres i collaboren
en I'absorcié d’este element per la planta mitjanda solubilitzacié del Fe
amb lacidificacié de la rizosfera, la reduccié dél Fe€* a Fé" (més
absorbible per la planta), i I'activacié dels traotadors de ferro de la
membrana plasmica del a rrel. El nivell de toleraulels citrics a la clorosi
férrica esta determinat pel grau de resposta dmigponents del sistema



d’absorci6 de Fe davant d’'una situacio clorosam, el paper de I'enzim

FC-R és especialment important.



ABSTRACT

Iron chlorosis is one of the main abiotic stresgdes in plants, and
as such, is a widespread agricultural problem easlheaffecting those
crops grown on calcareous soils, as in the casdtifs in the Valencia
region.

The aim of this study was to characterize the uptake system in
citrus plants and their response to different dtlor situations that
compromise availability of the element, causingdeéciency in the plant.
The components of the Fe-absorption system -acadiifin of the medium,
reduction of Fe(lll), iron transport through the mi@ane and alteration of
the organic acids synthesis- were analyzed atltlgsiglogical, biochemical
and molecular level, in conditions of absence akmal Fe, presence of
bicarbonate (HC®) and other micronutrients such as zinc (Zn) and
manganese (Mn).

To achieve these objectives, experiments wereechmon various
citrus genotypes with a different tolerance to irorosis and inducing
various chlorotic mediums, either by removing Fedding HCG@, Zr?* or
Mn%* ions. Depending on each experiment, we assessed/dbhetative
growth of the plants, total Fe content in variougams and in root apoplast
and the state of the photosynthetic system of ¢agds after induction of
iron chlorosis. Likewise, we determined the abildy reduction and
acidification of the roots, by analyzing the adyvof the main enzymes
involved, such as the Ferric-Chelate ReductaseR}J;Ghe Proton-ATPase
(H*-ATPase), the phosphoenol pyruvate carboxylase CRE®) and other
enzymes that participate in the biosynthesis oéwigacids, such as malate
dehydrogenase (MDH), pyruvate kinase (PK), malizyere (ME), citrate
synthase (CS), aconitase (ACO) and fumarase (FUAHitionally, we



identified in the citrus genome, sequences homalsgom genes FROL,
FRO2, HA1, HA2, IRT1 and IRT2 oArabidopsis thalianawhich encode
enzymes FC-R and HATPase and the major iron transporters. Also, we
homologated the sequences of PEPC1, cMDH, ME, CSOAFUM,
mMDH and DTC coding for the corresponding enzymiethe Krebs cycle
and the mitochondrial dicarboxylate-tricarboxylaigds transporter. In all
cases, we designed the sequences of oligonucleofisieanalysing gene
expression by RT-PCR. Finally, we determined the o iron uptake by
the root and its transport in the plant by isotdjpation technique.

The expression analysis of genes showed that FReatefy
increases FRO2, HA1 and IRT1 transcripts abundanceding for FC-R
and H-ATPase enzymes and the iron transporter. Thisoeafirmed with
the induction of the corresponding enzymatic atési and the increased
>’Fe uptake. The iron chlorosis-tolerant genotypesofhtra mandarin,
presented greater FC-R activity than the sensdne Carrizo citrange, as
well as an increased capacity for accumulatingnFesiroot apoplast. Citrus
roots accumulated organic acids under iron chlerosbnditions by
stimulating the activity of some enzymes of the b&ecycle, such as
PEPCase, MDH, CS and FUM and the di-tricarboxysatiels carrier DTC.
Major acids accumulated are citrate and malatechvbince synthesized in
the roots are released to the xylem sap (to prontate long-distance
transport of Fe) or to the exterior (to acidify ttiezosphere). The presence
of bicarbonate in the medium induced iron chloros@ising the alteration
of the photosynthetic system in the leaves anddtaction of plant growth,
particularly pronounced in the roots. HE@n inhibits iron absorption by
the roots, which results in a decrease in Fe cdret@n in the organs of the

plant. This effect appears to be due to blockageneflium acidification



caused by HC® buffering power. Consequently with the decreased
absorption of Fe by the bicarbonate effect, thereaireduction of Fe
concentration in the roots, which in turn inducée tesponses to the
deficiency of this element. In addition, bicarb@ndtinders Fe transport
from the roots to the shoots and also blocks thbilimation of Fe from the
cotyledons to the roots of seedlings grown withexternal Fe. The
presence of relatively high concentrations of Zor Mr?* in the medium
reduces Fe absorption. This seems to be due tonpetion effect at the
transport level across the plasma membrane, siesponses to iron
deficiency are activated when the entry of Fe exrthot cells is reduced.
Overall results indicate that citrus ability foroir absorption
increases in the absence of Fe in the medium, aldieet activation of the
element acquisition system components. In additadhresponses to Fe
deficiency in roots are metabolically inter-cortethwith each other and are
involved in the absorption of this element by tHanp solubilising Fe by
rhizosphere acidification, reducing the ion*Fe F&* available to plants
and activating iron transporters from the root plaanembrane. The level
of citrus tolerance to iron chlorosis is determitgdhe level of response of
the components of the Fe acquisition system inlaratic situation, being

especially important the role of the enzyme FC-R.






INDICE

1. INTRODUCCION

1.1.LA CLOROSIS FERRICA ..ot e e e, 1
1.2. LOCALIZACION Y FUNCION DEL Fe EN LA PLANTA ........... 3
1.2. 0. FOtOSINIESIS ..o e e e e e e e e 4

1.2.2. Sistemas enzimatiCoS ........ooveeie i B

1.2.3. HIEIrO @ rESEIVA ... e e e e e e e 9

1.3. FACTORES QUE AFECTAN A LA CLOROSIS FERRICA.......... 9
1.3.1. Componentes quimicos del suelo ........................... 10

1.3.1.1. Componentes minerales ..........cccccoeeivveiieinennnnnnnn. 10
13202, PH o 11
1.3.1.3. Contenido de caliza y bicarbonato ........................ 13
1.3.1.4. Formacion de complejos ........ccooeeeeeeeiiiinnnninnnnnnn. 15
1.3.1.5. Presencia de compuestos y/o elementosatese
en altas concentraciones ..................commmmmneeeeeeenn. 15
1.3.2. Componentes fisicos del suelo ...........cccoeeeeeeeei 17
1.3.2.1. Textura y eStruCtural ..........uuueeeeeeniinieieneaeeaen e 17
1.3.2.2. Encharcamiento ...........c.ccoviiiiini i, 17
1.3.2.3. Factores ambientales .............commmmmeeeeiiiiiiiiiiinnnnnnn. 18
1.3.3. Factores inherentes a la planta y su cultivo................. 19
1.3.3.1. Variabilidad genética .............cooevviiniiiiimnnnnnns. 19
1.3.3.2. Practicas culturales .............oceeeeeieeiiiees 19

1.4. SINTOMATOLOGIA DE LA DEFICIENCIADE Fe ................. 19



1.5. ABSORCION DE Fe POR LA PLANTA .....cooooiiiiiiiiieeii e, 21

151 Estrategial co.vvevieiieie e e e e eaeann 22
1.5.1.1. Acidificacion de la rizosfera .............c.ccooveienee. 24
1.5.1.2. Induccion de la capacidad reductora .....ccuuw....... 26
1.5.1.3. Transporte de Fe(ll) al interior de lasiles ........... 28
1.5.1.4. Biosintesis de acidos organicos ..................... 30.

1.5.1.5. Excrecion compuestos de bajo peso molecula... 33
1.5.1.6. Sinergia de las enzima§AlTPasa, FC-R y PEPCasa

en el mecanismo de absorcionde Fe ....................
1.5.1.7. Cambios en proteinas de laraiz ..................... 36.
1.5.1.8. Cambios morfolégicos en laraiz ..................... 36.
1.5.1.9. Influencia del bicarbonato sobre la esgiat| ........... 37

1.5.1.10. Influencia de micronutrientes sobre tea¢sgia | .... 38
1.5.2. Estrategia ll ....c.ooviiie i e e e e 40

1.6. TRANSPORTE DEL Fe EN EL INTERIOR DE LA PLANTA
DISTRIBUCION EN LOS DISTINTOS TEJIDOS .............c....... 43

2. OBIETIVOS .o e 49
3. MATERIAL Y METODOS

3.1EXPERIMENTO 1: RESPUESTAS GENICAS Y FISIOLOGICAS
A LA DEFICIENCIA DE HIERRO DE DOS PATRONES DE
CITRICOS CON DIFERENTE GRADO DE TOLERANCIA
A LA CLOROSIS FERRICA ...ttt e, 57
3.1.1 Expresion de genes relacionados con prateabsorcion ... 58

3.1.2 Acidificacion del medio radicular .........coveeeeeiieeiiiiiieen, 60



3.1.3 Actividad de 1a HATPASA ......vvvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 61

3.1.4 Actividad de la Quelato férrico reductasa-@®gC................... 62
3.1.5 Influjo d€’’Fe en 1S FaICES .....cvveeeeeeeeeeeee e 63
3.1.6 ANAlisis eStadiStiCO ..........uuvrrriimeeeeeiiiiiiiiieiree e 66

3.2 EXPERIMENTO 2: RESPUESTAS METABOLICAS DE LAS

RAICES A LA DEFICIENCIA DE HIERRO INDUCIDA ............... 67
3.2.1 Concentracion de Fe total ........ccccccccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 68
3.2.2 Parametros fotOSINtELICOS ......uvvviiieeeiiieeeeeeei e 68
3.2.3 Acidos organicos en las raiCes ......cooeeeriveeeeeeeieeeieeennn, 69
3.2.4 Acidos orgéanicos en exudados de raiz y sagmatica ........ 70

3.2.5 Expresion de genes relacionados con la srtesacidos

(o] o = g ][0 1< PP 71
3.2.6 Actividades €NZIMALICAS .........uoee e 72
3.2.7 ANAIISIS €StAdISICO ...uieveeeeeee e 74

3.3 EXPERIMENTO 3: EFECTOS DEL BICARBONATO SOBRE
LOS COMPONENTES GENICOS Y FISIOLOGICOS DEL

SISTEMA DE ADQUISICION DEL HIERRO .......ccocveemmveeveeeenees 75
3.3.1 Distribucion y transporte del hierro .......c.cooovvvvveiiiiiincceeennn. 76
3.3.2 Influjo d€'Fe en 1as raiCes .........coveeeeeeeoeeeeeeeeeeeseeeens 76
3.3.3 Parametros fotoSINtELICOS .......vvviieeeeiiieeeeeeei i 77
3.3.4 Expresion de genes relacionados con sisteraagbrcion ... 77
3.3.5 Actividades eNzZiMALICAS ...............cmmmmmreeeeeeeeeeeeeee e e e 77
3.3.6 Acidificacion del medio radicular .........cccccoeveeeiiiniiiininn, 77
3.3.7 AnAlisis eStadiStiCO ..........uuvrriiieeeeeeeeiiiiiiiiereee e 78



3.4 EXPERIMENTO 4. INFLUENCIA DEL BICARBONATO EN LA
MOVILIZACION DE LAS RESERVAS DE HIERRO DE LOS
COTILEDONES EN UN MEDIO DE CULTIVO CARENTE DE F&9

3.4.1 Peso de 6rganos y concentracion de Fe .....................80
3.4.2 Expresion de genes relacionados con la de@bs ........... 80
3.4.3 Actividades de los enzimas H+-ATPasa, FCHERC .......... 80
3.4.4 ANAlisiS eStadiStiCO ...........uuurriimereeeriiiiiiiiiiiie e 80

3.5 EXPERIMENTO 5. EFECTO DE LOS IONES Zr¥ Mn**
SOBRE LOS COMPONENTES GENICOS Y FISIOLOGICOS DEL
SISTEMA DE ADQUISICION DEL HIERRO .......c.coeeeeeieeeenen 81
3.5.1 Concentraciones de Fe, Zn y Mn en los 6rganos.............. 82

3.5.2 Expresion de lo genes relacionados condaraidon de Fe..... 82

3.5.3 Actividad del enzima FC-R en las raiCeS.................ooeenee 82
3.5.4 Acidificacion del medio radicular .........ccccoevvveieeeiiniiiiiinnnn, 82
3.5.5 Influjo de’’Fe en 1aS raiCeS .....voveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 82

3.5.6 ANAlisiS eStadiStiCO ...........uuurriimemeieiiiiiiriiiiiiieee e 82

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESPUESTAS GENICAS Y FISIOLOGICAS A LA DEFICIENA
DE HIERRO DE DOS PATRONES DE CITRICOS CON DIFERENTE

GRADO DE TOLERANCIA A LA CLOROSIS FERRICA ............ 85
4.1.1 Expresion de los genes HA, FRO € IRT e eeeevvvvveeeennnn. 85
4.1.2 Acidificacion del medio eXternNO0 ....... . oeeeeeiivirrinineeeee 87
4.1.3 Actividad de las enzimas4ATPasay FC-R .........c.cccoceueene..e. 89

4.1.4 Absorcion d&’Fe por 1as raiCes ..........ccoveeveeeeereeeeeeennns 89



4.1.4.1 Fe total, intracelular y enriquecimientc e ........... 89
4.1.4.2 Tasa de absorciénHEe en el sistema radical ........... 92
i I T B 1 To] U= (0] o NPT 92

4.2 RESPUESTAS METABOLICAS DE LAS RAICES A LA

DEFICIENCIA DE HIERRO INDUCIDA ... 100
4.2.1 Desarrollo de 1a CloroSis .........oovveeeecceeeeee e 100
4.2.2 Capacidad de biosintesis de acidos organicos................ 101

4.2.2.1 Concentracion en las raices .......cccccevvvvvviiineenenn. 101
4.2.2.2 Concentracion en el xilema .........cccceeeeeeeeeinninnnn, 103
4.2.2.3 Concentracion en el exudado radical ............ ... 103

4.2.3 Actividad de las enzimas relacionadas cometabolismo de

los &cidos organicos y del transportador mitocahdri....... 103

4.2.3.1 EXPresion geniCa .......cccccuvvvvvrmmmmmmeeeeeeeieeeeeeaeeaeaaeens 103

4.2.3.2 Actividad enzimatiCa ...........coeeimmmmmmeeeeeeiiiiiienne 106
4.2.4 DISCUSION ...oeiiiiiiiiiiii et eemeee ettt ettt 107

4.3 EFECTOS DEL BICARBONATO SOBRE LOS COMPONENTES
GENICOS Y FISIOLOGICOS DEL SISTEMA DE ADQUISICION

DEL HIERRO ...ttt 112
4.3.1 Desarrollo de la clorosis y crecimiento degdiantas ............ 112
4.3.2 Absorcion de hierro y su distribucion enlenga ................. 113
4.3.3 Estado del aparato fotoSintétiCo .....cvvviiiiiiiiiieeiieeeen.. 116
4.3.4 Expresion génica y actividades enzimaticas.................... 117
4.3.5 Liberacion de H.........cccocoovieeeeeecece e 119

4. 3.6 DISCUSION et e e 120



4.4 INFLUENCIA DEL BICARBONATO EN LA MOVILIZACION DE
LAS RESERVAS DE HIERRO DE LOS COTILEDONES EN UN

MEDIO DE CULTIVO CARENTE DE F€ ......cevvvviiiiiiiiieeeeeeee, 129
4.4.1 Crecimiento de las plantulas y distribuciéhtderro ........... 129
4.4.2 EXPreSion gENICA ........ccoeeeeueees o s esessssssasssseeeeeeeeeeeens 131
4.4.3 Actividades enziMatiCas ..............cmmmmreeeeeeeeeeeeeeeeennannnnnns 136
4.4.4 DISCUSION ...oovviiiiiiiiii et eemeee ittt 137

4.5 EFECTO DE LOS IONES ZhY Mn?* SOBRE LOS
COMPONENTES GENICOS Y FISIOLOGICOS DEL SISTEMA
DE ADQUISICION DEL HIERRO .....ceoiiiiiiii e 144
4.5.1 Concentracién de Fe y Zn en sistema radipakte aérea
de plantulas germinadas en medio de cultivo can drs ....144
4.5.2 Expresion génica en condiciones con 0 sin.Zn................ 146
4.5.3 Acidificacién medio externo en condicionen ocsin Zn .... 149
4.5.4 Actividad FC-R en condiciones con o sin Zn................... 149
4.5.5 Tasa de absorcién Y€e en condiciones con o sin Zn ......... 150
4.5.6 Concentracion de Fe y Zn en sistema radipakte aérea
de plantulas germinadas en medio de cultivo can ¥a ... 150
4.5.7 Expresion génica en condiciones con o sin.Mn............... 152
4.5.8 Acidificacién medio externo en condicionen ocsin Mn .... 156
4.5.9 Actividad FC-R en condiciones con 0 Sin MN.................. 156
4.5.10 Tasa de absorcién HEe en condiciones de con o sin Mn . 156
4.5.11 DISCUSION ..covviiiiiieeieee et 157

5. CONCLUSIONES FINALES... ..o, 163

6. BIBLIOGRAFIA ..ottt 169



TABLAS

Tabla 1. Secuencias de oligonucledétidos de los genes FRQJRIAy

NRAMP e 60
Tabla 2. Secuencias de oligonucleétidos de los genes PERMIH,
MMDH, ME,CS, ACO, FUM Yy DTC .....ccooiiiiiivieeeveeeeen, 72

Experimento 1
Tabla 3. Contenido de hierro total e intracelular y defiguecimiento en

Fedel  sistema radical ..........cccooveveuseeeeeeeeeen e, 90
Experimento 2
Tabla 4. Concentracion hierro total en parte aérea y sestemical ..... 100
Tabla 5. Estado del aparato fotosintético de las hojas...................... 101

Tabla 6. Actividades enzimaticas implicadas en la biosiatds acidos
(o]0 =101 oT0 1T PSPPI 106
Experimento 3
Tabla 7. Biomasa, concentracién de hierro total y' ke en exceso y
contenido d&’Fe en la parte aérea y el sistema radical .....113
Tabla 8. Liberacién de hierro apoplasmico y contenido arbi

intracelular en 1as raiCes ..............wwcemmmeeeeeeeiieieeeeee s 116
Tabla 9. Estado del aparato fotosintético de las hojas...................... 117
Tabla 10. Liberacion de F............ccocoveieeieeeeceee e 120
Experimento 4
Tabla 11.Biomasa de las distintas fracciones de las plastul............. 130

Tabla 12. Concentracion de hierro total en las distintasdi@nes de las
plantulas a los 21 dias de la siembra y tras 4% d# trasferencia
A 0tro MEdiO CON FE ..ot s e e 131
Tabla 13. Actividades de los enzimas FC-R-ATPasa y PEPCasa ..... 136



FIGURAS

Figura 1. Funciones del Feenlaplanta ..................coo i iiiiiieiieennn, 3
Figura 2. Implicacion del hierro en la ruta biosintéticaldelorofila ....... 5
Figura 3. Actividad del F&" en varios 6xidos e hidréxidos férricos

presentes en suelos en funciondel pH ................cocoee. 11.
Figura 4. Efecto del pH sobre las especie$'FeFe(OHJ en comparacion

con las hidroxiladas de Feen equilibrio con el Fe del suelo ... 12
Figura 5. Especies hidrolizadas de*en equilibrio con el Fe del suelo. 13
Figura 6. Clasificacion de las plantas en funcion de suuesta a la

ClOrOSIS TEITICA ... e el 22
Figura 7. Modelo de absorcion de Fe por las raices de |asdgsajue

desarrollan la Estrategia | .........ccoooiiiiiiii e, 23
Figura 8. Esquema ciclo de biosintesis de acidos organictessesélulas

e A TAIZ ..o s 32
Figura 9. Modelo de absorcion de Fe por las raices de |asdgsajue

desarrollan la Estrategia Il ..........cooiiiiiiiiiiiiii e 41
Experimento 1
Figura 10. Expresion de los genes HAL, HA2, FRO1, FRO2, IRTRTZ,

actividad enzimas HATPAsa y FC-R y tasa absorcidffre ....87
Figura 11. EXtrusion de ProtONES ...........ceeeeeeeesommmmmmsssesveneneneeeeeeeneeeeeens 88
Figura 12. Liberacion de Fe apoplastiCo ............coceeeeeeeeeeeccniniinnnnne, 91
Experimento 2
Figura 13. Concentraciones de citrato y malato en el sistewiaal,

el xilema y el exudado radical de las plantas. .................... 102
Figura 14. Expresion génica de los genes que regulan losnaszi CA

y el transportador DTC mitocondrial .........coeeeeveevvieennnnnnnn. 105



Experimento 3
Figura 15. Distribucién relativa dé’Fe en la planta ............cccoeveeuee.... 114

Figura 16. Liberacién de Fe no intracelular de la raices...cu.............. 115
Figura 17. Expresion de los genes HA1, HA2, FRO1, FRO2, IRT1
IRT2, actividad de los enzimas+ATPAsa y FC-R y tasa de
ADSOICION AB'FE ... 118
Figura 18. Expresion del gen PEPC1 y actividad del enzimaG#sR . 119
Experimento 4
Figura 19. Expresion de los genes HAL, HA2, FRO1, FRO2, IRRT_2,
PEPC1 y NRAMP3 de las plantulas a 21 dias deelalsia .... 133
Figura 20. Expresion de los genes HAL, HA2, FRO1, FRO2, IRRT.2
y PEPCL1 de las plantulas tras 15 dias de tramsfieren un
MEAIO CON FE ..o 135
Experimento 5
Figura 21. Concentracion de hierro y zinc en la parte aérelssistema
radical de las plantulas cultivadas con o sin.Zn................... 145
Figura 22. Expresion de los genes HA1, HA2, FRO1, FRO2, IRRTI2 y
NRAMP3, extrusion de protones, actividad enzimaH-¢Z tasa
de absorciéi’Fe de plantulas cultivadas cono sinZn .......... 148
Figura 23. Concentracion de hierro y manganeso en la paréa aeel
sistema radical de las plantulas cultivadas ceimdin ........... 152
Figura 24. Expresion de los genes HA1, HA2, FRO1, FRO2, IRRTI2 y
NRAMP3, extrusion de protones, actividad enzimaR-¢

tasa de absorcidfiFe de plantulas cultivadas con o sin Mn ..... 155






1. INTRODUCCION






Introduccioén

1.1 LA CLOROSIS FERRICA

La deficiencia de hierro o clorosis férrica es dealas alteraciones
nutricionales mas importantes que afecta a la mpgae de los cultivos,
tanto horticolas como frutales, algunos de ellogrd@ interés econémico,
limitando su rendimiento y causando grandes pésda&tondémicas. Esta
fisiopatia esta asociada generalmente con suelbsossaque ocupan
aproximadamente el 30% de la superficie terre€ihe y Barak, 1982) v,
afecta especialmente a la mayor parte de planteside frutales que se
desarrollan en la cuenca mediterranea, donde sbituales este tipo de
suelos (Jaegget al.,2000). En Europa, el mayor impacto de la defidgeenc
de hierro se da en Espafia, donde se estima que8#ha81 ha destinadas a
cultivo de citricos, melocotoneros, tomate y fresabufren este problema
(M.A.P.A. 2007).

La forma mas efectiva de evitar la clorosis féeresamediante el uso
de patrones tolerantes. En el caso de los citrgm$ian observado grandes
diferencias entre distintas especies en cuanto &osgportamiento en
medios clorosantes y, por ello, algunos de ellostdigan como patrones
tolerantes a la deficiencia de hierro (Cooekal., 1962; Forner y Alcaide,
1994). Asi, el naranjo amargo es conocido por ssnauesistencia a la
caliza y condiciones adversas del suelo, sin ensbangsensibilidad a la
“tristeza” ha obligado a descartarlo en las plaotes de la Comunidad
Valenciana. También son patrones resistentes etlamiaio Cleopatra y el
Citrus macrophylla mientras que los citranges Troyer y Carrizo son
moderadamente tolerantes a esta fisiopatia (Castlal., 2009). Las
condiciones alcalinas de la mayoria de suelos dedaca mediterranea han

impedido la difusidbn de algunos patrones sensilsl@®o el Poncirus
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trifoliata o el Citrumelo 4475. No obstante, la disponibiidactual de
patrones resistentes es todavia muy limitada.

Por ello, la técnica comunmente utilizada para amla clorosis
férrica, es la correccién y/o prevencion de esthcidacia mediante la
aplicacién al suelo de quelatos férricos de sisitdsis fertilizantes a base
de quelatos de hierro sintéticos que se puedenngaccen el mercado
espaniol constituyen un grupo muy numeroso de maarasrciales, que ha
aumentado paulatinamente durante los ultimos veiiits. Por ejemplo, en
el afio 2007 el mercado ofrecia tres veces mas mateaeste tipo de
productos que en el afio 1990 (De Lifian, 1990, 20G@)mo principio
activo, la mayoria de estos compuestos estan bmsadtas moléculas Fe-
EDDHA (etilendiamino-di-o-hidroxifenilacetato fetcdlll)) y
FeEDDHMA (etilendiamino-di-(o-hidroxi-p-metilfenittato ferrato(lll))),
que son las mas eficaces en condiciones alcaljrague es maxima su
estabilidad frente al pH en el rango de 7-9 (NdyvEd91) y minima su
reactividad con los componentes del suelo (Alvé&emandezt al.,2002).
No obstante, el elevado precio de estos fertilemmgfuimicos hace que su
aplicacion esté restringida solamente a cultivogrde rentabilidad, como
es el caso de los frutales y citricos. En este mtmnd=spara es el mayor
consumidor europeo de estos fertilizantes, estimgsmdu consumo anual en
unas 3.000 tm. El gasto en tratamientos correctigesarencia de Fe puede
suponer hasta el 50% del coste anual de fertiksade una explotacion
agricola (San=zt al., 1992). En concreto, en Espafna en el afio 2004, este
coste fue estimado en 26 millones de euros (Syag€mbp Protection,
2005).

Para comprender y mejorar el control de esta ceremclos citricos,

es fundamental identificar los componentes invados en la absorcion del
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hierro, profundizar en los mecanismos bioguimicogenéticos que se

activan, asi como en la regulacion de las sefalgdicadas en la

homeostasis del Fe.

1.2 LOCALIZACION Y FUNCION DEL Fe EN LA PLANTA

El hierro es un micronutriente esencial para las plantagjugasu

facilidad para cambiar de estado de oxidacion haeeesté implicado en un

gran numero de procesos bioquimicos y que seatoofde numerosos

complejos enzimaticos (Figura 1).

FUNCIONES DEL HIERRO EN LA PLANTA

}
! '
FOTOSINTESIS | SISTEMAS | Fe DE RESERVA |
l ENZIMATICOS
| |

_ | | |

Sintesis delorofilas

Integridad deloroplastos
l }

HEMICOS o NO HEMICOS
HEMOPROTEINAS Ferredoxina
Citocromos .
Aconitasa
Nitrato reductasa . .
) Riboflavinas
Leghemoblobina Superoxidodismutasa
Catalasas NADHdeshidrogenasa

Peroxidasas .
Nitrogenasa

Ribonucleétido

Figura 1. Funciones del Fe en la planta (Alvarez-Fernanzea0).

1.2.1 Fotosintesis

Fitoferritina

El hierro juega un papel muy importante en la fotesis, ya que

participa en varios de los pasos de la ruta biésoat de la clorofila, y

3



Introduccién

regula la actividad del sistema enzimatico parafdemacion de la
protoclorofila y de otros pigmentos fotosintétic@diller et al., 1984;
Marschner, 1995).

La biosintesis de las clorofilags un proceso complejo, en el que en
la primera fase el aminoacido &cido glutamico esvedido en acido g-
aminolevulinico (Figura 2). A partir de ahi, se estan varias fases
metabolicas para la formacién de los cuatro anidpe forman los
tetrapirroles. Algunos enzimas de los cloroplagtesden insertar Mg en
el centro del tetrapirrol, dando como resultadalfia clorofila, o bien F&,
para sintetizar grupos hemo. La protoporfirina Ixmbién puede ser
exportada del cloroplasto hacia la mitocondria, ddores utilizada para
producir citocromos o utilizarse como sustrato parsintesis del fitocromo
(Hans-Walter, 1997; Beale, 1999; Kannangara y GoLgni8).

De esta manera, la deficiencia de Fe provoca uhaccedn de los
productos de los tetrapirroles involucrados en ilaesis de pigmentos
fotosintéticos, sobre todo de clorofilas y, por,dses pigmentos amarillos
(xantofilas y carotenos) predominan en las plad&gientes en Fe, y son

los responsables del amarillamiento foliar.
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Acido y-aminolevulinico

}

Porfobilinégeno

!

Coproporfirinbgeno
| - Fe
Fe .
«—— Protoporfirina IX

Grupos hemo:

citocromos
fitocromos l Mg
Mg-Protoporfirina IX
l « Fe

Protoclorofilida

!

Clorofilida
| Fe
Clorofila

Figura 2. Implicacién del hierro en la ruta biosintéticaldelorofila.

Los pigmentos fotosintéticos se localizan en lasmbranas
tilacoidales de los cloroplastos asociados conepmas, con las que forma
complejos que tienen como funcion la intercepcionapalizacion de la
energia luminosa a energia quimica durante el poode la fotosintesis
(Seibert, 1993). Los fotones absorbidos en excesn disipados
eficientemente mediante procesos no fotoquimicosis{én de calor y
fluorescencia). Asi, en condiciones de estréscigria tasa de fotosintesis
disminuye, a la vez que la disipacion en forma aercy la fluorescencia
aumentan. La relacién inversa entre la emision lderdscencia de la

clorofila a y los procesos fotoquimicos, permitdiaar a la primera como
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indicador de la eficiencia fotosintética de unantda(Morales, 1991,
Belkhodja, 1998).

Ademas, el Fe también es responsable de la moi#plegtructura y
mantenimiento de los cloroplastos, aunque no pagaeeafecte al nimero
de éstos por unidad de hoja (Terry y Abadia, 198Badia, 1992;
Marschner, 1995). La deficiencia de hierro provana drastica reduccion
del nimero de ribosomas, con lo cual disminuyérngesis de proteinas, con
el consiguiente aumento de la concentracion de @uidos en las hojas
cloréticas. Esta reduccion afecta en mayor medidias gproteinas de los
cloroplastos que a las citoplasmicas. Funkhougenice (1974) observaron
que el contenido de proteinas totales en hojastatas de maiz resultd un
25% inferior al de las hojas testigo, mientras qgas proteinas
cloroplastidiales disminuyeron en un 82%, sobreotodmo consecuencia
de la reduccion de las proteinas estructuralessigrana.

La reduccion en la capacidad fotosintética en coodes de
deficiencia de Fe, se traduce en una disminucidloglaiveles de azucares
y almidon. En conjunto, se produce una amplia @ién del metabolismo
que da como resultado el mal funcionamiento figimd de la planta
(Abadia, 1992; Terry y Abadia, 1986; Terry y ZayEel5).

1.2.2 Sistemas enzimaticos

El hierro se presenta en los vegetales formandi pke un buen
namero de sistemas enzimaticos importantes parmae&hbolismo de las
plantas, que se pueden dividir emmplejos hémicogo hemoproteinas) y
no-hémicos, dependiendo de si el ion Fe en la im@testa unido a un anillo
de porfirina 0 no, respectivamente. Dentro del prigrupo tenemos:
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- Citocromo: complejo responsable del transport@mergia en los
sistemas redox de los cloroplastos, las mitocosdri cadena redox de la
nitrato reductasa (Clarkson y Hanson, 1980; MarsigHi995).

- Leghemoglobina: enzima implicada en el procesdijdeion del
nitrégeno en leguminosas (Marschner, 1995).

- Catalasa: enzima que interviene en la fotoresiginay en el ciclo
de Calvin. Facilita la dismutacion de® en HO y O, en los cloroplastos
(Bar-Akivaet al.,1978; RoOmheld y Marschner, 1991).

- Peroxidasa: enzima que favorece la eliminaciorHg®, en los
cloroplastos, e interviene en la polimerizaciorfel®les para la biosintesis
de lignina en la rizodermis y endodermis de lasesa{Marschner, 1995).

- Fitocromo: molécula fotosensible esencial pafatamorfogénesis
o desarrollo de la planta (Hans-Walter, 1997; Kagagaa y Gough, 1978).

Los sistemas enzimaticos no-hémicase caracterizan porque el Fe
esta coordinado con un grupo tiol de cisteina o®anmorganico formando
enlaces Fe-S o con ambos (Rémheld y Marschner,)18&htro de este
grupo tenemos:

- Ferredoxina: proteina férrica que actia como tacefinal de
electrones en un gran numero de procesos metabotomo son la
fotosintesis y la reduccion del nitrato y sulfatddeqgel y Kirkby 2001;
Marschner, 1995). Su alto potencial redox le permé@ducir sustancias
como NADP, nitrato, oxigeno y sulfato.

- Aconitasa: enzima que cataliza la isomerizaci@ airato a
isocitrato en el ciclo de los acidos tricarboxiicHsu y Miller, 1968;
Beinert y Kennedy, 1989; Marschner, 1995).
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- Riboflavina: molécula necesaria para el crecitaete las raices ya
qgue reduce la cantidad de auxina (inhibidor detioreento de la raiz). La
cantidad de riboflavina en plantas deficientes-dees unas 200 veces mas
elevada que en plantas que crecen en medios cadciesaia de este
elemento (Welkie y Miller, 1989).

- Superoxido dismutasa: enzima que elimina loscedes libres
anidnicos superoxido; sus isoenzimas son comunéssesioroplastos pero
también pueden encontrarse en mitocondrias, pemm@s y citoplasma
(Droillard y Paulin, 1990).

- Acido aminolevulinico sintetasa y coproporfiriedg oxidasa: son
enzimas relacionadas con la sintesis de porfirinas.

- Xantina oxidasa: enzima que tiene diversas fur@scen procesos
metabdlicos tales como la fotosintesis, la resgiraanitocondrial, la
fijacion de N, la reduccion de SO a SQ?, etc.

- Ribonucleodtido reductasa: enzima que participdaesintesis de
RNA (Romheld y Marschner, 1991). En este sentidoddficiencia de Fe
provoca la disminucion del niumero de ribosomasaercélulas de las hojas,
pero soOlo en caso de deficiencia severa tambiare sehibida la division
celular (Abbott, 1967).

- Otras enzimas: hay una serie de enzimas menaxidas en las
gue el hierro actia bien como un componente metélicreacciones redox
0 como un elemento de union entre enzima y sustesitve ellas estan las
lipoxigenasas que regulan la peroxidacion de lgidoor lo que estan
implicadas en la senescencia celular y en la ezgigt a las enfermedades
(Nagarathanat al.,1992).
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1.2.3 Hierro de reserva

Finalmente, el hierro libre (hierro que no esta pl@ado a
compuestos carbonados) puede interaccionar corxigérmo para formar
aniones superoxido ¢, que dafian las membranas al degradar los
componentes lipidicos no saturados (Halliwell yt€&idge, 1984; Peterson,
1991). Las células vegetales limitan este dafioetalmacenamiento del
excedente de hierro en un complejo hierro-protédamado “fitoferritina”
localizado fundamentalmente en las hojas (BieryfAlan der Mark, 1983).
Esta proteina de reserva [(FeO-@KeO-OPGH,)] esta formada por 24
subunidades idénticas que forman una esfera hwecama masa molecular
de 480 kDa. El centro de esta esfera contiene 8408 y 6200 atomos de
Fe(lll) como un complejo éxido férrico-fosfato. fitoferritina constituye la
principal reserva de Fe de la planta y supone €132 del Fe total de la
planta en materia seca.

En términos cuantitativos, el 65% del Fe present&as hojas de las
plantas esta asociado a proteinas; y de esta adngti35% se acumula en
la fitoferritina, el 10% esta unido a hemo-protsiyaotro 20% a sistemas
enzimaticos no-hémicos (Price, 1968). Dentro deola, el 80% del Fe se

localiza en el cloroplasto (Tiffin y Brown, 1962).

1.3 FACTORES QUE AFECTAN A LA CLOROSIS FERRICA

El hierro es el cuarto elemento mas abundante eartaza terrestre
después de oxigeno, silicio y aluminio, represatdan 5% del peso de ésta
y el 3.8% de la composicion del suelo (Lindsay, 2 9Benavides, 2000).
Por ello, la deficiencia de hierro no se produceyrocontenido insuficiente

de Fe total en el suelo, sino que, normalmentdrasa de una deficiencia
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inducida por alguna circunstancia que impide que elemento pueda ser
utilizado por la planta.

Las causas desencadenantes de la clorosis féeicancuentran
generalmente en determinados factores del suetmuauel genotipo, las
condiciones ambientales y el manejo cultural, adran en uno u otro

sentido sobre esta fisiopatia.

1.3.1 Componentes quimicos del suelo

1.3.1.1 Componentes minerales del suelo

El hierro se encuentra como Fe(ll) en la mayoridodeminerales
primarios del suelo (olivino, hornblenda y biotitalPero durante la
meteorizacion de éstos en medios aerobios, el )Feghecipita
fundamentalmente como oxidos e hidroxidos de Fef@ldiendo coexistir
compuestos con distinta composicion y grado deatidacion, y por tanto,
con distinta solubilidad. De acuerdo con Linds&§7@, 1991b), la cantidad
de Fe solubilizado depende del tipo de mineral.n@uaas soluble es el
mineral de donde procede, mayor es la concentra@dre disponible en la
solucion del suelo (Lindsay, 1979; Schwertmann,1)19Bos minerales de
Fe se clasifican por su solubilidad segun la sigeiesecuencia: Fe(OH)
amorfo > Fe(OH) del suelo >y-FeOs; maghemita >y-FeOOH
lepidocrocita >0—Fe03; hematita >a—FeOOH goetita (Figura 3); donde el
oxido de Fe amorfo es el mas soluble mientras gg@dtita es la de menor

solubilidad, y por tanto, el que aparece en elssaelmayor cantidad.
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Fe(OH)3 (amorfo)
Fe(OH)s (ferrihidrita)
FeOOH (y-lepidocrocita)
Fez03 (y-maghemita)

o 12 Fez0s (a-hematita)
@ -14 FeOOH (a-goethita)
§j -16

-18

-20

-22

Figura 3. Actividad del F&" en varios 6xidos e hidréxidos férricos presentes e
suelos en funcién del pH (Lindsay, 1995).

1.3.1.2pH del suelo
El Fe en el suelo se presenta en dos posibledosstie oxidacion:
férrico (F€") y ferroso (F&). En condiciones acidas y no oxidantes

predomina la forma Bésoluble (Figura 4).
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Log(Actividad)

—— Fe(lll)
— Fe(ll)

T I ! 1 | !

3 4 5 8 7 8 9
pH

Figura 4. Efecto pH sobre las especies’Fg Fe(OH) en comparacion con las
especies hidroxiladas de Fe(lll) en equilibrio ceinFe del suelo (Lindsay y
Schwab, 1982).

Sin embargo, en presencia de oxigeno y en meditiraicel F&* es
oxidado rapidamente a Eeque precipita en forma de 6xidos e hidréxidos
de FE€" y otras formas intermedias tales como Fe(®Hd)Fe(OH)" (Figura

5), segun la reaccion:

AFE'+ 0, +10HO —> 4Fe(OH)+8H' (1)

12
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Requerimiento de hierro para un desarrollo 6ptimo de la planta

Fe(OH),"

Log(Actividad)
=

pH
Figura 5. Especies hidroxiladas de Fe(lll) en equilibrio cginFe del suelo (Lindsay,
1979).

La solubilidad del Fe estd muy relacionada con Hldel suelo,

segun la siguiente reaccion reversible:

Medio alcalino

Feé*+ (OH) ——> Fe(OH) (2)
(Soluble)  —— (Insoluble)
Medio acido

El aumento del pH en una sola unidad puede dismliamgolubilidad
de los compuestos de hierro hasta 1000 veces egulacia concentracion
de Fe soluble a valores inferiores a4® para un valor de pH entorno a
7.5 (Lindsay, 1995).

1.3.1.3Contenido de caliza y bicarbonato del suelo
La marcada reaccion alcalina de los suelos calsa(Emura 5),

impide la solubilizacién del Fe que se encuentrafama de 6xidos e
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hidréxidos (Lindsay, 1979). En estas condicionasgdncentracion de Fe
libre es inferior a 18° M, mientras que los niveles requeridos por la plan
son mayores, entre 0/ 10* M (Guerinot y Yi, 1994). En consecuencia,
este elemento pasa a ser un nutriente deficitara lps plantas.

En los suelos calizos se generan normalmente @tasentraciones

de i6n bicarbonato controlado por la siguiente ¢igc
CaCQ+2H == C&"'+H +HCOs(ac) pK=-7,82 (3)

Esto hace que la mayoria de los suelos calizositeng valor de pH
que oscila entre 7.5 y 8.5; pudiendo llegar inclasealores superiores a 9
cuando en los suelos existen contenidos aprecidbBl®&aHCQ disuelto. A
estos valores de pH la concentracion de Fe soksbleastante baja porque
en presencia de bicarbonato también puede formi@Edr@xido férrico
(Lindsay, 1979, 1991b; Lindsay y Schwab, 1982), iargé la reaccion:

AFE"+ 0, + 8HCQ + 2 HO —> 4 Fe(OH) + 8 CG (4)

Por todo lo anterior, el contenido en ion ferrosdak suelos calizos
con una aireacion normal es generalmente muy espasdominando el
hidréxido férrico que es la forma termodinamicareentds estable del
hierro presente en los suelos, y también la meolble, por lo que hace
muy dificil su utilizacién por la planta.

Por otra parte, los altos niveles de HCeén la solucién del suelo
pueden inducir directamente la deficiencia de bieen las plantas,
desacoplando su absorcién y transporte (Couloetha., 1984; White y
Robson, 1990; Cinelli, 1995). Sin embargo, el mai® accion del
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bicarbonato no se comprende totalmente. De est@rmmase ha propuesto
que el bicarbonato puede actuar: 1) tamponandolizién del suelo,
manteniéndolo en un rango de valores entre 7.55y .reduciendo
marcadamente la solubilidad y disponibilidad delBenniniet al.,2009);
2) inhibiendo la induccién de la actividad de lziema FC-R en plantas
deficientes en Fe (Romerat al.,, 1997; Alcantaraet al., 2000); 3)
impidiendo el transporte de Fe desde la raiz & t@eal y Alcantara,
2002); y 4) causando la alcalinizacién del xilem@ey apoplasto de la hoja,
lo cual reduce el Fe absorbido por las célulasmkdofilo (Mengelet al.,
1994; Wegner y Zimmermann, 2004).

1.3.1.4Formacién de complejos

El Fe tiene capacidad de asociarse con ciertos westgs naturales,
formando complejos estables y facilitando la mdeiti de este elemento en
la disolucion del suelo y su adquisicion por lanpda(Lindsay, 1991a). Estas
moléculas proceden principalmente de la transfoidnacle la materia
organica (acidos humicos y fulvicos, aminoacidosdé,exudados de las
raices (fitosideréforos) o segregados por algunogroorganismos
(sideroforos). Sin embargo, con un exceso de naateganica, el Fe puede
quedar fijado en compuestos humicos poco solubBsnz-Encinas y
Montafiés, 1997).

1.3.1.5 Presencia de compuestos y/o elementos maies en altas
concentraciones

La elevada concentracion de ion"Na un suelo puede desplazar al
Fe ante los agentes quelantes. Los altos niveldsatlg K™ en el suelo,

junto con bajos de Gj degradan la estructura del suelo reduciendo su
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aireacion y alterando las relaciones suelo-aguagertet al., 1994). Por
otro lado, el hierro en suelos acidos y con praaete concentracion alta de
fosfato puede precipitar como fosfatos de hierrsolubles (Lindsay y
Schwab, 1982).

La absorcion de Fe esta estrechamente relaciormd#aade otros
metales, y las concentraciones elevadas d& ¥nMn®** en el medio
interfieren en la absorcién de?*en la raiz, reduciendo la concentracién de
Fe en la planta, que incluso pueden mostrar sirgataadeficiencia de Fe
(Cohenet al., 1998; Foyet al., 1998; Izaguirre-Mayoral y Sinclair, 2005;
Adiloglu, 2006; Aref, 2011; Shanmugaet al., 2011). Este efecto ha sido
atribuido a la competencia entre los iones por di®s de absorcion
(Kochian, 1991; Welch, 1995). Por el contrario,téaBi’* como Mrf* son
mas facilmente absorbidos por las raices de lagtgsladeficientes en Fe
(Alcantara et al., 1994; Cohenet al., 1998; Korshunoveet al., 1999;
Eckhardt et al.,, 2001). Por otro lado, la presencia de elevadas
concentraciones de otros microelementos en el mpdexde provocar
alteraciones estructurales y bioquimicas en lademmss de transporte que
dificulten su afinidad por el B&(Zaharieva y Rémheld, 2000).

Los suelos con un elevado contenido en metaleslpgsaomo Cd
(Alcantaraet al.,1994; Changt al.,2003; Moralet al.,1994), Pb (Changt
al., 2003), Co (Bartoret al.,2000), Cr (Bartoret al.,2000) y Ni (Alcantara
et al., 1994; Bartoret al.,2000; Lucenat al.,2003), ademas de su posible
toxicidad para la planta, pueden afectar al sistéenabsorcion de las raices

dificultando la reduccion, translocacion y utiligat del Fe (Lucena, 2000).
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1.3.2 Componentes fisicos del suelo

1.3.2.1 Textura y estructura del suelo

En suelos arenosos degradados y con pH bajo, el Figh
solubilizado en el medio acido es lavado por lasidls y los riegos, y
desplazado a las capas profundas del suelo, yaptw la concentracion de
Fe total al alcance de las raices en estos suslosug baja (Mengel y
Kirkby, 2001).

Cuando el contenido en arcilla de un suelo es détevips iones
férricos (F&) pueden quedar adsorbidos por éstas y permanecer
fuertemente fijados a ellas, dificultdndose de estelo su asimilabilidad
(Kashirad y Marschner, 1974; Kolesehal.,1987a,b).

1.3.2.2 Encharcamiento

En suelos con alta humedad y poca aireacion (ciomdis
reductoras) se produce una acumulacién de anhidw@aibdnico (CQ),
debido a la menor velocidad de difusion de los gaseel agua (Inskeep y
Bloom, 1986). Este exceso de £@ovoca la aparicion de bicarbonato, que

se concentra en la solucidn del suelo por la sigeieaccion:

CaCQ+CO,+H,0 — C& +2HCQ (5)

En estas condiciones, se reduce la cantidad de ii@neosos a la
mitad, debido a la formacion de hidréxido férriggegun la reaccion (4)
explicada en el apartado de la quimica del sugl@ntras que aumentan la
de calcio, manganeso, aluminio y sulfatos (Tep&91L9
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El exceso de humedad también puede afectar atlaraedtel suelo,
como por ejemplo en suelos calizos con texturdl@sai donde se produce
la compactacion del suelo y la impermeabilizacioe ths capas
superficiales. Esto provoca la falta de aireaci@h sbielo (condiciones
reductoras) y la acumulacion de i6n bicarbonatg((sela reaccion (5).
Ademas, el exceso de @@n condiciones de altas temperaturas y suelos
encharcados, puede influir directamente sobre #atal al dificultar la
actividad de los enzimas relacionados con la alisorde Fe en la raiz
(Inskeep y Bloom, 1986).

Por otro lado, en suelos acidos y con exceso deetiad, el
descenso del potencial redox disminuye la conceintrade oxidos férricos
y provoca exceso de Fe(ll) en el suelo (Ponnampeerd®72; Kozlowski,
1984). La absorcién excesiva y descontrolada o€ paede alcanzar
concentraciones de toxicidad para la planta, aaréc sintomas como
ennegrecimiento de los apices radiculares, intihiclel crecimiento de la
raiz y marcas necrgticas en las hojas (Snowden geWh 1995; Schmidt y
FUhner, 1998). Estos efectos son debidos a estiéstivo inducido por la
generacion de radicales libres debido a reaccidgregon (Hendry y
Brocklebank, 1985).

1.3.2.3 Factores ambientales

Las bajas temperaturas producen la inhibiciébn dekimiento
radicular, lo cual afecta la absorcion de Fe (Chabh@84). En plataneras, el
maximo de absorcion del Fe se produce por encimdosle37/30°C
(temperatura dia/noche) y cuando las temperatueasiahden hasta los
17/10°C se reduce la cantidad de Fe absorbido €0 ties veces (Lahav y

Turner, 1984). Por otro lado, las altas temperatpraducen la degradacion
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de fitosideréforos, lo cual afecta directamenteaaabsorciéon del Fe en

plantas de estrategia Il (Bergmann, 1992).

1.3.3 Factores inherentes a la planta y su cultivo

1.3.3.1 Variabilidad genética

Dentro de la misma especie vegetal, pueden exsticdades
eficientes y variedades no eficientes frente adac@ncia de Fe. Esto
ocurre con algunos genotipos de pepino (RabottogcHi, 2006), alfalfa
(Donnini et al., 2009), guisante (Jeladit al., 2010a), vid (Tagliavinet al.,
1995; Dell'Ortoet al., 2000a; Ksouriet al., 2006), kiwi (Vizzottoet al.,
1999), melocotén (Gogorcera al., 2004; Jiménezt al., 2008, 2011) y
citricos (Treeby y Uren, 1993; Manthey al., 1994; Pestanat al., 2005;
Castleet al.,2009).

1.3.3.2 Practicas culturales

La aplicacion abusiva de herbicidas que incorparaagonistas del
Fe en su composicion (Udoh y Nelson, 1986), el exce riego (Yeet al.,
1988) y las enmiendas organicas (Rémheld y MarschH#86) pueden

reducir la absorciéon de Fe.

1.4SINTOMATOLOGIA DE LA DEFICIENCIA DE Fe

La sintomatologia de la carencia de Fe en citricosno en la
mayoria de cultivos, se manifiesta principalmemedas hojas, que pierden
su color verde intenso y evolucionan hacia tonos van desde el verde

claro hasta el amarillo palido, segun la intensidada afeccion (Legaet
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al., 1995, 2008). Este hecho es debido a una disminudé la
concentracion de pigmentos fotosintéticos, funddaterente de clorofilas
(Abadia y Abadia, 1993). Las nerviaciones de Igashsuelen mantener el
color verde oscuro y aparecen remarcadas sobreomdo fmas claro
semejando una especie de malla o reticulo, maaifdst asi la baja
movilidad del Fe incluso dentro de la hoja y suabdigtribucién hacia las
zonas de crecimiento (Chaney, 1984).

La carencia de hierro afecta también al desargoloecimiento de
los nuevos Grganos en la planta. Las nuevas booie€ireducen su tamafio
como consecuencia de la escasa translocacion dezleshento desde las
hojas adultas u otros 6rganos, y son progresivammaenos vigorosas, sus
entrenudos mas cortos y sus hojas mas pequefisclsrosis se agudiza,
se transforma en necrosis y provoca una defoligmiématura de los brotes
que conlleva la muerte progresiva de los mismosieczando por su zona
apical. El crecimiento del sistema radical tambsénpuede ver reducido
(Bertoniet al.,1992).

Los arboles sometidos a condiciones deficitariabel@en afectada
su produccion de manera especialmente significayi@ague disminuye el
cuajado de frutos (y por tanto, el nimero de ésyol calidad de los
mismos (Pestanet al., 2003; Tagliavini y Rombola, 2001). Con niveles de
deficiencia aguda, las naranjas y mandarinas madwelen ser de menor
tamafio, con la piel suave y falta de color. Esatarestico que el flavedo
adquiera color amarillento, sin alcanzar las talz@les anaranjadas-rojizas
de los frutos normales. Adicionalmente, la carew@aierro disminuye el
contenido en sdlidos solubles totales del zumodkegal.,2008). Ademas,
el ciclo vital del arbol se acorta y su fase prddac resulta

considerablemente inferior a la normal (Alvarezrdedezet al., 2003,
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2005), pudiéndose alcanzar la muerte prematuraadel en casos de
deficiencia extrema. Todo ello, provoca importantespercusiones

econdmicas en una plantacion comercial (Mideal.,1984).

1.5 ABSORCION DE Fe POR LA PLANTA

Las plantas toman el Fe directamente de la dismiudel suelo,
mediante un proceso de absorcidn activa, a trazéssdraices (Uren, 1984).
El Fe es absorbido principalmente en forma de Jefiinque hay algunas
plantas que lo toman como Fe(lll) quelado. Cuamddisponibilidad de Fe
es suficiente, las plantas utilizan sistemas desparte de Fe de baja
afinidad que absorben la cantidad necesaria paraesarrollo. Altas
concentraciones de Fe(ll) soluble en el suelo pueltEgar a causar
toxicidad, ya que si es absorbido en altas cargglgiede reaccionar con
oxigeno y formar radicales libres que dafian compesecelulares como
ADN, proteinas, lipidos, etc... (Hell y Stephan, 2008in embargo, bajo
condiciones de deficiencia de Fe las plantas indgcgemas de transporte
de alta afinidad (Andrewet al.,1999; Kaplan, 2002).

Se denominan plantas “no eficientes”, aquéllas @ume la
deficiencia de Fe pueden permanecer indiferentdssarrollar reacciones
de respuesta con baja intensidad (Figura 6). P@omdrario, las plantas
“eficientes” son aquéllas que desarrollan eficamesanismos de adaptacion
para aumentar su capacidad para adquirir Fe destdudion del suelo
(Mengel y Kirkby, 2001). El grado de respuesta aede cada grupo difiere
entre especies, variedades y genotipos (Brown lgyJol989; Shiet al.,
1993).
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PLANTAS
I
| '
NO EFICIENTES: EFICIENTES:
Calcifugas Calcicolas
|
j ! l
ESTRATEGIA | ESTRATEGIA I
No desarrollan ningan
tipo de respuesta a la
clorosis férrica
Dicotiled6neas y Gramineas

monocotiledéneas
no gramineas

Figura 6. Clasificacion de las plantas en funcién de suuesi a la clorosis férrica
(Mengel y Kirkby, 1982).

Las plantas eficientes han adoptado dos estratedisntas
dependiendo de la forma de adquirir el Fe (Romiaédlthrschner, 1986): la
Estrategia | de las plantas dicotiledéneas y maileddneas no gramineas

y la Estrategia Il de las gramineas.

1.5.1 Estrategia |

Con el objetivo de aumentar la capacidad de alisordel Fe del
suelo, las plantas dicotiledoneas y monocotileddnea gramineas
desarrollan una serie de reacciones en respudataediciencia de Fe, tal
como se expone en el esquema expuesto en la frg@ireell y Stephan,
2003). Estas se resumen en los siguientes puntos:

i) Acidificacion de la rizosfera y del apoplasto te raiz, para

aumentar la solubilidad de ¥emediante la excrecién de protones por
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medio de la estimulacién de la enzimd-ATPasa de la membrana

plasmatica (Marschner y Romheld, 1994; Rabotti gchg 2006).

i) Incremento de la capacidad de reduccion delllfed Fe(ll)
(forma més soluble) a través de la induccion daclvidad de la enzima
FC-R unida a la membrana plasmatica (Chastey.,1972; Schmidt, 1999).

iii) Activacion del transporte del Fe(ll) al interide la célula por

medio de la induccion del transportador férrico Eim y Guerinot, 2007).
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Rizosfera £ Apoplasto Citoplasma

Membrana
plasmatica

@ i Agente %,
/i quelante \l L N
1 +
\\\ ¥ . 1 FRO < NAD
+

% ~siFe-Quelato N (N

'I
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'¢ - 2+ IRT - FeZ+
H* H* ATP\}DP+Pi

H' M «d—— (H+-ATPasa

H+

Acidos
organicos

Citrato
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Lo e

Figura 7. Modelo de absorcion de Fe por las raices de lastgdaque desarrollan la
Estrategia | (Modificada de Hell y Stephan, 2063}-R, enzima Quelato férrico reductasa;

IRT, transportador de Fe(ll); 'HATPasa, enzima proton ATPasa; PEPC, enzima
fosfoenolpiruvato carboxilasa.
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1.5.1.1 Acidificacion de la rizosfera

Uno de los mecanismos fisioldégicos que se estimoldas plantas
que desarrollan la estrategia | en condiciones eficiencia de Fe es la
capacidad de acidificacionde la rizosfera (Rabotti y Zocchi, 2006; Rabotti
et al.,1995; Dell'Ortoet al.,2000b; Ksourket al.,2006). Las raices de estas
plantas producen un descenso del pH de la solecida que crecen debido
a la activacion de una bomba de protones depeerdiienATP, denominada
protdn-ATPasa (Welkie y Miller, 1993; Susét al., 1996), situada en la
membrana plasmatica de las células subapicalea dc&id (Toulonet al.,
1992). Se han observando valores de induccion @eeezima en plantas
deficientes en hierro que oscilan del 18% al 108%ts la especie (Rabotti
y Zochi, 2006; Valentet al.,1991; Susiret al.,1996; Schmidet al.,1997).
La liberacion de Hen ausencia de Fe va ligada a cambios morfologinos
las raices de las plantas, ya que se ha vistoayaeeice la proliferacion de
raices laterales y pelos radiculares, asi comagrbeamiento de los apices
y el incremento de las células de transferencidaenzodermis. Estas
células rizodérmicas de transferencia son probadsescentros de flujo de
H* en las raices con deficiencia de Fe. Cuando sénistra hierro, el
namero de estas células disminuye en uno o doscdiasa consiguiente
reduccion de la liberacion de’ iRomheld y Marschner, 1986). Este tipo de
ATPasa ha sido caracterizada bioguimicamente ([B®rrd989). Se ha
observado que su pH optirtia vitro” es de 6.6 (Michelet y Boutry, 1995)
y su tamafio molecular de 220-228 kDa, con una sdadrde 100 kDa que
constituye la subunidad catalitica del enzima. térisin total de 6 dominios
funcionales en el péptido de 100 kDa (Serrano, 189 funcionamiento se
debe a la creacién de un intermediario fosforilagktable a pH acido, que

requiere Mg para su funcionamiento. La enzinfaAMiPasa esta regulada
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por una amplia familia de genes denominada HA despor primera vez
en Arabidopsis thaliangSanti y Schmidt, 2009); y al menos, uno de ellos,
el AHAL, se regula en respuesta a la deficiencidelgFox y Guerinot,
1998). En raices de pepino también se observdallecaidn del gen CsHAL
con la deficiencia de Fe, mientras que no huboesekpresion del gen
CsHA2 (Santket al.,2005).

Esta respuesta del sistema radical ante la defieiete Fe, provoca
los siguientes efectos:

I) Acidifica el entorno de la raiz en plantas defités en Fe,
alcanzando hasta aproximadamente 2 mm de distdedaraiz, incluso en
suelos calcareos (Schaller, 1987), favoreciendtidalucion de las formas
de hierro precipitadas en el suelo (Rabetttl., 1995).

II) Acidifica el apoplasto radicular, produciéndosenétmo efecto
descrito anteriormente también a nivel intercel(@engel, 1994; Susiat
al., 1996).

[II) Mejora la reduccion del Fe(lll) ya que favorecadtividad de la
enzima quelato férrico reductasa (Toukdral., 1992; Mengel, 1994; Susin
et al.,1996), al facilitarle el pH 6ptimo para su actaddmaxima (pH de 6.5
segun Holdert al.,1991).

IV) Favorece la afinidad de la enzima FC-R poswgtrato, ya que
neutraliza la carga negativa del quelato férriceviga la repulsion con los
centros de reduccion (Cohen et al., 1997).

V) Genera un gradiente electroquimico a travédadenembrana
(negativo en el interior de la célula) que congétla fuerza motriz para la
absorcién de Fé reducido por la enzima FC-R en el entorno de ia ra
(Zocchi y Cocucci, 1990).
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V1) Activa la enzima PEPCasa, aumentando la fijlaale CQ Yy la

consiguiente sintesis de acidos organicos (Radiodii, 1995).

1.5.1.2 Induccién de la capacidad reductora

Para que las plantas de la estrategia | puedarr teinree del suelo,
las formas Fe(lll) de la solucion del suelo debedtucirse a formas Fe(ll)
(Chaneyet al., 1972). Esta reduccion de los compuestos férricosre a
través de una enzima denominada quelato férricactaga, FC-R (Chaney
et al.,1972; Bienfait, 1988a; Moog y Briiggemann, 1994 gs especifica
de la membrana plasmatica de las células supéeBoike la zona subapical
de la raiz (Cohemt al., 1997). Este enzima toma electrones del NADH y
reduce el Fe procedente de aceptores de alto paltenmo el ferricianuro
(+360 mV), asi como de quelatos férricos sintéticos potenciales
menores, entre +100 y +250 mV (Nikolic, 1998). Saxima actividad se
alcanza a pH entre 4 y 5 (Schmidt y Bartels, 198@)capacidad de las
raices para reducir el Fedel medio aumenta en condiciones de deficiencia
de Fe y puede llegar a ser 10-20 veces superms @alores control (Moog
y Briiggemann, 1994; Susiet al., 1996). Ademas, como se ha dicho
anteriormente, la ausencia de Fe favorece el emgiesto de los apices y
la aparicion de pelos radiculares, de manera queemia la superficie
radicular y por tanto de las zonas reductoras (léranal., 1980; Rémheld
y Marschner, 1983; Welkie y Miller, 1993; Moog yiilgemann, 1994).

La induccion de la enzima como consecuencia desfi@iencia de
hierro o con los niveles bajos de éste ha sidorid@gor numerosos autores
en plantas que siguen la estrategia | de absorgiomqe, ademas, han
demostrado la necesidad de su activacion parastar@bn de Fe (Schmidt,
1999, 2005; Yi y Guerinot, 1996; Jeong y Connof#909; Susiret al.,
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1996; Connollyet al., 2003). Ademas, el incremento de la capacidad de
reduccion parece ser fundamental para determinamdgor o menor
tolerancia de un genotipo a la clorosis férricdeEecho se ha descrito en
cultivos herbaceos, como judia (Kroustaal.,2006), garbanzo (Mahmoudi
et al., 2007), alfalfa (Andaluzt al.,2009; M’sehliet al.,2009) y guisante
(Jelali et al., 2010a); y también en lefiosos, como peral (Tagliaet al.,
1995), vid (Tagliavini y Rombola, 2001), kiwi (Rowi& et al., 2002),
melocotonero (Gogorcenet al., 2000, 2004) y citricos (Treeby y Uren,
1993; Mantheyet al., 1994; Liet al., 2004; Rivera-Ortiz, 2007). De esta
manera, la estrecha relacion entre la capacidagdleccion de la enzima
FC-R de las raices y la susceptibilidad a la clerfisrica se puede utilizar
como criterio de seleccion para la tolerancia altaosis de hierro en
genotipos nuevos de plantas lefiosas (Dell'@ttal., 2000; Gogorcenat
al., 2004; Castlet al.,2009).

Algunos autores aseguran que la presencia de umi@adh minima
de Fe en el medio es un requisito imprescindibla & induccion de la
enzima en algunas plantas (Rometal., 1996a,b; Gogorceret al.,2000).
Esta dependencia podria ser debida a la relaciden algtividad FC-R con el
metabolismo del etileno (Romeea al., 1996a,b). Sin embargo, esto no se
cumple en algunas especies como la remolacha, daradtividad FC-R es
inducida incluso en condiciones de ausencia tadral en el medio (Susin
et al.,1996).

Recientemente, se han aislado los genes que @dificexpresion
de la enzima FC-R cuyos transcritos se acumularrespuesta a la
deficiencia de Fe (Yi y Guerinot, 1996). Estos @gempertenecen a una
superfamilia génica que codifican flavocitocromosie q transportan

electrones a través de membranas y presentan ddiomion para FAD y
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NAD(P)H, que actian como donadores de electronesrpducir el Fe(lll)
externo (Robinsoret al., 1999; Liet al., 2004; Waterset al., 2002). Al
parecer, los genes FRO tienen distintos patronesxpeesion y por tanto
funciones especificas (Jeong y Connolly, 2009).cmcreto, AtFRO2 es
inducida en raices dArabidopsis(Robinsonet al., 1999), PsFRO1 en
raices, tallos, nddulos y mesoéfilo de hojas deayies (Waterst al.,2002),
FROL1 en raices y hojas de tomate (Robiretosl., 1999; Li y cols 2004) y
FROZ2 en raices dd. truncatula(Andaluzet al.,2009). De acuerdo con los
autores, el incremento en la expresion del gen FR@ante la ausencia de
Fe, seria indicativo de que las plantas deficieetesFe desarrollan un
sistema mas eficaz para reducir este elemento, gisEmiento del gen
FRO2 tiene implicaciones para la generacién devosltcon mayor calidad
nutricional y mejor crecimiento en suelos con baipel de Fe disponible
(Robinsonet al., 1999; Connollyet al., 2003). Con el aporte de Fe la
proteina se degrada impidiendo que se produzcaxoesiva reduccion de

hierro y que pueda ser toxico para la planta (SdhraD06).

1.5.1.3 Transporte de Fe(ll) al interior de las céllas de la raiz

El Fe reducido, Fe(ll), es transportado al interd® la célula
mediante un transportador férrico denominado IRT1. Se trata de una
proteina que se localiza en la membrana plasm&icdunciona
principalmente como un transportador de alta adithidque regula la
absorcién de Fé en la raiz (Guerinot, 2000; Eige al., 1996; Coheret al.,
2004). Foxet al. (1996) observaron un aumento de la absorcién Heefe
Pisum sativuminducida por la deficiencia de Fe, utilizando umelgto
enriquecido en’Fe, y sugirieron el aumento de la actividad depnogeina

transportadora de Feen el plasmalema. IRT pertenece a la familia de
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transportadores metalicos ZIP, que al parecer mo ss&bectivas con el

sustrato, pudiendo transportar metales de nataraletinta. De hecho, la
mayoria de los descubrimientos sobre ellos fuemginariamente como
complemento en ensayos de restablecimiento dehussto de levaduras,
donde se observaban defectos en la absorcién e waicronutrientes (Fe,
Zn, Mn). Asi, se identifico el transportador AtIRTlie aunque presenta una
alta afinidad por el Fe (Cohest al., 2004), también tiene otros sustratos
como zinc, manganeso y cadmio (Eieeal., 1996; Coheret al., 1998;
Korshunoveet al.,1999; Rogerst al.,2000).

El gen que codifica la expresion del transportadi fue
identificado por primera vez efArabidopsis(Eide et al., 1996; Guerinot,
2000), donde se comprobé la induccion de AtIRTL wemejante AtIRT2
en la epidermis de la raiz de plantas sometidafieiehcia de Fe (Vergt
al., 2001, 2002). Ambos genes codifican para los grales transportadores
férricos responsables de participar en aquellosgsas de alta afinidad en
la captacion del metal (Veet al.,2001, 2002, 2009; Connolst al.,2002).
Se han encontrado ortélogos de IRT en muchas espgegetales como
tomate (Eckhardtet al., 2001), guisante (Cohemt al., 2004), pepino
(Waterset al., 2007), arroz (Bughiet al., 2002), cacahuete (Dingt al.,
2010) y tabaco (Enomott al.,2007).

Sin embargo, la proteina se degrada si existe arieapuficiente de
Fe evitando, de esta manera, la toxicidad del ele@m@Connollyet al.,
2002; Schmidt, 2005). También se ha observadoemdacion de este tipo
para el gen FRO2 de la enzima quelato férrico tadac(Connollyet al.,
2003). Parece que se requiere de la presencieeda cantidad de Fe para
inducir la expresion de ambos genes (Vettal.,, 2003). Ademas, la

expresion de IRT en la raiz podria estar controfemtda emision de sefiales
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desde el tallo, incluso con niveles de Fe adecuaogl exterior, que

indican el estado nutricional de Fe en la plantau$@k y Pezeshgi, 1996).
Algunas hormonas vegetales (etileno, auxinas) opsasursores se han
propuesto como posibles sefiales que regulan loamsecos de respuesta
generados por las plantas ante la deficiencia dR&meraet al.,2005).

1.5.1.4 Biosintesis de acidos organicos

Las plantas deficientes de Fe se caracterizatapestimulacion de
la sintesis de acidos orgénicos en el interiorade€lula. La respuesta del
metabolismo de los acidos organicos (ciclo de Kreabducida por la
clorosis férrica, ha sido objeto de estudio enrdia® especies, registrandose
un aumento de las concentraciones de éstos (pinodmte citrato y
malato) en diferentes partes de la planta comesahmjas y xilema (Jones,
1998; Schmidt, 1999; Marschner y Romheld, 1995;rkieuet al., 1992;
Rabottiet al., 1995; Lopez-Millanet al., 2000, 2009; Abadiat al., 2002;
Rombolaet al.,2002; Jelalet al.,2010b).

La biosintesis de acidos organicos se lleva a eaba interior de la
mitocondria. El piruvato es el sustrato previo ailatesis de acidos en el
ciclo de Krebs (Figura 8). La principal sintesis gleuvato ocurre en el
citoplasma de la célula y puede producirse a traeslos rutas: bien de
forma directa mediante la fosforilacion del fosfokmiruvato catalizada por
la enzima piruvato quinasa; o bien por la accion lde enzima
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPCasa). Esta emzigataliza la
carboxilacion del fosfoenolpiruvato a oxalacetatque puede ser
posteriormente reducido a malato por la enzima tmatkeshidrogenasa
citosélica, cMDH (Chollett al.,1996). El malato citosdlico se convierte en

piruvato por el enzima malico, bien en el citosdlien en el interior de la
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mitocondria, y activa la sintesis del resto de@idel ciclo. En condiciones
de deficiencia de Fe se ha comprobado la activat#ola PEPCasa, y, por
tanto, de la segunda ruta descrita (Jones, 1998\iBiey Zocchi, 2000;
Miller et al., 1990; Jone®t al., 1996; Cholletet al., 1996; Abadieet al.,
2002; Andaluzet al., 2002). Ademés, también se ha observado que las
raices con deficiencia de hierro tienen una maywacidad de fijar el
carbono del bicarbonato, y lo asocian a una magtvidad PEPCasa. La
PEPCasa constituye, de este modo, la principahenzelacionada con el
aporte de compuestos intermediarios del ciclo dealdos tricarboxilicos
en tejidos no fotosintéticos bajo condiciones digdims de Fe (Chollegt
al., 1996). La ausencia de Fe también estimula laidativde otros enzimas
relacionados con el ciclo de Krebs y la ruta glietd (Zocchiet al.,2007;
Lépez-Millan et al., 2000, 2009; Jelalet al., 2010b) y en algunos casos
también se ha observado la induccién de la expredgi® los genes
correspondientes (Thimet al.,2001).

La membrana de la mitocondria presenta una famda
transportadores que facilitan el transito de méditaisoentre el interior y el
exterior de este organulo y mantienen su comurinacon el citosol.
Recientemente, se han realizado muchos progrests idantificacion en
Arabidopsis thalianade los miembros de una familia de proteinas
transportadorasdonde se ha descrito la existencia de al menoge6@s
putativos que codifican la expresion de éstas (Riaat al., 2004). En
concreto, se ha identificado un transportador eoitdrial (DTC) capaz de
transportar acidos dicarboxilicos (como oxaglutgratxalacetato, malato,
succinato, maleato y malonato) y tricarboxilicoenfo citrato, isocitrato,
cis-aconitico y tras-aconitico). Este transportatksempefa un papel clave
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en aquellas funciones metabdlicas de la plantaemgeren flujo de acidos
desde o hacia la mitocondria (Picaetlial.,2002).

Figura 8. Esquema del ciclo de biosintesis de &cidos orgamndas células de la raiz.

Glucosa CITOPLASMA \

Glucosa-6 fosfatasa f‘ Hexoquinasa

Glucosa-6-fosfato

?‘ Glucosa 6-fosfato isomerasa
Fructosa-6-fosfato

Fosfofructo kinasa f Fosfofructo fosfatasa
N
A

Metabolismo carbohidratos
Fosfoenol piruvato

i carboxiquin: .
i Oxaloacetato iﬁ Fosfoenol-piruvato
A Malato Fosfoenol piruvato :

|

deshidrogenasa+ carboxilasa v Piruvato kinasa

g ._._._._._._.] _.
l CARGA DEL XILEMA I

l YNTTIX T3d VOIVD I
P ._._._._._._.._. -

<« MALATO G———®  Pimvato CITRATO

- Enzima malico -
EXUDACION EXUDACION
aric -

carrier nZ|ma malic carrier N\

MALATO Plruvato
Acetil- CoA
Com plejo P D Citratd CITRATO .
Oxalacetato sintasa \Qconltasa
MDH .
Isocitrato
MALATO )
. Isocitrato DH
Fumarasa Ciclo de Krebs
Fumarato a-ketoglutarato
Succinato DH\ DH complejo
. a-ketoglutarato
Succinato
Y~ Succinil-CoA
Succinil-CoA
\_ MITOCONDRIA sintasa J

RAIZ
SUELO

La sintesis de acidos organicos bajo condicionetetieiencia de Fe
podria desempefar las siguientes funciones:

) Estimular la exudacion de compuestos acidifieamtara movilizar
el FE* del suelo (Zocchet al., 2007; Jelaliet al., 2010b). Jones (1998)

sugiere que incluso con bajas tasas de exudaci@itrdt, la cantidad de
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Fe’* solubilizado es suficiente para satisfacer lagsidades férricas de la
planta.

II) Formar complejos con el Fe del suelo para ifiacilsu absorcion
por la raiz (Jonest al.,1996; Gerke, 1997).

lll) Participar en la neutralizaciéon del pH del ogtasma, en
compensacion por la extrusion de protones de ldmenH-ATPasa
(Landsberg, 1981; De Vost al., 1986). El flujo de protones provoca la
alcalinizacién del citoplasma y activa la fijacidle CQ, asociada a la
actividad del enzima PEPCasa (Millet al., 1990; Lépez-Millanet al.,
2000). De cuerdo con esta teoria, la carboxiladéh fosfoenolpiruvato
para formar acidos organicos (principalmente dtgianalico) retornara el
pH del citosol a su valor inicial (Felle, 1988; Biait et al.,1989).

IV) Transportar el Fe a larga distancia desde stesia radical al
resto de los oOrganos de la planta (Tiffin, 1966&kkh et al., 1995),
principalmente complejado con el citrato. En estatido, se ha observado
el incremento en la concentracion de citrato y toatie la savia de las
plantas cultivadas en ausencia de Fe (Lopez-Mdtéal.,2001; Romboldet
al., 2002), y se ha descrito la proteina FRD3 comooresgble de la carga
de citrato en el xilema (Durret al.,2008). Una proporcién significativa de
los aniones producidos en las raices entran a fopade del pool de

compuestos del xilema.

1.5.1.5 Excrecion de compuestos de bajo peso molecu

Las raices de las plantas son capaces de excratavgriedad de
compuestos organicos entre los que se encuentizaras reductores,
aminoacidos, acidos organicos, compuestos fendjidlavinas, que pueden

constituir hasta un 20% del carbono asimilado. ipb tde exudados
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radiculares estd determinado genéticamente, auresten factores
medioambientales que pueden alterar su composittas como el pH, la
temperatura, el tipo de suelo, la intensidad déuza la edad, el estado
nutricional de la planta y la presencia de micraargmos (Jones, 1998).

I) Fenoles: Las plantas deficientes en Fe produgeexcretan
diferentes compuestos de naturaleza fendlica (BrgwAmbler, 1974;
Romheld y Marschner, 1983, 1986): acido cafeicosé@kt al., 1981),
acido fendlico, &cido clorogénico (Hethetral., 1984) y acido pcumarico.
Probablemente, el papel principal de los fenolesista en la inhibicién de
la degradacion de los acidos organicos, cuyo papdha nutricion férrica
como quelantes de Fe es muy importante (Schmié@g)19

Il) Flavinas: En condiciones de deficiencia de &gunas especies
acumulan y excretan flavinas (Welkie y Miller, 1993ales como la
riboflavina (Welkie, 1996) o los sulfatos de ritafina (Susiret al., 1994).
Se sabe que estas sustancias son capaces de redecitamente
compuestos de Fe(lll) en presencia de donadoretr@eos como el
NADH o NADPH (Gonzélez-Vallejet al., 1998). Ademas, los sulfatos de
riboflavina ejercen una accién antimicrobiana, dimmendo la posibilidad
de que microorganismos del entorno compitan cqidata en la absorcion
de Fe (Susiet al.,1994).

ll) Acidos orgéanicos: Pueden llegar a ser el congme mas
abundante entre los compuestos excretados pauitasrde las plantas ante
la deficiencia de Fe (Kraffczydt al., 1984). En funcion de sus propiedades
de disociacion y del nimero de grupos carboxilites,acidos organicos
pueden variar su carga negativa y por tanto suca#guh para formar
complejos con distintos metales de la soluciénsdelo. En condiciones de

deficiencia de Fe, la funcion mas probable de eftatos (citrato, malato)
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consiste en la solubilizacién de Fe(lll). CuandopEl del suelo es bajo,
forman complejos muy estables con el Fe(lll) fac@edo su disolucion en
la solucion del suelo (Jones al., 1996). En suelos calizos, con pH alto, la
movilizacion del Fe por malato y citrato es lemqtaesto que los complejos
gue se forman son inestables (Jogteal., 1996; Gerke, 1997). Sin embargo,
la combinacién del poder acidificante de la enzidiaATPasa de la raiz
con el poder guelante de los acidos organicos (gueaenta segun
disminuye el pH) podrian constituir un mecanismable para movilizar el
Fe de la rizosfera (Jones, 1998).

1.5.1.6 Sinergia de las enzimas ‘HATPasa, FC-R y PEPCasa en el
mecanismo de absorcion de Fe

La activacion de las capacidades reductora y #@madibra de las
raices, con la deficiencia de hierro se consideraoccuna accidn sinérgica
de las enzimas FC-R y'HATPasa para mejorar la adquisicion de Fe en la
raiz (Rabotti y Zocchi, 2006; Vizzotet al., 1999; Dell’'Ortoet al., 2000b;
Donniniet al.,2009; M’sehliet al.,2009).

También se ha descrito otro efecto interactivo ohdas enzimas
dentro de la célula. El rapido aumento de la atditi FC-R provoca la
oxidacion de NAD(P)H, principal donante de elect®mara la reduccion
de compuestos Ee La acumulacién de estos protones dentro de ldagél
ayuda a bajar el pH en el citosol e induce a sulaextividad de la H
ATPasa (Rabottt al.,1995; Rabotti y Zocchi, 2006).

Finalmente, en ausencia de Fe, se ha observadesfgolarizacion
del potencial eléctrico en la membrana de céluéagidias (Sijmonet al.,
1984), y en menor grado en pepino (Zocchi y Co¢uc®90). Esto ha sido

atribuido a la transferencia de electrones trandona@na que son utilizados
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por la enzima FC-R durante la reduccién del*Raceptor de electrones).
Para garantizar la repolarizaciéon de la célula cevaa la extrusion de
protones y de otros iones comd (Sijmonset al., 1984; Alcantaraet al.,
1991).

La acumulacion de acidos en condiciones de clorfésiica parece
que interviene en el mecanismo de regulacion del gifdplasmico
(Landsberg, 1981). El aumento del pH intracelutang consecuencia de la
extrusion de protones, conduciria a la activacétadPEPCasa vy, por tanto,
de la sintesis de acidos en el ciclo de Krebs (fbeidal., 2002). De esta
manera, se conseguiria el balance i6nico u honmestkel citoplasma
neutralizando el efecto alcalinizante producidolpdd’-ATPasa.

Sin embargo, algunos autores han descrito la adoidimidual de
alguno de los enzimas como factor predominanta aebs$orcion de Fe. Asi,
Grusaket al. (1990) lo atribuyeron a la reduccion y Welyal. (1997) a la
liberacién de H. El resultado de la sinergia entre ambas enzirsasl e

incremento de la absorcién de Fe por las plantas.

1.5.1.7 Cambios en las proteinas de la raiz

Distintos trabajos realizados mediante electroferey por
transcripcion in vitro de mRNA de raiz) han demadtr que se producen
cambios en la sintesis proteica de distintos pplidés en condiciones de
deficiencia de Fe (Bienfait, 1988b; Herbik al., 1996; Rellan-Alvarezt
al., 2010).

1.5.1.8 Cambios en la morfologia de la raiz
Estos cambios consisten en la formacién de ra#atesales y pelos

radiculares, asi como en el engrosamiento de laaszeubapicales y la
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estimulaciéon de la formacion de células de traesign (Romheld y
Marschner, 1983; Welkie y Miller, 1993; Moog y Bgemann, 1994;
Krameret al., 1980). De esta manera, las raices de las plaasg®mden

aumentando su superficie de contacto en condicidaeeficiencia de Fe.

1.5.1.9 Influencia del bicarbonato sobre la estratga |

Algunos estudios realizados en peral (Donrenial., 2009), vid
(Ksouri et al., 2007), cacahuete (Zust al., 2007), Arabidopsis(Msilini et
al., 2009) y guisante (Jeladit al., 2010b) recogen que cuando las plantas
son cultivadas con bicarbonato, aumentan la aeiiviiC-R de sus raices,
pero sin alcanzar los niveles detectados en ladgdaultivadas en ausencia
de Fe. Otros informes en plantas de citricos y ocotdmero a los que se
suministr6 HC@ en concentracion elevada observan una reduccion de
dicha actividad enzimatica (Chouliaras al., 2004a; Molassiotiset al.,
2006). Sin embargo, estos autores, observaronagurices de plantas de
citricos cultivadas con una solucion nutritiva Be con un bajo suministro
de Fe o con adicion de HGOnanifestaban un aumento de la capacidad de
reduccion, en comparacion con la actividad encdaten las raices de las
plantas con un suministro adecuado de Fe (Chosl&ral., 2004b). Sin
embargo, el tratamiento con bicarbonato de plad&ientes en Fe no
incrementa la capacidad reductora de las raicamp quarece ocurrir en
plantas de pepino, guisante, tomaténabidopsis(Romeraet al., 1997,
Lucenaet al.,2007).

Se conoce poco acerca del efecto del i6n bicatbosabre la
estrategia |. En este sentido, Lucextaal. (2007) mostraron que este ién
puede inducir clorosis férrica en las plantas im@mto la expresion de los

genes que controlan las enzimas FC-R ‘yAIPasa y el transportador
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férrico, probablemente a través de la alteracionladeficiencia en la

expresion de ciertos factores de trascripcion demaxhos proteinas FER.

1.5.1.10 Influencia de los micronutrientes sobre lastrategia |

Algunos estudios describen que las respuestas egritegia | a la
deficiencia de Fe afectan a la absorcion de algiomes metalicos (Cohen
et al.,1998; Izaguirre-Mayoral y Sinclair, 2005; Shanmug al.,2011).

Dado que, la biodisponibilidad de los micronutreant esta
determinada por el pH del suelo, las plantas gtimean la acidificacion
de la rizosfera para favorecer la solubilizaciéniaeiones F& y F&”, lo
hacen también para el Zny el Mrf* a partir de distintos compuestos del
suelo (Lindsay, 1979). Por otra parte, el Zn sauenta normalmente con
estado de oxidacion +2, por lo que al contrario qud~e, las plantas
acceden directamente a él sin necesidad de redudeidvin, en cambio,
puede existir en varias formas y su disponibilidach las raices depende de
su estado de oxidacién. Asi, las formas oxidadagliNMry Mn(lV) no
pueden ser absorbidas por las raices (Rengel, .286Ma sugerido que la
enzima quelato férrico reductasa de la membrarar@iica puede reducir
el Mn(lll) bajo condiciones de deficiencia de FeofMll et al., 1993;
Pittman, 2005).

Por ultimo, la absorcion de metales divalenteslasrcélulas de la
raiz parece estar regulada por los miembros deamailif génica de
transportadores ZIP (proteinas transportadorasirde yz hierro). Asi, los
transportadores ZIP regulan la acumulacion de =&nclas células de
levadura, donde ZRT1 y ZRT2 son transportadoreZrdele alta y baja
afinidad que estan regulados por los cambios dalec@o de Zn celular
(Zhao y Eide, 1996a,b). Una familia de genes despartadores de Zn que

38



Introduccioén

responden a la deficiencia de Zn fue identificadaAmbidopsis(Grotz et
al., 1998). Entre ellos, ZIP1 y ZIP3 se expresan ppalonente en raices de
plantas sometidas a deficiencia de Zn, sugiriendiiigcion en la absorcion
del Zrf* procedente del suelo (Guerinot y Eide, 1999; Ctesn2001).

El FE* es transportado al interior de las células deala por el
transportador de alta afinidad IRT1, que se exprsala membrana
plasmatica de las células de la epidermis de raiefsentes en Fe (Eidst
al., 1996; Vertet al., 2002). Sin embargo, aunque la funcién primaria de
AtIRT1 es la absorcion de Fe, esta proteina tamigle transportar otros
metales, incluyendo Zfiy Mn?* (Korshunovaet al., 1999). En un mutante
de Arabidopsisal que se le suprimi6 la actividad de IRT1 se da&ndaque
este transportador es la principal via para la iadmdn de Fe en las raices
de plantas sometidas a deficiencia de este elenfdetuiqueset al., 2002,
Vert et al.,2002). Ademas, la acusada reduccion en la corameditr de Mn
en este mutante en comparacion con la especie sidificar bajo
condiciones de deficiencia de Fe indica que IRTé&deufuncionar como
transportador de M, constituyendo una de las principales vias de
absorcion de Mii en raices deArabidopsis deficientes en Fe. Otros
transportadores de la familia ZIP, como MtZIP4 yZN%7 enMedicago
truncatula (L6épez-Millan et al., 2004) y LelRT1 y LelRT2 en tomate
(Eckhardtet al., 2001) también parecen poseer la capacidad de fRTd
transportar Mfi". Ademas, los mutantes irtl también tienen menuireges
de zinc, indicando la capacidad de IRT1 para tramap Zn. No obstante,
IRT1 mostrg alta afinidad por el transporte de Heajpa afinidad por el de
Zn cuando se expresod en levadura (Codienl., 2004). Por otro lado, el

transportador IRT2 darabidopsisque se expresa en células de la epidermis
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de raices de plantas deficientes en Fe, tambiéeepok habilidad de
transportar Zn (Veret al.,2001).

Desde otro punto de vista, los efectos det*ZnMn?* sobre las
respuestas de las raices a la deficiencia de hiéerdro de la Estrategia I,
han sido poco estudiados. De esta manera, se batalegie la retirada de
los iones ZA" y Mn** de la solucién nutritiva paraliza la excrecién de
protones de las raices de plantas de judias defsien Fe (De Vost al.,
1986; Sijmons y Bienfait, 1984; Bienfat al., 1989). Las raices reanudan
la excreciébn de protones con la incorporacién delotiera de estos
metales. Un efecto similar ocurre con la capacuadeduccion de Fe(lll)
de las raices, que decrece con la deficiencia d& &M’ y luego es
estimulada con el resuministro de los iones coardigntes (Sijmons y
Bienfait, 1986). En otro trabajo posterior, Rometaal. (1997) sugirieron
gue en plantas de pepino deficientes en Fe, dbigarbonato puede inhibir
el desarrollo de la capacidad reductora de Feddlilas raices al disminuir la
disponibilidad de ciertos metales requeridos pta Esspuesta, como Zny
Mn?*. Esto fue confirmado en parte, més tarde, por Bplezet al.,(2001)
quienes encontraron que plantas de melocotondadéas con bicarbonato
que crecian con baja concentracion de Fe increimemtau capacidad de

reduccion cuando recibian un aporte adicional de Zn

1.5.2 Estrategia Il

Las raices de las plantas gramineas sintetizagrgtan compuestos
de bajo peso molecular, llamados fitosideréforosS)(Fque forman
complejos con el Fe(lll) presente en el suelo ytgragmente, son
absorbidos sin reduccién previa a través de umrsistde transporte de

Fe(lll)-fitosiderdéforo de alta afinidad especifide la membrana plasmatica
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de la raiz (Takagi, 1976; Romheld y Marschner, 19B6tas sustancias son
liberadas por las raices y forman complejos conllfF@{tamente estables,

incrementando asi la cantidad de Fe en la solw®@bsuelo (Figura 9).

Rizosfera & Apoplasto Citoplasma
: Membrana
plasmatica
~—— N @
] i Fitosidersforo Fitosideréforo
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Figura 9. Modelo de absorcion de Fe en las raices de ladaglague desarrollan la
Estrategia Il (Modificada de Hell y Stephan, 20033, Fitosideréforo; F&FS, complejo
Fe(lll)-fitosideroforo; E, incremento en la singegi liberacién de fitosideréforos; Tr,
Transportador fitosider6foros-Eeotros metales.

Los fitosideréforos se asocian al acido mugénieosyis derivados y
se sintetizan en las zonas subapicales de laMais¢hneret al., 1987). La
naturaleza quimica de estos compuestos dependeedpdcie (Marschner y

Romheld, 1995), pero parece que la metionina @seeursor comun en su
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biosintesis y la nicotinamina (NA) un intermediaf®&hojimaet al., 1990).

El ciclo de sintesis de la metionina sufre una @@ivacion en las raices de

las plantas deficientes en hierro por la demandaet®nina para la sintesis

de fitosideréforos (Kobayaskeit al., 2006). EI mecanismo de excrecion de
FS todavia no esta claro, pero se ha sugerido gueasluce a través de

vesiculas (Negistet al.,2002).

En condiciones de deficiencia de Fe, las plangasmineas
incrementan la biosintesis de FS, con aumentosista R0 veces respecto a
las plantas control (Takagt al.,1984), y alcanzando concentraciones en el
suelo de hasta 1 mM (Romera y De la Guardia, 19%hbién aumentan la
velocidad de absorcion de FS al interior del sisteatical y de recambio
del transportador; y, por tanto, la capacidad desporte (Kawakt al.,
1988; Hansemt al.,1996; Kawai y Alam, 2005). Mori y Nishizawa (1987)
propusieron un mecanismo de cotransporte de la eexor de
fitosideréforos acoplado a protones o iones potasio

La liberacion de FS depende de la temperaturatrama® maximos
diurnos (Kawai y Alam, 2005; Takagi, 1993). El sporte del complejo
hasta el citoplasma de la célula se realiza a drdeéuna proteina de alta
especificidad y selectividad denominada YS1 (Cue al., 2001),
constitutiva de la membrana plasmatica de las a=lapicales de la raiz
(Marschner y Romheld, 1995).

Esta proteina esta regulada por la deficiencifeden raiz y en tallo
y permite también el transporte del complejo Fe\W) y, posiblemente,
otros metales (Hell y Stephan, 2003). Una vez djeeraplejo se encuentra
en el citosol, el F& es liberado y el FS se degrada o se excreta efi@xt

nuevamente.
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1.6 TRANSPORTE DEL Fe EN EL INTERIOR DE LA PLANTA Y
DISTRIBUCION EN LOS DISTINTOS TEJIDOS

El recorrido que el Fe tiene que realizar desdeala hasta el
cloroplasto, puede presentar etapas criticas qogmem la clorosis férrica.
La absorcion de Fe y otros micronutrientes porlémtp comienza en el
apoplasto de las células epidérmicas de la raitte{®&@cher, 2001) y es
transportado a la parte aérea via xilema. El &el apoplasto, en las plantas
de estrategia |, debe ser reducido a Fe(ll) a $rakat sistema enzimatico
quelato férrico reductasa. Posteriormente, el JFefllplantas de estrategia |
o el complejo Fe(ll)-FS en plantas de estratedjae$ transportado al
interior de la célula mediante los transportadaiesnembrana especificos.
Sin embargo, no todo el Fe del apoplasto entra @élula. En condiciones
de buena aireacion, parte de este Fe se oxidacipppaeen forma de oxi-
hidroxidos o fosfatos formando una reserva de kenfBitet al.,1985). La
cantidad de Fe acumulado en el apoplasto y relbeato desde la raiz
puede estar relacionada con las diferencias eatretigos a la resistencia a
la clorosis férrica, como parece ocurrir en plardassoja (Longnecker y
Welch, 1990).

También, un alto suministro de P provoca la preésede altas
cantidades de fosfato en el interior de la planka grecipitacion del Fe en
forma de fosfatos férricos no disponibles (Kolesthal., 1987a,b). La
absorcion de nitrato y su posterior reduccion aramen el apoplasto de la
raiz también dificulta la actividad FC-R (Lucen@0Q; Kosegarteret al.,
1998). Estos hechos sugieren que la clorosis &émparte de ser un efecto
de la escasa disponibilidad de Fe en el suelo,tasthién relacionado con

procesos metabalicos en raices y hojas (Menge#l)199
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Una vez en el citoplasma de la célula, el Fe ld@ke ser protegido
de la oxidacidén para evitar su precipitacion y danfacion de radicales
superoxido o hidroxilo (Hell y Stephan, 2003). Este suponer que el Fe
en el citoplasma esta unido a algun tipo de contpugse evite estos
efectos. Distintos autores (Piatt al., 1997; Scholzet al., 1988) han
propuesto la nicotianamina (NA) como principal céeygnte del Fe libre en
las células. El transporte de Fe desde las cébypliaermicas de la raiz hasta
el xilema se realiza a través del simplasto y cooraplejo Fe(ll)-NA. Una
vez alli, es probablemente oxidado &'Réandsberg, 1984; Von Wiréet
al., 1999; Hell y Stephan, 2003) y transportado a laigtancia a las partes
superiores de la planta unido principalmente aatotr(Chaney, 1989;
Lépez-Millanet al.,2001; Tiffin, 1966a,b), a otros aniones organicasno
malato o malonato (Brown, 1963; Chaney, 1989) tugmcon otro tipo de
sustancias organicas (Catalketaal., 1988).

Aunque el transporte de Fe se realiza, principalejeria xilema
siguiendo la direcciéon del flujo de masas creadolpdranspiracion, este
elemento se puede concentrar también en 6rganoseeimiento, donde la
intensidad de la transpiracion es menor debidoaaestructura incompleta
del xilema (Landsberg, 1984). La removilizacion Bel desde los 6rganos
maduros a los jovenes o en crecimiento a travéiadeha depende también
de la NA (Scholz, 1989; Stephan y Schoélz, 1993| y&itephan, 2003).

Cuando el F¥ llega a las hojas debe ser reducido para entrisen
células (Jolleyet al., 1987; Mengel y Geurtzen, 1988). Para esta redunccio
se ha propuesto la existencia de una enzima quélaico reductasa situada
en la membrana plasmatica del mesofilo de la hBfdggermanret al.,
1993; Gonzalez-Vallejet al.,1999; De la Guardia y Alcantara, 1996; Larbi

et al.,2001). Esta reductasa utiliza citrato férrico o @uelato como fuente
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de Fe, y la energia necesaria para la reducci@egeode la luz (Bienfait y
Scheffers, 1992; Jolleyt al., 1987; Laulhéreet al., 1990). La enzima
quelato férrico reductasa del mesdfilo alcanzadividad maxima en un
intervalo de pH de 6.3 a 6.8 en hojas cloréticasal@as especies vegetales
(Wagner y Moog, 1997). Por ello, el incremento pldl apopléstico en las
hojas cloréticas (Mengel, 1994; Lopez-Milléhal.,2001), podria inhibir el
paso de Fe al interior de la célula.

De hecho, en muchas ocasiones, el contenido de l@arlas hojas
cloréticas es similar o incluso superior al de tagas verdes (Rémheld,
2000; Nikolic y Rémheld, 2002; Morales al., 1998). A este fendmeno se
le conoce como “paradoja del hierro” (Rémheld, 19™brales et al.,
1998). La causa puede ser la precipitacion e waxaitin del Fe en el
apoplasto de la hoja debido a la alcalinizacionédie por presencia de
bicarbonato (Mengel, 1994; Lucena, 2000; Rometaal., 1992) y la
consiguiente reduccion de la actividad FC-R (Brigganet al., 1993;
Kosegarteret al.,1999; Susiret al.,1996; Touloret al.,1992).

Tras la reduccion, el Fe(l&ntra en el interior de las células de la
hoja, supuestamente de manera similar a como le bkacla raiz. Por
ejemplo, enArabidopsisse ha encontrado que los genes FRO de la enzima
quelato férrico reductasa e IRT del transportadorsolo se expresan en la
raiz sino también en la hoja (Baigtral.,2004).

A nivel celular, las plantas poseen mecanismos betdgcos que
les permiten mantener las concentraciones correetdss iones metalicos
esenciales en los diferentes compartimentos cekilaminimizar los dafios
por exposicion a concentraciones toxicas de losnss(Clemens, 2001).
Una compleja red de procesos de transporte, gadelagi secuestro

altamente regulados permiten controlar la absoyci@umulacion,
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desplazamiento y detoxificacion de los iones maaéaliHaydon y Cobbett,
2007). Entre los componentes de este entramaddajusido identificados,
se encuentran los transportadores NRAMP pertertesiem la familia de
proteinas del macréfago asociado a la resisterafaral (Supeket al.,
1996). Los transportadores NRAMP parecen estaruemlariamente
conservados en los organismos vivos (animales, dsprigacterias, etc...)
incluyendo las plantas, donde, hasta la fechaaseclonado y caracterizado
genes NRAMP en varias especies tales cémabidopsis arroz, tomate y
soja (Curieet al.,2000; Thomineet al.,2000; Bereczkt al.,2003; Kaiser
et al.,2003). Como en otros organismos, los transporesddRAMP de las
plantas no son especificos para un unico substnatalico, como sucede,
por ejemplo con AtNRAMP3 que puede transportaf’,Fpero también
Zn**, Mn?* y Cf* (Thomineet al., 2000; Thomineet al., 2003). Los genes
AINRAMP3, AtNRAMP4 y LeNRAMP se inducen en condices de
deficiencia de hierro (Thominet al., 2003; Lanquaet al., 2005), lo que
indica que los transportadores NRAMP desempefian fumeion en la
homeostasis del hierro en las plantas (Jeong vy itaer2009). La
localizacion subcelular de AtNRAMP3 y AtNRAMP4 eh tenoplasto
sugiere que estos transportadores actian movilizalod depdsitos
vacuolares de Fe hacia el citoplasma (Thoneinal., 2003; Lanquaet al.,
2005). Este efecto influye a su vez sobre otroganidrientes, ya que se
observé que la acumulacién de Mn y Zn en respuestadeficiencia de
hierro aumentaba en el mutante atnramp3 deficientesta gen, mientras
que la sobre-expresion del AtNRAMP3 reducia la eatracion de Mn.
Adicionalmente, la sobre-expresion de AtNRAMP3 lia expresion de
los genes IRT1 y FRO2 que codifican para el trartador primario de Fe y
la quelato férrico reductasa (Thomigeteal.,2003).
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El cloroplasto es el destino final de una graneddl Fe en la planta
(Terry y Abadia, 1986). El transporte de Fe hatiaterior del cloroplasto
es activo y dependiente de la luz (Bughbioal., 1997a,b). Una vez el Fe
alcanza su destino final, si no va a ser utilizagoalmacenara en forma de
proteina no téxica, fitoferritina, pudiendo libesarsegun las necesidades de
la planta (Briat, 1996; Briat y Lobreaux, 1997)rd@tlestino del Fe podria
ser la mitocondria, que es el organulo donde sergamroteinas con enlace
Fe-S (Kushniet al.,2001).
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Objetivos

El objetivo general del presente trabajo es caractear el
sistema de absorcion de hierro en los citricos y stespuesta ante
distintas situaciones clorosantes que comprometea tisponibilidad del
elemento y que provocan la deficiencia de Fe en lplanta. Los
componentes del sistema de absorcién del Fe -aeididn del medio,
reduccion del Fe(lll), transporte a través de lanim@na y alteracion de la
sintesis de acidos organicos-, se analizaron tantivel genético como
metabdlico y fisioldgico, estableciendo pautas denmortamiento ante
distintas condiciones del medio. Los objetivos cetus de las diferentes

partes de esta investigacion fueron:

Experimento 1: Respuestas génicas y fisioldgicas la deficiencia de
hierro de dos patrones de citricos con diferente gdo de tolerancia a la

clorosis férrica.

Se estudié el comportamiento de las raices de tmrp#olerante
(M. Cleopatra) y otro susceptible (C. Carrizo) &llerosis férrica, frente a
soluciones nutritivas con o sin aporte de FeEDDP#a ello, se efectuaron
las siguientes determinaciones:
1. Expresion de los genes relacionados con el prodesdbsorcion del Fe
(HA, FRO e IRT).
2. Actividades H-ATPasa y FC-R.
Influjo de°’Fe en las raices.
4. Acidificacion del medio radicular y tasa extruside protones por las
raices.

5. Concentracién de hierro intracelular y apoplastiedas raices.
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Experimento 2: Respuestas metabdlicas de las raicgda deficiencia de
hierro inducida.

Se estudio el efecto de la deficiencia de hiertwesel metabolismo
de los acidos organicos en las raices de un pdgditricos. Para ello, se
efectuaron las siguientes determinaciones:

6. Concentracion de Fe en los diferentes 6rganos.

7. Estado del aparato fotosintético de las hojas.

8. Concentracién de &cidos organicos en el sistemaatadsavia del
xilema y exudado radical.

9. Expresion de los genes relacionados con el mesabolide los acidos
organicos.

10.Actividades enzimaticas que intervienen en la biesis de los acidos

organicos.

Experimento 3: Efectos del bicarbonato sobre los agponentes génicos
y fisiologicos del sistema de adquisicion del hieor

Se estudi6 la respuesta de las raices de un piroitricos tolerante
a la clorosis férrica (FA-5), frente a la adiciéam bicarbonato a la solucién
nutritiva. Para ello, se efectuaron las siguiedetsrminaciones:
11.Crecimiento de las plantas.
12.Estado del aparato fotosintético de las hojas.
13.Distribucion y transporte de Fe en los diferentgsos.
14. Influjo de°Fe en las raices.
15.Expresion de los genes FRO, HA, IRT y PEPC.
16. Actividades H-ATPasa, FC-R y PEPCasa.
17. Acidificacién del medio radicular por las raices.
18. Concentracion de hierro intracelular y apoplastiedas raices.

19. Liberacion de Fe del espacio libre de las céluakmdaiz.
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Experimento 4. Influencia del bicarbonato en la mowizacién de las
reservas de Fe de los cotiledones en un medio déiwo carente de Fe.

Se estudio la translocacion del Fe acumulado erdidkedones de
semillas de Citrus limon durante la germinacion de las plantulas en un
medio de cultivo carente de Fe y, con y sin adiadénbicarbonato. Asi
mismo, se evaluo la respuesta del sistema de afwsate Fe de la radicula,
tanto con las condiciones anteriores, como despi@ésn suplemento
posterior de Fe. Para ello, se efectuaron lasesiges determinaciones:
20.Crecimiento de las plantulas.
21.Concentracion de Fe en los diferentes 6rganos.
22.Expresion de los genes HA, FRO, IRT, PEPC y NRAMP.
23.Actividades H-ATPasa, FC-R y PEPCasa.

Experimento 5. Efecto de los iones Z#i y Mn?* sobre los componentes
génicos y fisiologicos del sistema de adquisiciéelcierro.

Se estudid el comportamiento del sistema de alisode Fe en la
radicula de plantulas de un patron de citri€igr{s aurantium germinadas
en un medio de cultivo con o sin aporte de Fe, Mnyen sus diferentes
combinaciones. Para ello, se efectuaron las sitprgateterminaciones:
24.Concentracion de Fe y Zn o Mn en los diferentesardog de las

plantulas.
25.Expresion de los genes HA, FRO, IRT y NRAMP.
26. Acidificacion del medio radicular.
27.Actividad FC-R.
28.Influjo de>’Fe en la radicula.

53



Objetivos

54



3. MATERIAL Y METODOS






Material y Métodos

3.1 EXPERIMENTO 1: RESPUESTAS GENICAS Y FISIOLOGICA'S
A LA DEFICIENCIA DE HIERRO DE DOS PATRONES DE
CITRICOS CON DIFERENTE GRADO DE TOLERANCIA A LA
CLOROSIS FERRICA

Este experimento se realiz6 con plantas sin imjeialos patrones
citrange Carrizo (hibrido deCitrus sinensis(L.) Osbeck x Poncirus
trifoliata [L.] Raf.) y mandarino Cleopatr&itrus reshniHort. ex Tan.).

Semillas de éstos se germinaron en un invernadé@ipanodo un
substrato estéril compuesto por turba, fibra deocarena y perlita
(50:25:20:5) suplementado con 1.38 g'lde superfosfato de cal y regado
dos veces por semana con la solucion nutritiva@gtdnd y Arnon (1965)
diluida a la mitad: 1.5 mM Ca(N§R, 1.5 mM KNG, 1 mM MgSQ, 1.2
mM H3PQ, 20 uM Fe-EDDHA, 23.2uM H3BO;3, 27.2uM MnSO,-H,0,
3.8uM ZnSQ;-7H,0, 0.27uM MoO3 y 0.25uM CuSQ;-5H,0. El pH de la
solucion nutritiva se ajusto a 6.0 con 1 M KOH ¥ H,SO..

Al cabo de 8 semanas las plantas se seleccionaroangformidad
de tamafio y se trasplantaron individualmente a taacepacas de 0.5 L
llenas de arena gruesa. Posteriormente, las plalgtasada genotipo se
separaron en dos grupos que se nutrieron con l&cidol nutritiva de
Hoagland y Arnon: 3 mM Ca(N§}, 3 mM KNG;, 2 mM MgSQ, 2.3 mM
H3PO,, 46.25uM H3BOs, 54.4 uM MnSO,-HO, 7.65uM ZnSQy-7H0,
0.55uM MoO3 y 0.5uM CuSQ;-5H,0 con o sin 2uM Fe-EDDHA (+Fe o
-Fe, respectivamente). El pH de las solucionestivais se ajustd a 6.0 con
1 M KOH o 1 M HSQ, Las plantas de ambos genotipos a las que se
aplicaron soluciones con o sin hierro se distriboiyeal azar en el area
experimental, manteniendo alrededor de su perimgieofila de plantas

guarda no incluidas en el experimento.
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Las plantas se cultivaron en condiciones de inwvksma con luz
suplementaria (5Qmol m? s*, 400-700 nm) para extender el fotoperiodo a
16 h. Las temperaturas oscilaron entre 16-18°Clgaroche y 26-28°C
durante el dia. La humedad relativa se mantuvo ipi@xal 80%. Las
macetas se regaron dos veces por semana, utiliZ0@onL de soluciéon
por maceta en cada riego. El exceso de soluciambdieera de la maceta,
evitdndose de esta forma la acumulacion de salksaBna.

Los tratamientos se mantuvieron durante 8 semanas Yy
posteriormente, las plantas de ambos se extragroiadosamente de las
macetas y se separaron los tallos de las raicts &s lavaron primero con
agua corriente para eliminar la arena y, despuésagua desionizada.

Posteriormente, se procesaron en funcion de lesspndientes analisis.

3.1.1 Expresion de genes relacionados con el progede absorcion del
Fe

El ARN total fue extraido a partir de 1.5 g de matevegetal
empleando elkit RNeasy Plant Mini(Qiagen, Hilden, Alemania). Las
muestras de ARN obtenidas fueron posteriormentadas corRNAase free
DNase(Qiagen) en columnas de purificacion siguiendanagucciones del
fabricante. La calidad (Abs/Abss)) y concentracion del ARN extraido
fueron determinadas mediante espectrofotometrigetdpleando un equipo
Nanodrop ND-100(Nanodrop Technologies, Thermo Fisher Scientific,
Delaware, EEUU).

El analisis de la expresion de los genes congiderae llevo a cabo
mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real empleann equipo
LightCycler 2.0(Roche, Penzberg, Alemania) equipado corsadtware

LightCycler v. 4.0 La mezcla de las reacciones se realizd siguigaslo
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recomendaciones ddlit Fast Star DNA Master PLUS SYBR Green |
(Roche). Para ello se mezclaron 2.5 unidadesMdéiScribe Reverse
Transcriptasg/Applied Biosystems, California, EEUU), 1 unidagl BNase
Inhibitor (Applied Biosystems), @l de Fast-Start DNA Master PLUS SYBR
Green | (Roche), 25 ng de ARN total y 250 nM de las sanes de
oligonucleodtidos especificos de cada gen, en umnveh total de 1Ql. Las
incubaciones fueron llevadas a cabo a 48°C duBhtein y a 95°C durante
10 min, seguidas de 45 ciclos de polimerizaciécadena (95°C 2 s / 58°C
8 s/ 72°C 8 s). Los datos de intensidad de fleerasa fueron adquiridos
durante la etapa final (72°C) y transformados emtesodos relativos de
MARN mediante curvas de calibrado realizadas cbrcidnes decimales
seriadas. Posteriormente, tales datos fueron nizmadals a cantidades
totales de ARN de acuerdo con Bustin (2002) y Haseto et al. (2004) y
un valor de expresion de 1 fue arbitrariamentenagig a los obtenidos para
las plantas control de mandarino Cleopatra. Eldgefa actina fue utilizado
como referencia en las reacciones de amplificat¥@m et al., 2012) y la
especificidad de las mismas fue confirmada postegate mediante curvas
de disociacion y secuenciacion de los productadtesges.

Los genes candidatos fueron identificados medient®isqueda de
homologos en la base de datos de EIDressed Sequence Tagke
mandarinoCitrus clementinaHort. ex Tan. del Consorcio Internacional del
Genoma de Citricos (ICGC; http://www.citrusgenormoeedu/). Para
amplificar los genes correspondientes de los closeleccionados se
disefiaron oligonucleétidos sintéticos que, tal yneose ha descrito
anteriormente, fueron secuenciados para confirmaspecificidad. En la

Tabla 1 se presentan detalles acerca de los oliggtidos empleados en el
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presente trabajo. Al menos se realizaron tres &itmes independientes de

ARN vy tres reacciones de RT-PCR con tres répliéasitas por muestra.

Tabla 1. Secuencias de oligonucleétidos de los genes deositgue codifican la expresion

de las enzimas Protén-ATPasa (HA) y Quelato férremuctasa (FRO), del transportador
férrico (IRT) y del transportador de metales vaau@NRAMP), utilizados como cebadores
para la RT-PCR en tiempo real.

Gen Cédigo EST orﬁgi‘gggodel Secuencia del oligo (5-3') aLar:H?gr? (%ZI)

HA1 clementine0.9_001614m F GGACGCGTTTGGTGTAAGAT 143
R GAAGTCCAGGGCGTTCAATA

HA2 clementine0.9_032287m F TTGGCAGTTACTTGGCAATG 127
R GCAAGCTTTCGGAAGTCATC

FRO1 clementine0.9_002087m F GCTGCATGTTGGTGACTTTG 78
R AACCGCAGAAATCGATCAAG

FRO2 clementine0.9_000943 F GGAGGAGCCAAAACAAGATG 73
R CAGCCAAGAAACACAGCAAA

IRT1 clementine0.9_014282m F CTCAGTTGGAGCCACAAACA 115
R GTACTCCGCCTGAAGAATGC

IRT2 clementine0.9_014448m F CTTTGATTGGTGCTTTGCTG 56
R TGGGTGTGTCGTGGATACAA

NRAMP3  clementine0.9_007815m F AACATTGGCCTCGTAAATGC 132
R AGCATAAGTGCCGGTAATGG

"Cédigo EST se refiere al nombre de transcrito dikpe en la base de datos del Consorcio
Internacional del Genoma de Citricos (ICGC; htipaiv.citrusgenome.ucr.edu/).

3.1.2 Acidificacion del medio radicular

Para la determinacion cuantitativa de la extrusiénprotones se
transfirieron grupos de diez plantas de cada gemadi recipientes que
contenian 250 mL de solucién nutritiva con y sinuB0FeEDDHA para las
plantas +Fe y -Fe, respectivamente. Las solucieaegustaron a pH 7 con
5 mM NaOH. De esta forma el volumen de soluciomitivd por planta era
lo suficientemente alto como para evitar el rieggoagotamiento de los
nutrientes. Las soluciones se burbujearon con @rginuadamente y las
plantas se mantuvieron en una camara de cultivoaadniente controlado
(Sanyo MCR-350H, Sanyo Electric Biochemical Co, &igp Las

condiciones de ésta fueron iluminacién continuaO(Rénol m? s* de
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densidad de flujo de protones, 400-700 nm), tenpexale 28°C y 80% de
humedad relativa. Los recipientes fueron totalmeeateibiertos con papel
de aluminio para impedir la iluminacioén en su ierLa acidificacion del
medio se determiné midiendo los cambios del pHaegolucidon nutritiva.
Los valores del pH se tomaron en distintos tiemghasinte 8 h con un
pHmetro (Consort C531, Turnhout, Bélgica), lo qeenutié determinar la

extrusion de Fidurante este periodo.

3.1.3 Actividad de la H-ATPasa

Las raices fibrosas cortadas de plantas +Fe y -<d-eardbos
genotipos, se lavaron con agua destilada, se hemeagaron en un mortero
con nitrégeno liquido y se homogenizaron a 4°C oantampon que
contenia 50 mM de Tris-HCL (pH 7.5), 10% de glitce2®% de PVPP, 10
mM de MgCh, 1 mM de EDTA y 14 mM de 3-mercaptoetanol (todes d
Sigma, Aldrich, St. Louis, MO, USA). También se didal mM de PMSF y
10 pg mL* de leupeptina (Sigma) para evitar o minimizar fatelisis.
Después de un filtrado a través de 4 capas de ght@amogeneizado se
centrifugd a 13000 g durante 15 min (CentrifugaOs81Eppendorf AG,
Hamburgo, Alemania) y el sobrenadante fue centiflogotra vez a 100000
g durante 30 min (Ultracentrifuga Optima L-80 Beekn€Coulter, Fullerton,
California). El precipitado final se resuspendiéetrmismo medio tampon
de homogenizacion y se utilizé para las determaraesi de la actividad ™
ATPasa (Rabotti y Zocchi, 1994). Para su consedvaestas muestras se
congelaron con Nliiquido y se almacenaron a -80°C.

La actividad H-ATPasa se determind acoplando la hidrdlisis del
ATP a la oxidacion del NADH (Rabotti y Zocchi, 199n un volumen
final de 2 mL de un tampén 25 mM de MOPS-BTP (pb),6que contenia
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250 mM de sacarosa, 50 mM de KCI, 1 mM de ATP, 1 deVPEP, 0.25
mM de NADH, 15ug mL* de lactato deshidrogenasa (EC 1.1.1.27180
mL? de piruvato quinasa (EC 2.7.1.40) y 0.015% de aluitodos de
Sigma). Las reacciones se iniciaron por la adidéralicuotas de 20-50_
de la fracciobn microsomal y los cambios en la dimocia se midieron
mediante espectrofotometria (Lambda 25, Perkin EBmelton, CT, USA)
a 340 nm durante un periodo de 5 min.

El contenido en proteinas de la fraccion microsordal las
membranas se determind utilizandl5 de la anterior preparacion y 200
uL del reactivo Bradford-BioRad (Sigma) incubademperatura ambiente
durante 30 min, después de lo cual se midi6 larbbsoia a 595 nm con un
espectrofotometro (Microwin 2000, Asys, Eugendofustria). Como
estandar de proteinas se utilizé BSA (Bradford6).97

3.1.4 Actividad de la Quelato férrico reductasa (FER)

La actividad FC-R se determiné midiendo la formaaél complejo
Fe(l)-BPDS a partir de Fe(ll)-EDTA (Chaney al., 1972). Se utilizaron
segmentos apicales de raiz (de unos 5-8 mm detdoiygion un peso fresco
total de 0.020 g, que se lavaron con una solucidm de CaS®2H,0
durante 5 min y después se incubaron en 10 mL Ideiéo nutritiva fresca
(sin Fe) suplementada con 0.3 mM de BPDS (Acrosdcg, New Jersey,
USA) y 100 uM de Fe(lll)-EDTA (Sigma). El pH de esta solucionef
previamente ajustado a pH 5.5 con 5mM de MES-Na®tdnieac,
Barcelona, Espafia). El recipiente utilizado se iduton papel de aluminio
para no dejar penetrar la luz. Durante un peria@mdubacion entre 1y 6 h

a 23°C, se tomaron alicuotas cada hora y se nadavdorbancia a 535 nm
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con un espectrofotémetro (Mikrowin 2000, Asys, Endmf, Austria). El

BPDS forma un complejo rojo soluble en agua coReél y solo un débil
complejo con el F&. La cantidad de hierro reducido se calculé por la
concentracién del complejo ¥gBPDS) utilizando un coeficiente de
extincion de 22.14 mM cih y se expresé en nmol #eeducido g PF raiz

h™.

3.1.5 Influjo de*’Fe en las raices

Los influjos de’’Fe en raices de plantas alimentadas o no con hierro
(+Fe y -Fe , respectivamente) de ambos genotipdsteeminaron midiendo
el enriquecimiento er’Fe en las raices después de ser expuestas a una
solucién de absorcién adicionada ¢dRe-EDDHA. Esta fue semejante a la
anteriormente descrita, substituyendo el Fe-EDDH# PFe-EDDHA
(95.6% atomos dé’Fe, Cambridge Isotope Laboratories, Inc., Andover,
MA, USA) a la concentracion de 100 y ajustada a pH 7 con 1 mM de
MES.

Para obtener una medida mas exacta del influjo®@e, el
enriguecimiento se determiné en el Fe intraceldaespués de que el Fe
extracelular fue extraido, procediendo como seriesa continuacion.

Los distintos grupos de plantas se pasaron sepaesde@ a sus
correspondientes soluciones nutritivas, donde sguwvgron con aireacion
durante 24 h. Después, dentro de cada grupo serdnci3 lotes de 10
plantas cada uno, que se transfirieron a 250 mla delucion de absorcion
con>’Fe durante 20 min y finalmente, %Fe inespecificamente unido a las
paredes celulares fue eliminado de las raicesptab describen Foat al.
(1996). Para ello, las plantas se mantuvieron deramin en una solucion
de desorcién, que contenia 5 mM de Mes-NaOH (p) 5..aM de CaGl
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5 mM de ascorbato sodico y 1 mM de FgSBl ascorbato sédico y el
FeSQ se afadieron inmediatamente antes de su uso,st@ajiose la
solucion de desorcion a pH 5.0.

Después de este tratamiento, el hierro apoplasgécelimind por el
método de Bienfaitet al. (1985). Para ello, las raices de las plantas
anteriores se lavaron con agua destilada y sefitiar@n a recipientes que
contenian una solucion 0.5 mM de CaGbmetida a una vigorosa aireacion
durante 10 min. Posteriormente, las plantas sergasa tubos grandes
donde su sistema radicular permanecié sumergid®56nmL de solucién
nutritiva sin hierro, adicionada con 10 mM de MBI (5.5) y 1.5 mM de
bipiridina (un agente complejante que forma un rcaolmsa cuando se
compleja con Fe(ll). Se burbujed nitrégeno a tragésla solucién para
desplazar el @disuelto y, posteriormente, se afiadié ditionatdicsd (un
agente reductor capaz de reducir*Fea Fé") a las soluciones.
Inmediatamente antes de su uso, se disolvierongddgsditionato sédico en
5 mL de agua desionizada destilada y desoxigemaggtandose, mediante
una jeringa, 1 mL de esta solucion en el mediaiaid de la incubacion
(tiempo 0), la cual se realiz6 posteriormente enokxuridad. Para
determinar la cantidad de hierro apoplastico liderse tomaron alicuotas (5
mL) en diferentes momentos en el transcurso de enogo de 1 h,
midiéndose la absorbancia a 520 nm (Mikrowin 20@8ys, Eugendorf,
Austria). Posteriormente, las raices se lavaron agna destilada, a
continuacion con 0.05 M HCI durante 3 min para &lan los posibles
restos de Fe extracelular y finalmente dos veces agua desionizada
destilada. La concentracion de Fe que permanedasemices después de
este tratamiento representa el Fe intracelular.expgrimentos de influjo se
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realizaron en la misma camara de cultivo y con mimakes iguales que las
descritas anteriormente (apartado 3.1.3).

La concentracion total de Fe en las raices serdet@ren otros
grupos similares de plantas de ambos genotipaadtratcon o sin 2QM
FeEDDHA. Con este proposito, las raices previamdawadas fueron
tratadas con una solucion 0.05 M de HCI duranterBpara eliminar el Fe
unido a las paredes celulares y luego volvieroerdaadas 2 veces con
agua desionizada destilada. Antes de procedernadisis, las raices fueron
separadas, pesadas, secadas en una estufa cemteoforzada de aire a
65°C durante 48 h y después vueltas a pesar. Dedpb6é&y de materia seca
se incineraron en un horno mufla durante 12 h &&5Posteriormente, el
hierro se extrajo con acido nitrico al 2% (Hiperpamnreac, Fe < 1 ppb) en
un bafio ultrasénico (Fungilab S.A., Sant Felil debtegat, Barcelona,
Espafia) durante 30 min a 40°C. Las concentracitoteses de Fe se
midieron con el modelo ASS Perkin Elmer Analyst (iam,
Massachusetts, USA). El contenido®4fe de las raices se determiné como
describieron Weyer y Schwieters (2003), utilizando espectrometro de
masas de plasma (MC-ICP MS, Thermo Finnigan Neptlws andlisis se
realizaron con agua ultra-pura (Ultra Pure Watest&ys Milli Q Plus).

Los enriquecimientos etFe (A°’Fe] = % atomos’Fe en exceso)
en las raices se obtuvieron substrayendo la abuiadaatural dé’Fe en el
tejido a la abundancia determinada en las raicegués de un tiempo de
marcado de 20 minutos (1/3 hora). Estos se apticardos valores del
contenido intracelular de Fe ([Fei] gy g* PS raiz) como se expone en la
ecuacion (1), siendo 57 la masa molecular s, para obtener las tasas de
absorcién dé’Fe P'FeTA) expresadas en nntéFe g* PS raiz H.
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[Fei] ATFe] x 3
Ecuacion 1°"FeTA = —--mmmmmmmmmmeemmmmme e
10G%

3.1.6 Andlisis estadistico

Todos los resultados presentados en este expedmerntesponden
a la media y desviacion estandar de tres réplibésnmlas a partir de tres
grupos independientes de plantas (tres plantagquo) por genotipo y
tratamiento, excepto en los ensayos de acidifica3dl.2) y de influjo de
*’Fe (3.1.5), en los que se utilizaron tres grupo&@plantas, por genotipo
y tratamiento.

El andlisis estadistico se efectu6 mediante Aalisi la Varianza
(ANOVA) con Statgraphics Plus version 5.1Statistical Graphics,
Englewood Cliffs, NJ). Las medias se compararofizatido el método

LSD (Least Significant Differenciea un nivel de confianza del 95 %.
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3.2 EXPERIMENTO 2: RESPUESTAS METABOLICAS DE LAS
RAICES A LA DEFICIENCIA DE HIERRO INDUCIDA

Este experimento se realizd con plantas sin imjetéh patron de
citricos citrange Carrizo (hibrido d&trus sinensigL.) Osbeck xPoncirus
trifoliata [L.] Raf.).

El semillero donde se obtuvieron las plantas seejdactomo en el
apartado anterior.

Al cabo de 8 semanas las plantas se seleccionaroangformidad
de tamafio y se trasplantaron individualmente a taacepacas de 0.5 L
llenas de arena gruesa. Posteriormente, se sepaardos grupos que se
nutrieron con la solucién de Hoagland y Arnon corsio 20 uM Fe-
EDDHA (+Fe y —Fe, respectivamente). El pH de ldagones nutritivas se
ajustdé a 6.0 con 1 M KOH 6 1 M,BQO,. Las plantas a las que se aplicaron
soluciones con o sin hierro se distribuyeron al arael area experimental,
manteniendo alrededor de su perimetro una fila ldaetags guarda no
incluidas en el experimento.

Las condiciones de cultivo de las plantas en etrimadero fueron
semejantes a las descritas en el apartado anterior.

Los tratamientos se mantuvieron durante 8 semanas Yy
posteriormente, las plantas de ambos se extragroladosamente de las
macetas y se separaron los tallos de las raicéss Bsganos se lavaron
primero con agua corriente y, después con agua ordeada.

Posteriormente, se procesaron en funcion de losspndientes analisis.
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3.2.1 Concentracion de Fe total

Al final del experimento se recolectaron las hgja®nes totalmente
expandidas (de la ultima brotacion) y las raicésofias de 6 plantas
individuales. Para el analisis del Fe total de®étganos se procedid de la

forma descrita en el apartado 3.1.5.

3.2.2 Parametros fotosintéticos

La tasa de asimilacién neta de £(&co;) de hojas individuales
unidas al tallo se midi6 al aire libre entre lasODOy las 11.30 h en un dia
soleado, que permitido efectuar las medidas en cummdtis relativamente
estables. La radiacion fotosintéticamente activeR)Pen la superficie de la
hoja se ajusté a una densidad de flujo de fotorek0A0pmMol m? s*. Para
las medidas se utilizo un analizador de intercangbigeoso CIRAS-2 (PP-
systems, Hitchin, UK). La lamina foliar quedo plerente encerrada dentro
de una cubeta PLC 6 (U) universal para hojas (neodelcircuito cerrado),
que se mantuvo a 25 + 0.5°C, con un déficit deiqmede vapor entre la
hoja y el aire de alrededor de 1.7 Pa. La tasdujte de aire a traves de la
cubeta fue d 0.5-1.5 L nilm Se tomaron 10 medidas consecutivas a
intervalos de 3-s.

El contenido en clorofila de la hoja se estim6 raeté un medidor
portatil SPAD-502 (Minolta, Japdn).

Los parametros de fluorescencia de la clorofila: flrmorescencia
basal, Fm: fluorescencia maxima y Fv = Fm - Fooriigcencia variable) se
determinaron con un fluorimetro portatil (Plant i&ffncy Analyzer,
Hansatech Instruments Ltd., UK). Después de 30 aeiradaptacion a la
oscuridad, las hojas se iluminaron con un pulsaragate de 210Qumol

quanta nf s* durante 5 s para inducir la fluorescencia.
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Todas las determinaciones se realizaron al finadkgayo en las dos
hojas plenamente expandidas mas jovenes de cadieuna 6 réplicas por
tratamiento. El valor medio de las dos hojas sesideno representativo de

cada planta individual.

3.2.3 Acidos organicos en las raices

Muestras de raices tomadas de 6 plantas indepéssligror
tratamiento se congelaron con nitrogeno liquiddjodizaron (LyoAlfa 6,
Telstar, Terrasa, Espafa) y se trituraron. Esteemaat(50 mg PS) se
homogeneiz6é (Polytron PT 3100, Kinematica, Lucei®eiza) durante 1
min a 10000 rpm, en 10 mL de agua ultra-pura (UPnae Water Systems
Milli Q Plus). La mezcla se mantuvo en una nevdf&), y después de 24
h, la mezcla se re-homogeneiz6 y centrifugd a 590 durante 20 min a
4°C (Centrifuga 5810R, Eppendorf AG, Hamburgo, Adem). El
sobrenadante se recogio, se filtré a través détum de jeringa de fluoruro
de polivinilo de 0.20um (OlimPeak, Teknokroma, Sant Cugat del Vallés,
Espafna) y se llevo a un volumen final de 10 mL agna ultra-pura. Las
extracciones finales se almacenaron a -80 °C ewuoétis de 1 mL,
previamente congeladas coa IMjuido, hasta un posterior uso.

Los acidos organicos (citrato y malato) se deteansim mediante un
cromatografo de gases (Agilent 6890, Wilmington,AY&coplado a un
espectrometro de masas (MS-TOF, Pegasus 4D LECOQ,UdAR), con
columna capilar BPX35 (30 m x 0.32 mm, SGE AnabjtiScience,
Australia). Las muestras se inyectaron con un mesdbr automatizado
(CTC Combi Pal auto sampler). El flujo de helio fie 2 mL mifi y las
temperaturas del inyector, interfase y fuente de M&on 230, 250 y
200°C, respectivamente. Los acidos organicos setiftoaron mediante el
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uso de estandares internos. Las cantidades delastérinternos afadidos a
las extracciones fueron ajustadas hasta cantidsidekres a las de los
compuestos endogenos, ya que las relaciones prexif@aunidad dan lugar

a determinaciones mas precisas.

3.2.4 Acidos orgéanicos en exudados de raiz y saxilematica

Se constituyeron grupos de 5 plantas por tratami@res réplicas),
que se transfirieron a recipientes opacos que g@me50 mL de las
correspondientes soluciones nutritivas (+Fe y d&#¢ionadas de tampodn
Tris-HCI 1mM (pH 7.0). Las plantas se incubaronathitie 12 h en la misma
camara de cultivo y con iguales condiciones queéléassritas anteriormente.
Los exudados se recogieron, se filtraron a traeéardfiltro de jeringa de
fluoruro de polivinilo de 0.20pum (OlimPeak, Teknokroma) y se
almacenaron a -80 °C, después de haber sido prenviamongelados con
N liquido.

La savia del xilema se extrajo por medio de uaara de presion
tipo Scholander (Soilmoisture Equipment Corp. S&dgbara, USA). Las
plantas se cortaron 5 cm por encima de las primexiags y el sistema
radicular completo se introdujo en la camara cilgadde presion con el
extremo cortado fuera del mismo. Se aplicé unaigmede 2 MPa durante 5
min y se recogio el fluido xilematico en un tubo mléstico conectado al
extremo cortado. Las muestras de savia se filtrartmavés de un filtro de
jeringa de fluoruro de polivinilo de 0.20m (OlimPeak, Teknokroma) y se
almacenaron a -80°C, después de haber sido previ@mengeladas con;N
liquido.

Los &cidos organicos (citrato y malato) se anaizagn un HPLC
ionico (ICS 2000, Dionex, CA, USA) equipado con ucaumna de
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intercambio i6nico (250 x 5 mm lonPac CS 16) y eolumna supresora
CSRS Ultra II-4 mm, funcionando a 100 mA, y adamperatura de 25°C
durante un tiempo operativo de 70 min. Las muesasyectaron con un
muestreador automatico (AS40, Dionex) o directameuatr medio de una
jeringa cuando los volumenes eran pequefios. Ladosicieparados se
identificaron por sus tiempos de retencion y suntifieacion se llevd a

cabo mediante el célculo de las areas de los pjagesse relacionaron con
las curvas de calibrado correspondientes. Paratatonizacion, procesado
de datos y cuantificacion se utilizo el softw@teromeleon 6.6.

3.2.5 Expresion de genes relacionados con el methdmo de los acidos
organicos

Estos analisis, asi como la identificacion de leses candidatos que
codifican para los enzimas estudiados, se desawalltal como se expone
en el apartado 3.1.2. Los detalles sobre los aligedtidos utilizados se

relacionan en la tabla 2.
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Tabla 2. Secuencias de oligonucleétidos de los genes deosiigue codifican la expresion
de las principales enzimas relacionadas con laiiess de acidos organicos:
Fosfoenolpiruvato Carboxilasa (PEPC), Malato Deslydnada citosélica (cMDH) y
mitocondrial (mMDH), Enzima Malico (ME), Citrato 8asa (CS), Aconitasa (ACO),
Fumarasa (FUM), y del transportador de acidosichftboxilicos (DTC), utilizados como
cebadores para la RT-PCR en tiempo real.

Gen Cédigo EST Orlentac,lc.m del Secuencia del oligo (5"~ 3) Tan?a?o del
nucleétido amplicon (bp)

PEPC clementine0.9_001549m F AAACACCGGTTAAGGCATCA 52
R AGTCGGTTTTGGTGAAAGCA

cMDH clementine0.9_015365m F CCTGTGATTCTGCACATGCT 131
R CATGCCTCAACAGCATCAGT

ME clementine0.9_033758m F AGAAGGTTACCGTGGTGTGG 127
R TTCTGGATCCCACATGTTCA

CS clementine0.9_009277m F AAACCCCTGGCCAAATGTT 141
R AGAGCTCGGTCCCATATCAACT

ACO clementine0.9_001896m F GGCAAGTCATTCACATGCGTT 108
R TGAAGAAGTAGACCCCGGTTGA

FUM clementine0.9_008282m F AATTGCTGCACGAGTCATTG 95
R CTCCTTGTGAGCCTTCTTGG

mMDH clementine0.9_014978m F AAGGACCTGTGCTCTGCAAT 92
R GCAGCAATTGGAACAGTTGA

DTC clementine0.9_017076m F CAACGCCGCAATTACACTAA 92
R GTAGGACCTGCACCTTTCCA

“Codigo EST se refiere al nombre de transcrito diipe en la base de datos del Consorcio
Internacional del Genoma de Citricos (ICGC; htipaiv.citrusgenome.ucr.edu/).

3.2.6 Actividades enzimaticas

La actividad de los enzimas del ciclo de los acittmsirboxilicos
(TCA) y citosdlicos en las raices se midio en lasdiones mitocondrial y
soluble, respectivamente. Las muestras fueron mlatera partir de grupos
de 30 plantas por tratamiento (con tres réplicéiyando 100 g de PF de
raices fibrosas en cada una.

Las mitocondrias del tejido radicular se aislaradmante el método
general de Ikuma y Bonner (1967), modificado parkdanet al. (1979).
Asi, después de la separacion del resto de lagpléad raices fibrosas se
lavaron con agua destilada y se cortaron en sexzide 2 6 3 mm de

longitud. Las secciones cortadas (100 g PF) sgdribn en un mortero con
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200 mL de un medio que contenia 0.3 M de manit@0de BSA, 1 mM
de EDTA y 20 mM de MOPS (pH 7.2). Después de s$eeadio a través de
muselina, el homogeneizado se centrifugd duranteirba 3000 g y la
fraccion sobrenadante resultante fue centrifugadaugvo durante 20 min a
12000 g (1). El precipitado mitocondrial se resusi@ en el anterior medio
(medio de lavado) y se centrifugd a 1500 g durdftenin seguido de una
precipitacion final a 11000 g durante 15 min. Eiidb sobrenadante fue
cuidadosamente separado por aspiracién de lasanddas sedimentadas.
Para solubilizar las enzimas, las mitocondriasdasase resuspendieron en
tampon 10 mM HEPES (pH 7.1) con 5 mM de mercapimtese afiadio
Triton X-100 hasta una concentracion final del 0. 4% muestra se agitd
durante 15 min. Después de la incubacién con Tikér00 la muestra se
centrifugd durante 15 min a 36000 g y el sobreni@dae recogié para ser
analizado inmediatamente. La fraccion sobrenaddetia centrifugacion a
12000 g (1) se centrifugo otra vez a 80000 g der@Atmin para obtener la
fraccion soluble. Todas las operaciones se realizartemperaturas entre 0
y 4°C.

Las actividades enzimaticas se ensayaron en laslicommes
descritas en las siguientes referencias: PEPC @/ahal., 1983), PK
(Moorhead y Plaxton, 1988), ME (Maurinet al., 1997), MDH (Dannekt
al., 1995), CS (Srere, 1967), ACO (Baocenal.,1961) y FUM (Bergmeyer
et al, 1974). Las actividades enziméticas se midieron
espectrofotométricamente (Lambda 25, Perkin El®lee]ton, CT, USA) en
un volumen final de 3 mL de medio de reaccion. le@gciones se iniciaron
al anadir de 50 a 2Q@L de extracto proteico.

El contenido en proteinas se analizo de la mismmadaescrita en el
apartado 3.1.3.
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3.2.7 Andlisis estadistico

Los datos presentados sobre concentracion de herrérganos
(3.2.1), valores de SPAD, parametros de fluoresagntasa de asimilacion
de CQ en hojas (3.2.2) y contenido en acidos organgosaices (3.2.3)
corresponden a la media y desviacion estandamptnéas independientes.

Cada muestra para los analisis de la concentrad@nacidos
organicos en el medio de exudacion o en la savigildena (3.2.4) procedia
del conjunto de un grupo de 5 plantas. Los valopgesentados
corresponden a la media y desviacion estandar sleldotres grupos de
plantas por tratamiento.

Para los analisis de expresion génica (3.2.5)aeaeon, al menos,
tres extracciones independientes de ARN con susesmondientes
reacciones RT-PCR en tiempo real, que se repities veces en cada
muestra. De forma similar, se efectuaron tres egimaes independientes de
proteinas (3.2.6) a partir de tres grupos de 3ftasapor tratamiento. En
cada extracto, las actividades enzimaticas se roigipor triplicado. En
ambos casos los valores presentados son la meliaviacion estandar de
las tres réplicas.

El anadlisis estadistico se efectu6 como en el @xpato anterior.
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3.3 EXPERIMENTO 3: EFECTOS DEL BICARBONATO SOBRE
LOS COMPONENTES GENICOS Y FISIOLOGICOS DEL SISTEMA
DE ADQUISICION DEL HIERRO

Este experimento se realizd con plantas sin imjeté patron de
citricos FA-5 (hibrido deCitrus reshniHort. ex Tan. xPoncirus trifoliata
[L.] Raf.).

El semillero donde se obtuvieron las plantas seejvparomo en los
apartados anteriores.

Al cabo de 8 semanas, las plantas se seleccioparoaniformidad
de tamafio y se trasplantaron individualmente a taacepacas de 0.5 L
llenas de arena gruesa. Posteriormente, se separardos grupos que se
nutrieron con la soluciéon de Hoagland y Arnon axfieida 0 no con 10 mM
NaHCGs. El pH de las soluciones nutritivas se ajusté0ac8n 1 M KOH o
1 M H,SO,.

Las plantas a las que se aplicaron soluciones cgin bicarbonato
(+FeBic y +Fe, respectivamente) se distribuyeronazar en el area
experimental, manteniendo alrededor de su perimeteofila de plantas
guarda no incluidas en el experimento.

Las condiciones de cultivo de las plantas en etrimadero fueron
semejantes a las descritas en los apartados aegerio

Los tratamientos se mantuvieron durante 8 semanas Yy
posteriormente, las plantas de ambos tratamientes egtrajeron
cuidadosamente de las macetas y se separarofléssde las raices. Estos
organos se lavaron primero con agua corriente \pudss con agua
desionizada. Posteriormente, se procesaron endfurdg los posteriores

analisis.
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3.3.1 Distribucion y transporte del hierro

La distribucion del Fe absorbido en la planta catgpbe determind
utilizando ®>'Fe durante un periodo de marcado relativamente.lakgi,
después de su cultivo con soluciones nutritivas qaetenian o no
bicarbonato (+FeBic o +Fe, respectivamente), grup®gplantas de cada
tratamiento se regaron durante 4 d con las mismolkgisnes nutritivas
donde el Fe se substituyd por|2d >’FeEDDHA. Al final del experimento,
las plantas se extrajeron de las macetas, recotbrtaeparadamente los
tallos y las raices. Las raices se lavaron con dgsimnizada, y se trataron
con una solucion de HCI 0.05 M durante 3 min pdimiear el Fe
extracelular y luego dos veces con agua desionidedgtilada. Finalmente,
se analizo la concentracién de Fe en los organelsenriquecimiento en
>’Fe, por los procedimientos descritos en el apardatls.

El contenido total dé8’Fe ’Fet enpg) en el 6rgano se calculd en
funcién de la concentracién en Fe en el 6rgano] @Reug g* DW) vy el
enriquecimiento en’Fe ([A°’Fe] = % atomos’Fe en exceso), segin la

ecuacion 2.

[Fe] x PS xA4¢'Fe]
T (o0 I =) = ———

3.3.2 Influjo de°"Fe en las raices
Los influjos de >’Fe en raices de plantas tratadas o no con
bicarbonato (+FeBic o +Fe, respectivamente) sermétaron de la forma

detallada en el apartado 3.1.5.
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3.3.3 Parametros fotosintéticos

En ambos tratamientos la tasa de asimilacion netaC@, el
contenido en clorofila y los parametros de fluoeesia de ésta se
determinaron en el mismo tipo de hojas y por losnmais procedimientos
descritos en el apartado 3.2.2.

3.3.4Expresion de genes relacionados con el sistema desarcion de Fe
El analisis de la expresion génica se efectu6 stgérpuesto en el
apartado 3.1.1.

3.3.5 Actividades enzimaticas
Las actividades de las enzimas Quelato férricoatedga (FC-R), A
ATPasa y Fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) seramn por los

meétodos expuestos 3.1.4, 3.1.5y 3.2.6.

3.3.6 Acidificacion del medio radicular

La capacidad de acidificacion de las raices serrdeté en las
plantas tratadas con +Fe y +FeBic. Después de tsacein y lavado se
transfirieron a recipientes que contenian mediosndebacion (250 mL)
constituidos por la anterior solucién nutritiva cgrsin 10 mM de HC@
(MI+Bic y MI, respectivamente). Estos medios sestgton a pH 8.5 con
NaOH 5 mM (Panreac). Las plantas se incubaron teihh en la misma
camara de cultivo y con iguales condiciones que&léassritas anteriormente
(apartado 3.1.3). La acidificacion del medio seedwin6 midiendo los

cambios de pH en la solucion nutritiva con un pHmé@Consort C531).
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3.3.7 Analisis estadistico

Los valores de los parametros fotosintéticos (3.dr8lice SPAD,
fluorescencia de la clorofila y 8 son la media de los de 6 plantas
independientes por tratamiento. Los valores débrés las determinaciones
corresponden a la media y desviacion estdndar e réplicas por
tratamiento, obtenidos a partir de tres grupospeddientes de 10 plantas
cada uno.

El andlisis estadistico se efectu6 como en los riargs

experimentos.
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3.4 EXPERIMENTO 4. INFLUENCIA DEL BICARBONATO EN LA
MOVILIZACION DE LAS RESERVAS DE Fe DE LOS
COTILEDONES EN UN MEDIO DE CULTIVO CARENTE DE Fe

En este experimento se utilizaron semillas mono&mizas de
limonero Citrus limon L. Burm). Después de la eliminacion de las
cubiertas, las semillas se esterilizaron supehfi@ate mediante inmersion
durante 10 min en una solucién filtrada de hipatdocalcico al 7%
adicionada de Tween 20 al 0.1% (v/v). Inmediatamérspués las semillas
se lavaron tres veces con agua destilada estéril.

Para la germinacion de las semillas y posteriativaulin vitro" de
las plantulas se prepararon dos medios nutritivgs @pntenian las sales
minerales de Hoagland y Arnon con excepcion dellapiede hierro,
adicionandose 10 mM NaHG@n uno de ellos (-FeBic) pero no en el otro
(-Fe). A ambos medios, se les afiadié agar (Difactdal 0.7% (w/v) y se
les ajusté el pH a 8.0 (mediante adicién de 1 m KDHM H,SQOy), antes
de ser esterilizados en autoclave durante 20 ni@04C. Los medios se
distribuyeron en tubos de 150 x 25 mm, dispensatlac de medio en
cada uno de ellos. Después de sembrar las semifias,tubos se
mantuvieron durante 21 d en una camara de culBamyo MCR-350H,
Sanyo Electric Biochemical Co, Japo6n) a 27°C deptzatura, 80% de
humedad relativa y 200mol m? s* de intensidad luminosa durante 16 h al
dia.

Posteriormente, las plantulas de ambos tratamiesgoextrajeron
cuidadosamente de los tubos y se separaron los @ las raices. Estos
organos se lavaron con agua desionizada y se procesn funcién de los

posteriores analisis.
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Un grupo adicional de plantulas que también fuecoltivadas
durante 21 d en el tratamiento con bicarbonatoBidjdue dividido en dos
partes que se trasplantaron a otros dos grupagods tle cultivo preparados
como en el caso anterior con la solucion nutriteenpleta de Hoagland y
Arnon (conteniendo 2QM de FeEDDHA) adicionada o no con 10 mM de
NaHCGQ; (+FeBic y +Fe, respectivamente). Un grupo adidioleaplantulas
se mantuvieron en el medio -FeBic como controlestad plantulas se
mantuvieron otros 15 d en las mismas condicionesuteyo anteriormente
descritas, antes de ser extraidas y manipuladas eoral caso anterior.

En los grupos de pléantulas, establecidos en furdgbtratamiento al
gue fueron sometidas, se efectuaron las siguigetesminaciones:

3.4.1 Peso de los 6rganos (tallos, cotiledones yces) y concentracion de

Fe en los mismos

3.4.2 Expresion de los genes relacionados con etesma de absorcion

del hierro por las raices

3.4.3 Actividades de los enzimas HATPasa, FC-R y PEPC en las raices
Las metodologias en cada caso se correspondeagaitilizadas en

los experimentos 3.1y 3.2.

3.4.4 Andlisis estadistico

Los valores de todas las determinaciones son laanyedesviacion
estandar de tres réplicas por tratamiento obteradpartir de tres grupos
independientes de 10 plantas cada uno.

El analisis estadistico se efectu6 como en los rianke

experimentos.
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3.5 EXPERIMENTO 5. EFECTO DE LOS IONES zZn** Y Mn?
SOBRE LOS COMPONENTES GENICOS Y FISIOLOGICOS DEL
SISTEMA DE ADQUISICION DEL HIERRO

Este experimento se realizd con plantulas de mamargo Citrus
aurantiumL.) obtenidas a partir de semillas germinatiawitro”, segun el
procedimiento descrito en el experimento anterior.

En el ensayo sobre el efecto defZrse preparé un medio de cultivo
gue contenia las sales minerales de Hoagland ynAcoo excepcion del
Fe-EDDHA y del ZnS@Q7H,0. Este medio se dividié en 4 partes, de las
cuales una se dejo inalterada (-Fe0Zn), mientrasageada una de las otras
tres se les afadio separadamenteu®DFe-EDDHA (+Fe0zZn), 10QuM
ZnSQ;- 7TH,O (-Fel00Zn) o ambos compuestos (+Fel00Zn). Emsy®
paralelo con Mfi" se procedié de forma semejante, preparando elonukedi
cultivo de Hoagland y Arnon desprovisto de Fe-EDDMAMNSQ;-H,0.
Igualmente, este medio se dividio en 4 partes declales una se dejo
inalterada (-FeOMn) mientras que a las otras tres les afadio
separadamente 2QuM FeEDDHA (+FeOMn), 250uM MnSO,-HO
(-Fe250Mn) o ambos compuestos (+Fe250Mn).

A todos los medios se les afiadié agar (Difco Baat@) 7% (w/v) y
se les ajustd el pH a 6.0 (mediante adicion de K@M o 1 M H,SQy),
antes de ser esterilizados en autoclave duraniei2@ 120°C. Los medios
se distribuyeron en tubos de 150 x 25 mm, dispeltsd0 cc de medio en
cada uno. Después de sembrar las semillas en dbigs,tubos se
mantuvieron durante 30 d en una camara de cultmo las mismas

condiciones que en el experimento anterior.
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Posteriormente, las plantulas de cada tratamieetoexdrajeron
cuidadosamente de los tubos y se separaron los @ las raices. Estos
organos se lavaron con agua desionizada y se procesn funcion de los
posteriores analisis.

En los grupos de plantas, establecidos en funcébnratamiento al
que fueron sometidas, se determinaron las analitt® los apartados

siguientes.

3.5.1 Concentraciones de Fe, Zn y Mn en los érganos

3.5.2 Expresion de los genes relacionados con skaina de absorcion de

hierro por las raices

3.5.3 Actividad del enzima FC-R en las raices

3.5.4 Acidificacion del medio radicular

3.5.5 Influjo de>Fe en las raices
Las metodologias en cada caso se correspondeagaitilizadas en

los experimentos 3.1.

3.5.6 Analisis estadistico

Los valores de todas las determinaciones son laanyedesviacion
estandar de tres réplicas por tratamiento, obten&dpartir de tres grupos
independientes de 10 plantas cada uno.

El andlisis estadistico se efectu6 como en los riargs

experimentos.
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Resultados y Discusion

4.1 RESPUESTAS GENICAS Y FISIOLOGICAS A LA
DEFICIENCIA DE HIERRO DE DOS PATRONES DE CITRICOS
CON DIFERENTE GRADO DE TOLERANCIA A LA CLOROSIS

FERRICA

El experimento 1 permitio caracterizar el sistemablsorcion de Fe
en plantas de citricos cultivadas bajo condiciodes clorosis férrica
provocada por la ausencia total de Fe en la saluuidritiva. Asi mismo, se
estudio la regulacion de los componentes que paatien dicho proceso en
dos patrones de citricos que presentan una reapdiéstente a la clorosis
férrica, mandarino Cleopatra y citrange Carrizolef@nte y sensible,

respectivamente).

4.1.1 Expresion de los genes que regulan la actigd de los enzimas y el
transportador férrico

En primer lugar se determind la expresion de loegHA, FRO e
IRT, que regulan, respectivamente, la actividathdeenzimas HATPasa y
quelato férrico reductasa, y el transportador déren el sistema radical de
los citricos (Figura 10).

Para cada tratamiento, el nUmero de transcritdesdlgenes HAl y
HA2, fue similar en ambas plantas. Sin embargexfaesion del gen HA1
aumento con la deficiencia de Fe en los dos par(he y 1.8 veces en MC
y CC, respectivamente), mientras que no se encontraiferencias
significativas en la expresion de HA2 entre Iagidtos genotipos.

En cuanto a la regulacion génica de la enzima F&-ggn FRO1 no
mostrd induccidn con respecto a ningun patrén tarigento, mientras que

la expresion del gen FRO2 aumento significativaeeaimo consecuencia
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de la deficiencia de Fe en ambos genotipos (3.4 wéces en MC y CC,
respectivamente). Curiosamente, la actividad de geh registrada en el
patron tolerante siempre fue mayor que la del pasensible (entre 1.7 y
3.9 veces, en las plantas +Fe y -Fe, respectivanent

La actividad de los dos genes que codifican la esipn del
transportador férrico, IRT1 e IRT2, fue signifie@mnente mayor en las
plantas del genotipo CC que en las de MC. El ndrdertsanscritos del gen
IRT2 no se vio afectado como consecuencia de |wielefia de Fe en
ningan patrén, mientras que el gen IRT1 mostréindaccion significativa
en las plantas deficientes, que fue mas pronun@ada genotipo sensible
(60.1%) que en el tolerante (26.7%).
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Figura 10. Expresion relativa de los genes HAL, HA2, FRO1QORPRIRT1 e IRT2 medida
mediante RT-PCR en tiempo real; (A) actividadATPasa; (B) actividad FC-R y (C) tasa
de absorcién d¥Fe, determinadas en raices de los genotipos mandakeopatra (MC) y
citrange Carrizo (CC). Las plantas se cultivarom soluciones nutritivas adicionadas
(+Fe) o no (-Fe) con 2(aM FeEDDHA. Cada valor es media de tres repeticianesror
estandar. Para la comparacién de medias se udifiabsis de varianza (ANOVA) y LSD
test al 95% de nivel de confianza.

4.1.2 Capacidad de acidificacién del medio externo
Para medir la cantidad de protones liberados sedujeron las
plantas de ambos tratamientos y estados nutriteiossus respectivas

soluciones nutritivas ajustadas a pH 7, hastavel wiel sistema radical. La
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reduccion del pH comenzé de inmediato en tododridamientos (Figura
11). Las sucesivas medidas del pH de la soluciostnamon que la
capacidad de acidificacion fue mas rapida en lastps deficientes en
hierro que en las plantas +Fe, aunque no se eacontdiferencias entre los
genotipos.

En concreto, a las 8 horas de incubacion, la caatik protones
excretados al medio fue 88.1% mayor en las plaifasque en las +Fe,
mientras que no se encontraron diferencias sigivias entre los

genotipos.

200 -

100 A

Protones excretados
(meq H' g'l PS planta)

Tiempo (h)

Figura 11. Capacidad de acidificacién de las raices de lostges mandarino Cleopatra
(MC) y citrange Carrizo (CC), medida como los pr&® excretados durante un periodo de
incubacion de 8 horas. Las lecturas fueron reaizaeh solucion nutritiva adicionadas
(+Fe) o no (-Fe) con 2AM FeEDDHA para las plantas +Fe y —Fe, respectivameélada
valor es media de tres repeticiones + error estarRa la comparacion de medias se
utilizé analisis de varianza (ANOVA) y LSD test28% de nivel de confianza.
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4.1.3 Actividad de las enzimas HATPasa y FC-R

La determinacion de la actividad enzimatica resables de la
extrusion de protones mostro que las plantas deties en Fe (-Fe) tenian
una actividad HATPAsa considerablemente mayor que las plantas
cultivadas en el medio con Fe (+Fe). Este aumeaé 2.2 y 2.1 veces en
MC y CC, respectivamente, aunque no se detectarid@renicias
significativas en esta actividad entre ambos gpost{Figura 10A).

Los resultados de la figura 10B muestran que laa@dpd de
reduccion de P& fue mayor en las raices de las plantas deficieqpiesen
las plantas control, y, cuando se compararon lastgd deficientes de
ambos genotipos, la capacidad de reduccién fue meaytas raices de MC
qgue en CC. Asi, la actividad FC-R de las raicelmsi@lantas deficientes de
MC fue 4.4, 1.9 y 10.7 veces superior que en lastps +FeMC, -FeCC y

+FeCC, respectivamente.

4.1.4 Absorcién de’’Fe por las raices

4.1.4.1 Fe total e intracelular y enriquecimiento ® °>'Fe del sistema
radical

La capacidad de absorcion de Fe de las plantageteemind en
ambos genotipos y estados nutritivos mediante atartiento con 10QM
Fe(EDDHA) enriquecido al 95.2% con el isétopo estdfFe durante un
periodo de marcado de 20 minutos.

Los datos de la tabla 3 muestran que la concentrae Fe total del
sistema radical de las plantas de ambos patrorigadas con Fe fue mas
de dos veces superior que la de las plantas aildtsvaen ausencia del
elemento. Sin embargo, no hubo diferencias sigitifias en el contenido
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de Fe total de las raices de las plantas +Fe desag#motipos, mientras que
las raices de las plantas -FeCC presentaron vakigesficativamente

inferiores a los de -FeMC.

Tabla 3. Concentracién de hierro total de las raices dgéo®tipos mandarino Cleopatra
(MC) y citrange Carrizo (CC) cultivadas con solum@e nutritivas adicionadas (+Fe) o no
(-Fe) con 20uM FeEDDHA.Concentracion de Fe intracelular en las raicesudssgde la
retirada del Fe apoplastico segin el método desgrir Bienfait et al. (1985).

Concentracion de atomos dée en excesoAP’Fe) después de marcado con 100
>’FeEDDHA.

Concentration Fe en raices

Genoti ; 1 ) A Fe
enotipo Tratamiento (ug g~ PSraiz) %)
Total Intracelular
Mandarino Cleopatra  +Fe 426.3 a 187.7b 0.61lc
-Fe 190.2 b 1234c 3.62a
Citrange Carrizo +Fe 374.7 a 220.7 a 0.36d
-Fe 116.5c¢c 86.0d 1.94b

“Cada valor es media de tres repeticiones indepetedie+ error estandar. Para la
comparacion de medias se utilizé analisis de vaagANOVA) y LSD test al 95% de

nivel de confianza. Los valores con diferente letnacada columna son significativamente
diferentes.

La figura 12 representa las curvas de flujo dedaatie ion ferroso
(FE) de las raices de plantas intactas de ambos pemoti estados
nutritivos. En todos ellos se produjo una faseilgerdcion rapida de hierro
de las raices, seguida por una fase mas lentau@Bme que el hierro
liberado en la primera fase representa el hiertonatado en el espacio
libre de la raiz. De estas curvas se observa, quetodo de 20 minutos de
incubacion en presencia de ditionita es adecuadw lpadeterminacion de

hierro extracelular en las raices.
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Figura 12. Capacidad de liberacién de Fe apoplastico de dases de los genotipos
mandarino Cleopatra (MC) y citrange Carrizo (CCdido como los iones ferrosos
liberados durante un periodo de incubacion de 2tms en presencia de J$£0, segun el
método descrito por Bienfadt al. (1985). Las plantas fueron cultivadas con soluEson
nutritivas adicionadas (+Fe) o no (-Fe) conp@® FeEDDHA. La solucién de incubacion
no fue renovada durante en este ensayo. Cadaemloredia de tres repeticiones * error
estandar. Para la comparacidon de medias se witiabsis de varianza (ANOVA) y LSD
test al 95% de nivel de confianza.

En estas condiciones, las raices de las plantasotate MC
liberaron mayor cantidad de ¥eque los controles de CC, mientras que,
comparando entre estados nutritivos, las plantdieldes de ambos
genotipos liberaron menor cantidad que sus ressctiontroles (Tabla 3).
La cantidad de hierro (eng F€* g PS raiz) liberado del apoplasto de la
raiz de las plantas +FeMC represento el 56% deénaio total de hierro de
estas plantas, mientras que en las mismas raitestdeniento +FeCC este
porcentaje fue cercano al 41%. En las plantasidafies, el Fe apoplastico
liberado represento el 35% y 26% del contenido eléokal en las raices de
los genotipos MC y CC, respectivamente. La coneeitin de Fe restante

(intracelular) en las raices después de la extracdel hierro apoplastico

91



Resultados y Discusion

(método de Bienfaigt al., 1985) fue mayor en las raices de las plantas +Fe
que en las -Fe, y de todos los tratamientos, ltares mas bajos fueron
registrados en las raices -FeCC. La tabla 3 tambiarestra el
enriquecimiento dé’Fe de las raices (en % de atomos en exceso) después
de la retirada del Fe apoplastico. En todos loss;dss enriquecimientos de
*’Fe mas altos fueron encontrados en las raices -Fen ylos dos
tratamientos, el marcado fue mas pronunciado eraless del genotipo MC

que en CC.

4.1.4.2 Tasa de absorciéon déFe en el sistema radical

La tasa de absorcién d&e en las células de la raiz se calculé con
los datos de enriquecimiento &fre (%A°'Fe) del Fe intracelular (Tabla 3)
y se recoge en la figura 10C. Los resultados amlique la tasa de
absorciénde >’Fe de las células de la raiz de las plantas -Fapdouse
someten a un tratamiento durante 20 minutos couM®FeEDDHA, fue
mayor que la observada en las plantas +Fe, cuaedocomspara entre
genotipos. En particular, las plantas -FeMC alcemz&! valor de tasa de
absorcion mas alto (235.1 nmdFe g* PS raiz H), que fue 3.9 veces
superior que el encontrado en su control +FeMC.tasas de absorcion de
*’Fe de las plantas -FeCC y +FeCC (87.8 y 41.8 nifir@ g* PS raiz H,
respectivamente) fueron inferiores a las encontrada los mismos

tratamientos de las plantas MC.

4.1.5 Discusion
Las raices de las plantas incluidas en la denoraieattategia | -
entre las que se encuentran los citricos- respoade@ndeficiencia de Fe

mejorando la acidificacion del apoplasto de la,rasi como induciendo la
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actividad de la enzima encargada de la reduccidasdi®rmas férricas de la
solucion del suelo. Ademas, se activa una proté&iaasportadora que
impulsa el transporte del i6n e través de la membrana plasmatica de la
raiz (Schmidt, 1999; Abadia, 2002; Marschner y Ré&lichh1994; Kim y
Guerinot, 2007). Los resultados presentados eneggerimento muestran
las diferencias, tanto a nivel fisiologico como ewllar, en la respuesta a la
deficiencia de Fe de dos genotipos de citricosarage Carrizo y mandarino
Cleopatra, que pueden explicar su diferente regigta la clorosis férrica.

En condiciones de presencia de Fe, no se detealdesancias en la
expresion constitutiva de los genes HA1 y HA2 ehbe dos genotipos,
pero la carencia de hierro aumentd significativamelos niveles de
transcripcion del gen HAL (Figura 10). Algunas stgaciones anteriores
demuestran que la acidificacion de la rizosfergpdeés de la deficiencia de
Fe depende en gran medida la expresion de algurpshmos de la familia
génica HA (Santi y Schmidt, 2009), y coincidiendm aiuestros resultados,
el gen CsHA1 de pepino esta regulado por los revedeFe, mientras que el
gen CsHA2 no se ve afectado (Sasttal.,2005). La actividad de la enzima
H*-ATPasa aumento en las raices de las plantas efefisi de Fe de ambos
genotipos (Figura 10A), aunque sin diferenciasii@ativas entre ellos, y
es consecuente con los resultados obtenidos sa@breapacidad de
acidificacion de la solucion externa (Figura 11ki Aues, esta actividad
enziméatica esta estrechamente regulada por las&prdel gen HAL.

En estudios anteriores, se observl que dentro @enisma especie,
existen genotipos sensibles y tolerantes a la sif@rrica, y que difieren
en su capacidad para acidificar la rizosfera (Ralatocchi, 2006; Rabotti
et al.,1995; Tagliaviniet al., 1995; Weyet al.,1997; Vizzottoet al., 1999;
Dell'Ortoet al.,2000b; Ksouret al.,2006; Donninkt al.,2009; Jelalet al.,
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2010a). En un estudio sobre citricos, Treeby y UYt&93) observaron que
las especies mas tolerantes a la clorosis disnmneliggH de la solucion
nutritiva en respuesta a la deficiencia de Fe, trasnque los menos
tolerantes no tenian esta capacidad tan desawmoll@dr el contrario,
nuestros resultados no mostraron diferencias enrespuesta al aporte de
Fe entre los genotipos estudiados. Ademas, la s@trude protones se
produjo en las raices de las plantas de ambososstaudritivos, aunque este
efecto fue mas intenso en las plantas deficierdd=ed

También se analiz6 la expresion de los genes FRI@seraices de
las plantas, ya que se ha descrito que los niwEesanscripcion de estos
genes modulan fuertemente la absorcion de hiermrdagoplantas, dado su
papel clave en el proceso de reduccién de Fe emgarficie de la raiz
(Jeong y Connolly, 2009). Los resultados del ge@ERpresentados en este
documento, confirman el comportamiento inductivo dstos genes
observado en otras especies como consecuencia defitdencia de Fe
(Connolly et al., 2003). Asi, el acusado incremento de los niveles d
transcripcion de FRO2 en el genotipo tolerante M& ta ausencia de
hierro, parece indicar la existencia de un sisteréa eficaz que permite la
reduccion de hierro, supuestamente critico cortesteés ferrico (Figura
10). Por otra parte, los niveles relativamentesatte FRO2 encontrados en
las raices de las plantas control del genotipo MGc@mparacion con el
control de CC, podrian sugerir una apreciable ddpec reductora
constitutiva (Liet al.,2002).

Por consiguiente, de acuerdo con la expresion €el FRO2, las
raices de ambos genotipos indujeron su actividddctera en condiciones
de deficiencia de hierro (Figura 10B), aunque estecto fue mas

pronunciado en el portainjerto tolerante (MC). Esteesentido, se ha
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observado una estrecha relacion entre la capaadadeduccion de las
raices y la tolerancia a la clorosis férrica deuatis genotipos de plantas
lefiosas (Dell'Ortoet al., 2000a; Gogorcenat al., 2004), incluyendo
citricos, donde la deficiencia de Fe aumenté lavideld FC-R en mayor
medida en las especies tolerantes a la clorosiemles sensibles (Treeby y
Uren, 1993; Manthegt al., 1994). Estas afirmaciones estan de acuerdo con
nuestros resultados, lo que indican que la defitdede Fe induce un grado
de respuesta mayor para la reduccién d& Ee el sistema radical de
mandarino Cleopatra que en citrange Carrizo.

Por todo ello, la estimulacién de la actividad de e&nzimas H
ATPasa y FC-R en las raices de las plantas coaieiggia de hierro, ha sido
considerada por algunos autores como una acciGirggita de ambos
enzimas para mejorar la capacidad de adquisiciéfrajea través de la
acidificacion del apoplasto radicular y de la reziéic de F& (Rabotti y
Zocchi, 1994; Rabotti y Zocchi, 2006; Vizzotbal.,1999; Dell’'Ortoet al.,
2000b; Donninkt al.,2009; M’sehliet al.,2009; Jelalet al.,2010a), como
parece ocurrir en portainjertos de citricos.

De tal manera que, para determinar la tasa de@bsaie Fe de las
plantas de este experimento se realizé un ensaymd=do con un quelato
férrico (FeEDDHA) enriquecido en el isétopo de Sutmones {Fe). La
dilucion isotépica se ha descrito como una técniag eficaz para este tipo
de ensayos (Rodriguez-Castrillé@ al., 2008). Anteriormente, se habian
realizado estudios empleando is6topos radioactpesy la peligrosidad de
los mismos dificultaba el manejo del material yapélisis de las muestras
(Cescoet al., 2002; Bocanegrat al., 2006). También se ha utilizado la
espectroscopia Mdssbauer para detectar isétopaisiesstpero esta técnica

exige un alto enriquecimiento de los tejidos vdgstadificil de conseguir
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en los ensayos de nutricibn comunes y sobre todmeellos que requieren
un corto tiempo de marcado (Kilcoyee al., 2000; Kovacset al., 2005).
Finalmente, Rodriguez-CastrillGet al. (2008) estudiaron la absorcion de
*’Fe en plantas de pepino utilizando por primera laegspectrometria de
plasma inducido (ICP-MS) de alta resolucion paraaliaar el
enriguecimiento del material vegetal. Se trata da técnica de deteccion
muy empleada en el andlisis multielemental o desasotopos debido a su
selectividad y alta sensibilidad a concentraciates$raza. En esta ocasion,
los is6topos empleados son estables y no radieacyiva sensibilidad del
equipo elevadisima. Por todo ello, resulta ser heraamienta muy util y
eficaz para estudios de absorcidn, y es la queaseldygido para analizar
todas las muestras de material vegetal enriquamdd’Fe. La utilizacion
de tiempos de exposicion cortos (5 minutos) seatEsgorgue con niveles
de marcado muy bajos puede haber sobreestimacideleslas a las
pequefias cantidades de trazador adheridas a ld peltdar. Ademas, los
errores cometidos al corregir el resultado en mmsea hora, son mas
pronunciados con marcados cortos (Kronzuekeal., 1996). También se
descartaron los tiempos mas largos porque puedeiugrse fendmenos de
translocacion del trazador. Por todo ello, se éstab un tiempo de
marcado optimo de 20 minutos, tiempo consideradkwato para que el
flujo de salida del is6topo desde el citoplasma geacticamente
despreciable (Kronzucket al.,1996).

Finalmente, nuestros resultados mostraron que ouasdlantas de
ambos genotipos y estados nutritivos se sometiaran tratamiento con
quelato férrico enriquecido éfFeEDDHA, el sistema radical de las plantas
de ambos patrones inicialmente cultivadas en aisgséecFe mostraron una

tasa de absorcion dée superior que las plantas cultivadas con la Enluc
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nutritiva completa (Figura 10C). Feet al. (1996) también obtuvieron un
aumento de la capacidad de absorcion de Fe indpoid&a deficiencia de
Fe enPisum sativummediante el uso de un quelato enriquecidé’Ee.
Ademas, Mantheyet al. (1994) midieron las cantidades d&Fe
transportados a las partes superiores de plantastritsos durante las 2
semanas de crecimiento, tras un periodo iniciad diéas de exposicion a
FeHEDTA marcado cormFe. Estos autores proponen que “&Fe
transportado a los tallos y hojas fue proporcioablFe activamente
absorbido por las raices; ya que probablementenil@des de’*Fe en las
raices reflejan en gran medida la precipitacionregulada de Fe en la
superficie de la raiz. Por lo tanto, la translogadile®*Fe desde las raices
hasta los brotes en el genotipo tolerante a l@sie€itrus macrophylladue
significativamente mayor para las plantas con agfwa de Fe que para el
control. Por el contrario, este aumento fue mucteman en el genotipo
citrange Troyer, sensible a la clorosis. Estosltados apoyan en parte a los
obtenidos en nuestro trabajo, aunque el métodaadid no es comparable.
Para profundizar en las diferencias en la capadigadbsorcion de
hierro entre los dos genotipos y estados nutrifivemmos analizado la
expresion génica de dos miembros de la familia eleeg IRT (IRT1 y
IRT2), que se ha demostrado que codifican la ei@prede los principales
transportadores responsables de la alta afinidad ebsorcion del metal
(Eideet al., 1996; Vertet al.,2001, 2002, 2009). En primer lugar, nuestros
resultados muestran que la expresion del gen IRTUMentd
significativamente el niamero de transcritos en amnportainjertos como
consecuencia de la deficiencia de Fe; mientradRU2 no se vio afectado
en ningun caso (Figura 10). Este hecho podria andin papel clave de

IRT1 en la respuesta de los portainjertos de o#rmontra las condiciones

97



Resultados y Discusion

de deficiencia de Fe por medio del aumento depaadad de transporte de
hierro de la raiz, de acuerdo con informes antesigobreArabidopsis
(Connollyet al., 2002; Vertet al., 2002). Ademas, los resultados muestran
qgue, en presencia de hierro externo, los nivelexgeesion de IRT1 e IRT2
fueron superiores en CC que en MC, lo que indi@mayor actividad de
transporte constitutivo en el primer genotipo.

Sin embargo, surge una aparente contradiccion gasgquobserva
gue el nivel de induccion de la expresion de lasegdRT en las raices de
ambos genotipos no se corresponde con las tasabstecion de’’Fe
registradas, que fueron superiores en MC que ere€@.1levé a discultir si
el aumento de la tasa de absorcion fue consecudacien aumento de la
actividad del transportador o de una mayor capedcika reduccién del
Fe(lll). De esta manera, Grusekal. (1990) correlacionaron los cambios en
la absorcion de Fe con los cambios en la activilada reductasa en las
raices de°. sativumy posteriormente, Manthest al. (1993) sugirieron que
los niveles de absorcién d&Fe en las plantas de citricos mostraron una
buena correlacion con las tasas de reduccion. \idsrecias presentadas en
estos informes estan de acuerdo con los resultpdesentados en este
manuscrito, indicando que el rasgo que refleja ddsrencias en la
tolerancia a la clorosis férrica entre los dos tipos probablemente se
relaciona con la capacidad de aumentar la reducg@nion férrico en
respuesta a la deficiencia de Fe, que fue maydaseplantas del genotipo
tolerante MC. Este factor parece constituir el dadimitante para la
adquisicién de Fe, ya que, las tasas de absor@dfFd fueron también
mayores en MC que en CC. Por el contrario, lasuestps de la expresion
de los genes relacionados con la acidificacionnuidio (genes HA) o con

el transporte de hierro (genes IRT), no se cormedgo con las diferencias a
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la tolerancia a la clorosis férrica encontrada®régmente entre los dos
patrones (Castlet al.,2009).

Por otra parte, el genotipo tolerante a la clorfisisca MC acumulo
mayor cantidad de hierro en el apoplasto de semsstradical que el
genotipo sensible CC; y, de acuerdo con Strastsal. (1999), la cantidad
de Fe liberado del apoplasto radicular represemi@ enayoria de los casos
(-FeCC, +FeCC y -FeMC) menos del 40% del contetodal de Fe de la
raiz, siendo la excepcion las raices de +FeMC, elomste porcentaje
alcanz6 un 56.0% (Tabla 3). Longnecker y Welch QJ$8opusieron que la
acumulacion de hierro en el apoplasto radiculaladeoja puede ser un
factor de resistencia a la clorosis férrica, lo gugiere que el hierro del
espacio libre puede servir como depdésito de alnzam@mto de hierro a
corto plazo, que resulta mas facilmente disponjidea la absorcion y
translocacion del elemento que el Fe que ya ha aibwrbido por las
células de la raiz. El hecho de que la cantidaBedapoplastico disminuyo
durante la exposicion de las plantas de citricosraliciones deficitarias de
éste, apoya la hip6tesis anterior.

Por lo tanto, podemos concluir que el grado derdalda a la
deficiencia de hierro en los citricos parece ed¢derminada por el nivel de
la induccion de la actividad FC-R de la raiz endiciones de deficiencia de
Fe, mediada por el incremento en la expresion delERO2. Ademas, la
resistencia a la clorosis férrica en estas plamasia estar relacionada con

la cantidad de hierro almacenada en el apoplasia rééz.
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4.2 RESPUESTAS METABOLICAS DE LAS RAICES A LA
DEFICIENCIA DE HIERRO INDUCIDA

El experimento 2 permitidé evaluar la respuestandeiabolismo de
sintesis de &cidos organicos en las raices de tanpde citricos bajo

condiciones de clorosis férrica.

4.2.1 Desarrollo de la clorosis
En primer lugar se evaluo el estado de las plad&asitrange

Carrizo, una vez transcurridos los dos meses decandh a la clorosis
férrica mediante el tratamiento de éstas con uh&isa nutritiva carente de
fertilizante férrico. Asi, las plantas cultivadase@ndiciones de ausencia de
Fe manifestaron claros sintomas de deficiencia eleeri- las brotaciones
desarrolladas durante este periodo, que adquirienmonamarillamiento
progresivo de las hojas mas jovenes.

La tabla 4 muestra la concentracion de Fe toté®hojas jovenes y
en la raiz fibrosa de las plantas sometidas a atné@snientos. Las plantas
cultivadas bajo condiciones deficitarias de Fe )(-Eeperimentaron una
reduccion de la concentracion de Fe en estas drzesidel 53.8% y 68.6%,
respectivamente, en relacion con el tratamientdrabf¥-Fe).

Tabla 4. Concentracion de hierro total en las hojas jovenesz fibrosa de las plantas de

citrange Carrizo regados durante 2 meses con una&@o nutritiva con (+Fe) o sin (-Fe)
20 uM de hierro.

Fe total (mg kg PS)

+Fe -Fe
Hojas jévene 71.19+0.7 a 32.86+0.1 b
Raiz fibros. 219.07+0.3 & 68.85+0.4 b

“Cada valor es la media de 6 plantas + error estaf@aa la comparacion de medias se
utiliz6 analisis de varianza (ANOVA) y LSD test 86% de nivel de confianza. Los
valores con diferente letra en cada fila son sicativamente diferentes.
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En cuanto al estado del aparato fotosintético @& las plantas
del tratamiento -Fe presentaron una disminuciomifstgtiva en su
contenido de clorofila (estimado como una reducciéh61.7% en el valor
del indice de SPAD de estas hojas), en comparadadrel de las plantas
control (+Fe). Ademas, la deficiencia de Fe provooné disminucion en el
rendimiento cuantico maximo del PS Il (Fv/Fm) ylanrelacion entre la
fluorescencia variable e inicial (Fv/Fo); asi, cooma reduccion del 54.3%
de la maxima actividad fotosintética o tasa de d&sondn de CQ (Anay de

las hojas cloréticas (-Fe), en comparacion comdgas de las plantas +Fe.

Tabla 5. indice de SPAD, parametros de fluorescencia (FwHm/Fo) y de intercambio
gaseoso (Ao en hojas jovenes de plantas de citrange Careigadas durante dos meses
con una solucion nutritiva con (+Fe) o sin (-Fe) 2@ de hierro. Fo, fluorescencia
minima; Fm, fluorescencia maxima; Fv, fluorescengiable (Fv = Fm-Fo); Fv/Fm,
variacion de la maxima eficiencia del fotosistehaV/Fo, ratio fluorescencia variable e
inicial; Aco,, maxima actividad fotosintética.

+Fe -Fe
SPAD 63.18+1.01 a 24.2+165 b
Fv/Fm 0.83+0.01 a 0.65+0.01 b
Fv/Fo 5.00£0.10 a 186+0.05 b
Acos (Umol m2s™) 6.58+0.22 a 301+0.12 b

“Cada valor es la media de 6 repeticiones * ertandar. Para la comparacion de medias
se utilizé andlisis de varianza (ANOVA) y LSD tedt95% de nivel de confianza. Los
valores con diferente letra en cada fila son sicatifamente diferentes.

4.2.2 Capacidad de biosintesis de &cidos organicos

4.2.2.1 Concentraciéon de acidos organicos en ladaes

La figura 13A muestra los resultados del andliséé abntenido
endogeno de aniones organicos en el sistema rattidat plantas de ambos
tratamientos. Los acidos organicos mayoritarioseértotal de aniones

encontrados fueron el citrato y el malato, reprieseto mas del 90% del
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total de acidos de este 6rgano. La deficiencia @e aamentd la

concentracion de estos aniones en las raices,egigraron un incremento
del 123.8% y 77.4% de citrato y malato, respectmaii®, con respecto a las
raices de las plantas +Fe. Finalmente, el anibnab@sdante en las raices
de las plantas -Fe fue el citrato, que constitugs ael 75% del contenido

de acidos organicos en esta fraccion de la planta.
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Figura 13. Concentraciones de aniones citrato y malato ene{&jstema radical, (B) el
xilema y (C) el exudado radical de las plantas il&rge Carrizo regadas durante dos
meses con una solucion nutritiva con (+Fe) o dtie)(20uM de hierro. Cada valor es la
media de 3 repeticiones + error estandar. Parartgparacion de medias se utilizé analisis
de varianza (ANOVA) y LSD test al 95% de nivel dmfianza. Los valores con diferente
letra indican diferencias significativas para cada de los aniones.
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4.2.2.2 Concentracién de acidos organicos en elefita

Los acidos organicos predominantes en el xilemaigamfueron el
citrico y el malico y la concentracion de éstosstegda en la savia extraida
del sistema radical de las plantas -Fe fue supararextraida de las plantas
+Fe (Figura 13B). En este caso, la deficienciaaprbvocé un aumento del
contenido de &cidos citrico y malico del 71.9% Y534, respectivamente,

en comparacion con las plantas control.

4.2.2.3 Concentracion de acidos organicos en el éado radical

Las raices de las plantas deficientes en Fe libenarayor cantidad
de citrato y malato, en comparacion con las planfaés (Figura 13C),
cuando se pusieron a exudar en una solucion aguatath 7.0. Las tasas de
liberacién de citrato y malato tras un periodo deubacion de 12 horas
fueron, respectivamente, 40.9% y 184.8% mayordaseplantas -Fe que en

las plantas +Fe.

4.2.3 Cambios en la actividad de las enzimas relaciadas con el

metabolismo de los acidos organicos y del transpador mitocondrial

4.2.3.1 Expresion génica

La figura 14 muestra la expresion relativa de leseg que codifican
la actividad de algunos enzimas que intervienenelemetabolismo de
biosintesis de acidos organicos, determinada en BXNwido de las raices
de las plantas de ambos tratamientos. Las plaftasregistraron una
expresion de los genes PEPC, cMDH, FUM, mMDH y @B55%.1, 77.3,
63.3, 54.5 y 117.4%, respectivamente, superior @eldas plantas control
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+Fe. Sin embargo, la abundancia de transcritossigénes ACO y ME no
cambio significativamente en las plantas cultivesiag-e.

Ademas, la expresion del gen que codifica la ataiyide la proteina
responsable del transporte de acidos entre eliantgrel exterior de la
mitocondria (transportador de &cidos di-tricarbiogd, DTC) también se
indujo significativamente en las raices del trawrto -Fe, aumentando

hasta el 61.9% en comparacion con el control (+Fe).
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Figura 14. Expresion relativa de los genes que regulan lvidatl de las principales
enzimas implicadas en la sintesis de acidos organjcdel transportador de acidos di-
tricarboxilicos mitocondrial (DTC), determinada exices de plantas de citrange Carrizo
regadas durante dos meses con una solucion raitdtwm (+Fe) o sin (-Fe) 2aM de
hierro. Cada valor es media de tres repeticionesrar estandar. Para la comparacion de
medias se utiliz6 analisis de varianza (ANOVA) yOL&st al 95% de nivel de confianza.
Los valores con diferente letra son significativateadiferentes.
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4.2.3.2 Actividad enzimética

La tabla 6 muestra los resultados de la medidaageattividades
enzimaticas que participan directamente en la tiesis de acidos
organicos, que se midieron, segin el caso, enctxérgrotéicos de la
fraccidon soluble o mitocondrial de las células deadiz de las plantas de
ambos tratamientos. La deficiencia de Fe dio lagana mayor actividad de
la enzima PEPC (100.3%) y MDH citosolica (132.6%8i como de las
enzimas mitocondriales FUM (158.5%), MDH (117.2%}$ (53.4%) con
respecto a la registrada en las raices de lasaglaontrol. No obstante, las
enzimas ME y ACO no mostraron cambios significaiem su actividad,
mientras que la enzima PK redujo significativamesueactividad (30.8%)
en ausencia de Fe.
Tabla 6. Analisis de las actividades enzimaticas implicadasla biosintesis de acidos

organicos de las raices de las plantas de citr@agezo regadas durante dos meses con
una solucién nutritiva con (+Fe) o sin (-Fe)| 2@ de hierro.

Actividad enzimatica
(nmol NADH mg" proteina mit)

+Fe -Fe
Enzimas citosolicas
PEPC 68.0+58 b 136.2 +3.3 a
cMDH 6145+175 b 1429.5+495 a
ME 79.4+75 68.7 +9.1
PK 138.1+5.3 a 955+23 b
Enzimas mitocondriales
CS 156.3+21.0 b 239.8+32.3 a
ACO 17.9+4.9 26.1+6.9
FUM 402172 b 103.9+285 a
mMDH 250.6+19.0 b 5442 +25.8 a

“Cada valor es media de tres repeticiones + ertéandar. Para la comparacion de medias
se utilizé andlisis de varianza (ANOVA) y LSD tedt95% de nivel de confianza. Los
valores con diferente letra son significativametiterentes.
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4.2.4. Discusién

En este experimento, la deficiencia de Fe redujeraenente la
concentracion de Fe de las hojas. Este efecto éandd acompafno de una
marcada reduccién de los niveles de clorofila,rfsoencia y parametros de
intercambio gaseoso, como fue observado previanpemtetros autores en
diferentes plantas (Moraled al., 1991; Abadieet al., 1999; Pestanat al.,
2005; Molassiotiset al., 2006; Jelaliet al., 2011). Esto confirma que las
plantas del patrén citrange Carrizo utilizadas este eexperimento
desarrollan los sintomas caracteristicos de lacidefiia de Fe (clorosis
férrica), cuando son cultivadas durante un peripdongado de tiempo
utilizando una solucion nutritiva con ausencia de F

Para entender mejor el comportamiento de los efircuiando estan
sometidos a condiciones de estrés férrico, es aBoesonocer qué
mecanismos se activan por la deficiencia de higrwcomo estan regulados.
De esta manera, algunos estudios se han centradéosercambios
metabodlicos que son inducidos por la clorosis dafrly que provocan un
aumento de las concentraciones de acidos orgaeicdierentes partes de
la planta como raices, hojas y xilema (Abaelial., 2002; Zocchi, 2007 y
referencias citadas por estos ultimos autoresedim trabajo, las raices de
las plantas cultivadas en ausencia de Fe mostnaayores niveles de
citrato y malato que las raices con aporte sufieiete dicho elemento
(Figura 13), estando este efecto ligado a un awrgmia expresion de los
genes que codifican las enzimas que participanaesiritesis de acidos
organicos (Figura 14). En consecuencia, las enzititasolicas PEPC y
cMDH mostraron un incremento significativo de sutivadad en
condiciones de deficiencia de Fe. La enzima PEPGasaliza la

carboxilacion del fosfoenolpiruvato a oxalacetatque puede ser
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posteriormente reducido a malato mediante la cMDOHbo(letet al., 1996).
Esta estimulacion de la enzima PEPC ante la defi@ede Fe es
coincidente con los resultados obtenidos en otlastags comoBeta
vulgaris (Andaluz et al., 2002), Pisum sativum(Jelali et al., 2010b),
Actinidia deliciosa(Rombolaet al., 2002) yCucumis sativugDe Nisi y
Zocchi, 2000). Ademas, eMedicago truncatulala actividad de PEPCasa
fue superior en raices de plantas deficientes equEen las plantas control,
y el gen correspondiente (MtPEPC1) también fue leglgu por la
deficiencia de Fe (Andaluet al., 2009). En algunas de estas plantas se
observé la induccion de la enzima MDH por la deficia de Fe (Lopez-
Millan et al., 2009; Jelalet al.,2010a), coincidiendo con el aumento de las
concentraciones de malato en las raices y en email También se ha
descrito que las plantas deficientes en Fe aumentarapacidad para fijar
carbono procedente de bicarbonato, asociada ameraa de la actividad
PEPC con respecto al valor del control, constitdgetma de las principales
vias de aporte de compuestos intermediarios dil Kiebs o ciclo de los
acidos di-tricarboxilicos (Lépez-Millaet al., 2000). La induccidon de este
enzima también se asocia con la tolerancia dentbstigenotipos derunus
a la clorosis férrica (Jiménext al., 2011). Asi mismo, es probable que la
alcalinizacion del citoplasma asociado a la exfrusie protones puede
causar la activacion de la enzima PEPCasa, dandwm gesultado un
aumento de la concentracion de &cidos organicas rpantener el pH del
citoplasma de las células de la raiz (Abadial.,2002).

Por otro lado, algunos enzimas mitocondriales caréigipan en el
ciclo de Krebs, pueden sufrir cambios en su adwién respuesta a la
deficiencia de Fe, causando un aumento de las ooac®nes de acidos

organicos en las raices (Abadiiaal., 2002). Nuestros resultados sugieren
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gue la biosintesis de citrato y malato en la miocia de las raices de
citricos debe estar regulada por la deficiencideeya que se observo un
fuerte aumento de las actividades de los enzimad, FoMDH y CS en
condiciones deficitarias del elemento, unido a @séimulacion de la
expresion de los genes que las codifican, en caujger con las raices de
las plantas control. Por el contrario, la actividbedla enzima ACO de la
raiz no se vio alterada por la deficiencia de leeglie probablemente
contribuye a la acumulacion de citrato en las gdmlas plantas -Fe. Otras
especies vegetales como tomate (Lopez-Miaal., 2009), soja (Zocchet
al., 2007), remolacha azucarera (Lopez-Milktral., 2000), guisante (Jelal
et al.,2010a) y kiwi (Rombol&t al.,2002) también registraron un aumento
significativo de la concentracion de citrato en sigtema radical en
respuesta a la deficiencia de Fe. En la mayoritosleasos, este efecto
estuvo acompafnado de un aumento en las actividbdss enzimas CS y
ACO (Zocchiet al., 2007; Lopez-Millanet al., 2000, 2009; Jelalet al.,
2010a). Y, se ha propuesto que el aumento de fas@nde citrato puede
estar relacionada con la induccion de la actividiadh enzima CS, mientras
que la activacion de la enzima ACO podria ser caregcia de los niveles
tan altos de citrato registrados en estas raicége@d-Millan et al., 2009).
Por otro lado, la estimulacion del ciclo de Krelpslas raices de citricos
deficientes en Fe parece deberse al aumento deodmqrion de malato
citoplasmico (mediante el aumento de la actividadas enzimas PEPC y
cMDH) mas que por la via del piruvato, ya que deaé una reduccion de
la actividad de la enzima PK en condiciones dectgfcia de Fe. La via
utilizada por las enzimas PEPC, cMDH y ME paraetipar piruvato
independientemente de la enzima PK, puede ten@apal esencial en el

suministro de este acido en el ciclo de Krebs, cemdemostrd en tejidos
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no fotosintéticos (Chollegt al., 1996). Sin embargo, el malato citosélico
parece tener un papel preferente en la alimentatgbrriclo de Krebs en
raices de citricos deficientes en Fe, especialmemtsiderando que, en
estas condiciones, la actividad ME no se vio afkctaAdemas, esta
hipétesis se apoya en las pruebas que indicanayte ¢iel malato generado
puede ser transportado al interior de la mitocendai través de un
transportador especifico. En este sentido, se wbsem aumento
significativo de la actividad del gen que codifelaransportador de acidos
di-tricarboxilicos en la mitocondria (DTC) en lasiaes de citricos
cultivadas en ausencia de Fe. Esta proteina dsptree, localizada en la
doble capa lipidica de la membrana interna de taacoindria, se encuentra
muy extendida en el reino vegetal, donde esta eltanconservada. La
proteina DTC transporta un amplio espectro de &difitoy tri-carboxilicos,
y puede aceptar tanto la forma mono-protonada iiete (H-citratd)
como la forma des-protonada del malato (mé&latdPor lo tanto, este
transportador puede regular ciertos procesos oglados con el
metabolismo de los &cidos organicos, como el tiatesgle citrato o malato
entre el citosol y la mitocondria (Picaattal.,2002).

Ademas, la deficiencia de hierro provocé un aumeato la
concentracion de citrato y malato en la savia deplantas, sugiriendo que
una proporcién significativa de estos aniones primbhs en las raices son
trasvasados al xilema, como ya se observé en esfzecies (LOpez-Millan
et al., 2009; Romboléet al., 2002). De hecho, el citrato forma quelatos
estables con el hierro en el xilema (citrato-f@yjcpor lo que este ion
desempeia un papel muy importante en el transgerke a larga distancia
(Tiffin, 1966a,b) y, recientemente, la proteina [FAR ha sido descrita como

la responsable de la carga de citrato en el xil@uoaretet al.,2008).
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Por otro lado, es importante destacar que en edepte estudio

encontramos que las raices de las plantas culsvadaausencia de Fe
exudaban mayor cantidad de citrato y malato queda®s de las plantas
control, coincidiendo con otros informes en los dmealeficiencia de Fe
aumento la exudacién de acidos organicos (Zoechl., 2007; Jelalet al.,
2010a). Jones (1998) sugiere que incluso, con bagas de exudacion de
citrato se consigue la solubilizaciéon de cantidadesFe(lll) suficientes
como para satisfacer las necesidades de la plaatéendo esto en cuenta,
nuestros resultados parecen indicar que la fungidntipal de esta mejora
en la biosintesis de citrato en las raices bajiwidatia de Fe, es aumentar
la disponibilidad de citrato para la translocaai@fe a través del xilema, vy,
en menor término favorecer la solubilizacion de férrico del medio
externo. También es probable que la alcalinizadeércitoplasma asociado
a la extrusion de protones pueda causar la adbivalz la enzima PEPCasa,
provocando un aumento de la concentracion de aaigénicos para
mantener la homeostasis del pH del citoplasmagdedialas raiz (Abadiet
al., 2002).

En resumen, la deficiencia de Fe provoca la reguiade algunos
genes relacionados con el metabolismo de los acid@Enicos, mejorando
asi la actividad de diversas enzimas, como PEPOHM-UM, mMDH y
CS. Estos efectos tiene como resultado el aumeamtta éiosintesis de
citrato y malato en las plantas cultivadas en aiserde Fe, v,
posteriormente, el aumento de la liberacion desestmpuestos al medio
externo y al xilema, lo que facilita el procesoadiguisicion de Fe debido a

la mejora de la solubilizacién, reduccion y trangpdel elemento.
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4.3 EFECTOS DEL BICARBONATO SOBRE LOS COMPONENTES
GENICOS Y FISIOLOGICOS DEL SISTEMA DE ADQUISICION
DEL HIERRO

El experimento 3 permitié caracterizar la regulaciel sistema de
absorcion de Fe en las raices de un patrén deositdajo condiciones de

clorosis férrica inducida por el bicarbonato.

4.3.1. Desatrrollo de la clorosis y crecimiento dag plantas

En este caso se eligio el patron FA-5, consideradderadamente
tolerante a la clorosis férrica (Cas#leal., 2009). Las plantas se cultivaron
durante un tiempo con una soluciéon nutritiva cotapladicionada de
bicarbonato. Al cabo de seis semanas de tratamoemtd0 mM HCQ, las
hojas de las nuevas brotaciones de las plantaslaggeon bicarbonato
(tratamiento +FeBic), manifestaron sintomas de osier férrica. En
concreto, el limbo de las hojas de las plantas #a@quiri6 una tonalidad
de un verde mas palido -ligeramente amarillentce gl de las plantas
control (+Fe). En la tabla 7 se presentan los ealpromedio de la biomasa
de la parte aérea y el sistema radical de lasgdate ambos tratamientos,
asi como la concentracién de Fe total, el enrigmiecito en°’Fe y el
contenido de’Fe de dichas fracciones. Las plantas cultivadasl emedio
+FeBic registraron un descenso del 22.7% en sudsanen comparacion
con las plantas +Fe. Comparando las fraccionesipales de la planta, se
observa que el tratamiento con bicarbonato prodnjefecto marcado sobre
la materia seca de la parte aérea, que fue redanida 30.8% con respecto
al control. Sin embargo, este efecto del bicarimramo limitante del

crecimiento fue menos pronunciado en el sistemaahdue no mostro
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diferencias significativas entre ambos tratamient&s consecuencia, la
proporcion parte aérea/sistema radical disminuyare85% en las plantas
tratadas con HCQ

Tabla 7. Biomasa, concentracion de hierro totdke en exceso y contenido d€e en la
parte aérea y el sistema radical de las plantapatebn FA-5 regadas durante 6 semanas
con solucion nutritiva (2M FeEDDHA) adicionada con 0 6 10 mM NaHEG-Fe y
+FeBic, respectivamente). El marcado de las plasdas’Fe se realiz6 regando las plantas
durante 4 dias con una solucidn nutritiva en quiadate de fertilizante férrico se sustituyé
por 20pM *’FeEDDHA.

Biomasa  Concentracion Fe total °’Fe exceso Contenido’ 'Fe total

Tratamiento/ (9 PS) (ug g PS) (%) (H9)
Organo PA SR PA SR PA SR PA SR
+Fe 0.52a 0.14 79.1a 210.1a 4.18a 1.29b 1.72a 0.38
+FeBic 0.36b 0.15 32.1b 120.2b 3.39b 192a 0.39b 0.34

“Cada valor es media de tres repeticiones * ertéandar. Para la comparacion de medias
se utilizé andlisis de varianza (ANOVA) y LSD tedt95% de nivel de confianza. Los
valores con diferente letra son significativameatiterentes.

4.3.2 Absorcién de hierro y su distribucion en la lanta

Las plantas cultivadas en presencia de kCRostraron una
reduccion en la concentracion de hierro tanto gpalée aérea como en el
sistema radical en comparacion con el tratamieamntrgl. La disminucion
en la concentraciéon de Fe de la parte aérea yisteh®m radical de las
plantas +FeBic fue de 59.4% y 42.8%, respectivaen@rdabla 7).

La tabla 7 también muestra el enriquecimiento (@s&) del Fe total
del material vegetal en el is6topde, expresado como %; y, el contenido
total de °’Fe, expresado como microgramos YEe absorbidos por las
distintas fracciones de la planta tras un perioglandircado de 4 dias con
una solucion nutritiva en que la fuente de fedifite férrico se sustituyo por
20 uM >’FeEDDHA. EI°"Fe total absorbido en toda la planta fue un 65.2%

inferior en las plantas tratadas con bicarbonakeBic) que en las plantas
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control. La figura 15 representa la distribuciétatiga del®>’Fe absorbido
por la raiz y la parte aérea de las plantas de srirthtamientos, como el
porcentaje de contribucidn de cada fraccion dédata al contenido total de
*’Fe de la planta. El aporte de bicarbonato provewdmayor acumulacién
de>’Fe en las raices (46.5%) que en los controles¥4)8.1

a B +Fe
[] +FeBic

§ 75
S b
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m(: 50 7
©
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Q I

Parte aérea Sistema Radical

Figura 15. Distribucién relativa dé’Fe (%) absorbido por plantas de FA-5 regadas derrant
6 semanas con solucion nutritiva (201 FeEEDDHA) y adicionada con 0 6 10 mM
NaHCQ, (+Fe y +FeBic, respectivamente). El marcado deplastas cort’Fe se realizd
regando las plantas durante 4 dias con una solucititiva en que la fuente de fertilizante
férrico se sustituyd por 20M *’FeEDDHA. Cada valor es media de tres repeticiones +*
error estandar. Para la comparacién de mediasig® @nalisis de varianza (ANOVA) y
LSD test al 95% de nivel de confianza. Los valomsn diferente letra son
significativamente diferentes.

La figura 16 representa las curvas de flujo derdibién del ion
ferroso (F&") de las raices de las plantas +Fe y +FeBic. Enoanchsos
hubo una fase de liberacidon rapida de hierro deda®s seguido de una
fase mas lenta. Se asume que el hierro liberad giimera fase representa
el hierro procedente del espacio libre de la fzds. curvas de liberacion de
ion ferroso se ajustaron a una curva que alcana@arimo de liberacion en
torno a los 20 minutos de incubacion en un medio ditionita, por tanto

este periodo se consider6 adecuado para la detaidin del hierro
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extracelular en las raices. En estas condiciomssrdices del tratamiento

+FeBic liberaron mas cantidad de’F€25.2%) que las raices control (Tabla
8). Por otra parte, la cantidad de hierro liberddbapoplasto de las plantas
+FeBic representa el 57.8% del contenido de hietal del sistema radical
(apoplasmico e intracelular), mientras que estegriaje fue del 31.3% en
las plantas control. La concentracion restantaa@efular) en las raices
después de la extraccion del hierro apoplasmicogpmétodo descrito por
Bienfait et al., 1985) fue de 2.4 veces mayor en los controlesequéas
plantas +FeBic (Tabla 8).

__100{ BrFe R2=0.976
NN O +FeBic
L
) | o o
©
8 (@)
= &, 501 R2 = 0.969
~ LL
2
2 25

20 40 60
Tiempo (min)

Figura 16. Liberacion de Fe del espacio libre de la céluray (@ g" PS raiz) de las raices
del genotipo FA-5, medido como los iones ferrosgsretados durante un periodo de
incubacion de 20 minutos en presencia dgSlpsegun el método descrito por Bienfeiit

al. (1985). Las plantas fueron regadas durante 6 s&snemn solucion nutritiva (2GM
FeEDDHA) adicionada con 0 6 10 mM NaHEQG-Fe y +FeBic, respectivamente). La
solucién nutritiva de incubacién no fue renovadeadte este ensayo. Cada valor es media
de tres repeticiones + error estandar. Para la amaojpn de medias se utilizd andlisis de
varianza (ANOVA) y LSD test al 95% de nivel de danta.

La absorcion dé’Fe en la células de la raiz se calculé con lossdato
de contenido de Fe intracelular y el enriquecintient® Fe de esta fraccién

(Tabla 8). De manera que, la tasa de absorciéfFaede las raices, medida
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tras un periodo corto de marcado (20 min) fue ud%dinferior en las

plantas +FeBic que en las plantas +Fe (Figura 17C).

Tabla 8. Hierro apoplasmico liberado y contenido de hientoacelular en las raices de
plantas de FA-5 regadas durante 6 semanas conigoloatritiva (20uM FeEDDHA)
adicionada con 0 6 10 mM NaHGQ-Fe y +FeBic, respectivament&)Concentracion de
hierro Fé* liberado procedente del espacio libre de la r@igpdés de 20 minutos de
incubacion en una solucién con 48z04 (Bienfaitet al., 1985),(2)Concentracién de Fe
remanente en las raices después de la aplicaciométedo de Bienfait; A>’Fe =
porcentaje de atomos d&e en exceso tras marcado durante 20 minutos coOnuMO0
*’FeEDDHA.

Concentracion Fe total

Tratamiento (ug g* PS raiz) A(i;F)e
Apoplastd”  Intracelulal’

+Fe 62.8b 137.5a 1.44

+FeBic 78.6 a 57.2b 1.24

“Cada valor es media de tres repeticiones + ertéandar. Para la comparaciéon de medias
se utilizé analisis de varianza (ANOVA) y LSD tedt95% de nivel de confianza. Los
valores con diferente letra en cada columna sanifiigtivamente diferentes.

4.3.3 Estado del aparato fotosintético

Las plantas cultivadas en la solucion con bicartmr{aFeBic)
presentaron una reduccion significativa del 33.980 et contenido de
clorofilas en comparacion con las plantas conttdte), medido con el
indice de SPAD (Tabla 9). El tratamiento +FeBicvoad una reduccion del
9.6% en el rendimiento cuantico maximo del fotess 1l (Fv/Fm) y del
41.2% en la relacion entre la fluorescencia vagiablinicial (Fv/Fo), en
comparacion con +Fe. Ademas, el tratamiento +Fédithién inhibié un
27.1% la actividad fotosintética o tasa de asindlaceta de CO(Amay de

las hojas.
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Tabla 9. indice SPAD, parametros de fluorescencia (Fv/FRvAFO) y tasa de asimilacion
neta de CQ (Acon pmol m? s') medido en hojas jévenes totalmente expandidas de
plantas de FA-5 regadas durante 6 semanas coni@olnatritiva (20uM FeEDDHA)
adicionada con 0 6 10 mM NaHGQ-Fe y +FeBic, respectivamente).

+Fe +FeBic
SPAD 66.18 a 43.77 b
Fv/Fm 0.83 a 075 b
Fv/Fo 473 a 278 b

Aco; Umol m?s™) 9.09 a 6.63 b

“Cada valor es media de seis plantas + error estdRdea la comparacién de medias se
utilizé analisis de varianza (ANOVA) y LSD test @5% de nivel de confianza. Los
valores con diferente letra en cada columna sanifiigtivamente diferentes.

4.3.4 Expresion génica y actividades enzimaticas

Las figuras 17 y 18 muestran la respuesta de dagponentes del
sistema de absorcibn de Fe en las raices de lagaplale ambos
tratamientos, mediante el analisis de la expresiénlos genes que los
regulan y de sus respectivas actividades enzinsatica

El tratamiento con bicarbonato afecté de diferemanera a la
expresion de los genes que codifican la enzim@FPasa (HAL y HA2).
Las plantas +FeBic mostraron un incrementd de paeskon del gen HAL
del 19.1% con respecto al control, mientras queéelagen HA2 no se vio
afectada. Ademas, la actividad enzimatica obsereadas plantas +FeBic
fue un 39.3% superior que en las plantas control.

Con respecto a la expresiéon de los genes queotamtia actividad
de la enzima FC-R, el tratamiento con bicarbonatlujp la expresion de
los dos genes FRO identificados en citricos. Ercrata, se observd una
induccién de la expresion de FRO1 y FRO2 en lastata+FeBic del
72.1% y 144.6%, respectivamente, cuando se conquardas plantas +Fe.
Estos resultados son concordantes con el incremegitdl33.9% de la

actividad FC-R observado en las plantas del prinagaimiento.
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El tratamiento con bicarbonato aumenté en 4.6 své&&@bundancia

de transcritos del gen IRT1, mientras que no afsmaificativamente al
gen IRT2.
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Figura 17. Expresion relativa de los genes HA1, HA2, FRO1QRRIRT1 e IRT2 medida
mediante RT-PCR en tiempo real; (A) actividadAT Pasa; (B) actividad FC-R; y (C) tasa
de absorcién dé'Fe, en raices del patrén FA-5. Las plantas fuesyadas durante 6
semanas con solucion nutritiva (M FeEDDHA) adicionada con 0 6 10 mM NaHEO
(+Fe y +FeBic, respectivamente). Cada valor es angélitres repeticiones + error estandar.

Para la comparacion de medias se utilizé andlesigadianza (ANOVA) y LSD test al 95%
de nivel de confianza. Los valores con diferentelson significativamente diferentes.
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Y por ultimo, la abundancia de transcritos del gee codifica la
enzima PEPCasa (PEPC1) en las raices de las plaataslas con
bicarbonato fue 54.8% superior que en las raicdasdplantas +Fe (Figura
18A). Ademas, el tratamiento +FeBic experiment@umento de 3.1 veces
en la actividad enzimatica respecto al control (FagL8B).
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Figura 18. (A) Expresion relativa del gen PEPC1 medida medi&T-PCR en tiempo real

y (B) actividad de la enzima PEPCasa, en raicepatedn FA-5 regadas durante 6 semanas
con solucion nutritiva con 2QM FeEEDDHA y con 0 6 10 mM NaHC{+Fe y +FeBic,
respectivamente). Cada valor es media de tresicepets + error estandar. Para la
comparacion de medias se utilizé andlisis de vaagANOVA) y LSD test al 95% de
nivel de confianza. Los valores con diferente lstra significativamente diferentes.

4.3.5 Liberacion de H

La tabla 10 muestra la capacidad de variaciorpHetle las plantas
pretratadas durante 6 semanas con bicarbonatccgrgrol, medida tras la
inmersion de las plantas durante 24 horas en unona® incubacion
carente de bicarbonato (MI). En estas condiciolessplantas pretratadas
con bicarbonato (+FeBic) presentaron la mayor lzagked pH de la solucion
de incubacion (cerca de 1.5 unidades). Este valmienor (alrededor de
0.7 unidades) para las plantas que no se pretnataso HCQ (+Fe).
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Ademas, la incorporacion de Hg@n los medios de incubacién (MI+Bic)
dio lugar a una caida del pH mas atenuada, prababke debido a la

capacidad amortiguadora del ion bicarbonato. Ea esto, la reduccion de
pH registrada en ambos tratamientos no superé lasufidades, no

apareciendo diferencias significativas entre l@stpatamientos.

Tabla 10. Acidificacion del medio de las raices de las planta FA-5 pre-tratadas durante
6 semanas con solucién nutritiva (@201 FeEDDHA) adicionada con 0 6 10 mM NaHEO

(+Fe y +FeBic, respectivamente). Los valores desgHmidieron después de 24 h de
incubacion en un medio adicionado o no con 10 mMMN&ICQ (MI+Bic y MI,

respectivamente). La solucion nutritiva de incubacno fue renovada durante en este
ensayo.

Pre-tratamiento Medio de incubacioh— I._ectura pH
Inicial 24 h
e MI 85  7.78D
MI+Bic 8.5 8.24 a
+FeBic MI 8.5 6.93 C

“Cada valor es media de tres repeticiones + ertdnéar. Para la comparacién de medias
se utilizé analisis de varianza (ANOVA) y LSD tedt95% de nivel de confianza. Los
valores con diferente letra en cada columna sanifiigtivamente diferentes.

4.3.6 Discusion

Las plantas del patron FA-5, en las que se indujcdrosis férrica
mediante adicion de bicarbonato en la solucionitiugdr manifestaron
sintomas visibles de deficiencia de Fe, principatmeen las hojas mas
jovenes brotadas durante el periodo de tratamiédemas, la adicion de
NaHCG; en la solucion de riego provoco un efecto depoesobre algunos
parametros fisioldgicos como el crecimiento deplasitas, la concentracion
de hierro, el contenido de clorofila de las hojda yasa de fotosintesis. De
esta manera, el tratamiento con bicarbonato reglugoecimiento de la parte

aérea (expresado como peso seco), mientras quentada de las raices no
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se vio afectada por el tratamiento. Este resultanhdién ha sido descrito en
especies comdleae europeagDe la Guardia y Alcantara, 2002) y
Arabidopsis thaliana(Msilini et al., 2009), donde parece que ambas
fracciones manifiestan diferente sensibilidad @itasencia de bicarbonato.

Las plantas +FeBic mostraron una disminucion sicativa de la
concentracion de Fe tanto en la parte aérea conaseraices cuando se
compararon con las plantas control, lo que indiga g HCQ inhibe la
absorcion de Fe, como fue confirmado con los erssalgo marcado con
>’Fe. Ademas, los resultados de distribucién’Be en la planta indican una
limitacion del transporte de hierro desde las m@da parte aérea en las
plantas tratadas +FeBic, de acuerdo a lo descrit@mteas en especies
arbéreas como olivo (De la Guardia y Alcantara, 209 melocotonero
(Gharsalli y Haijji, 2002). Este efecto ha sidotatiilo a la inmovilizacion
de hierro dentro de apoplasto radicular, probahienelebido a un pH
apoplasmico elevado, que restringe la translocad@énFe a los brotes
(Mengel, 1994; Kosegarten y Koiro, 2001; Zribi yd$alli, 2002; Mengel
et al.,1994). Esta posibilidad fue confirmada por el éstule los niveles de
Fe del apoplasto radicular, liberado siguiendo dtoalo descrito por
Bienfait et al. (1985), que se considera la técnica mas adecuada l@
determinacion del hierro acumulado en el espatie Ide las raices. En
nuestro experimento, el hierro acumulado en el lagtp de las raices de
FA-5 tratadas con bicarbonato fue 25.2% superiad gn los controles
(Tabla 8).

La induccion de la deficiencia de Fe, mediante ripemcion de
bicarbonato a la solucion nutritiva, provoco laeadtion del estado del
aparato fotosintético de las plantas. En concretgestros resultados

mostraron una disminucion en el contenido totatldeofila de las hojas de
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las plantas de FA-5 expuestas al tratamiento coarlonato, de acuerdo
con estudios previos que muestran que el bicarbopabvoca una
reduccion de la concentracion de clorofilas en s$ofe plantas de
melocotonero (Molassioti®t al., 2006), vid (Ksouriet al., 2007), A.
thaliana (Msilini et al., 2009) y guisante (Jelabt al., 2011). Ademas,
Pestaneet al. (2001) encontraron una disminucion en la conceigtnade
clorofila en las hojas de citricos regados con@otunutritiva completa y
en presencia de CaGQalcanzando valores similares a los exhibidos por
plantas cultivadas utilizando una solucién nutaiticarente de fertilizante
férrico. El efecto de los tratamientos que mejdeadeficiencia de Fe en el
contenido de clorofila se ha atribuido al papel Belen la formacion de
algunos precursores de la biosintesis de clor@flErschner, 1995).

La presencia de bicarbonato también caus6é una mismn del
rendimiento cuantico maximo del PS Il (Fv/Fm) y lderelacion entre
fluorescencia variable e inicial (Fv/Fo) de lasasojclordticas. Algunos
informes también han mostrado una disminucion desedos parametros
relacionados con la fluorescencia de la cloroétaplantas cultivadas sin Fe
de remolacha azucarera (Moralest al.,, 1991), melocotonero
(Nedunchezhiaret al., 1997) y citricos (Pestaret al., 2005), asi como en
plantas tratadas con HGQ@le guisante (Jelakt al., 2011) y patrones de
melocotonero (Molassiotist al., 2006). Por ultimo, el tratamiento +FeBic
indujo una disminucion significativa en la tasaad@milacion neta de GO
de las hojas de FA-5, en comparacion con las lugdas plantas +Fe, como
parece ocurrir en algunos portainjertos de melowsto (Molassiotiset al.,
2006).

Las alteraciones fisioldgicas descritas anteriotmemarecen

deberse, principalmente, a una deficiencia de Feéucida por el
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bicarbonato; ya que los resultados presentadosa hakbra indican
claramente que este ion dificulta la absorcion werdn y su transporte.
Ademas, estos efectos son similares a los obsesvadootras plantas
afectadas por clorosis férrica (Abadit al., 1999; Pestanat al., 2005;
Molassiotiset al., 2006; Jelaliet al., 2011). Por lo tanto, el siguiente paso
fue estudiar los mecanismos por los cuales el H@dita la absorcion de
Fe en las raices de los citricos.

En este sentido, se procedié al analisis de laesiqr de los genes
gue regulan el sistema de absorcion de Fe desamittps experimentos
anteriores. De este modo, el analisis mediante ®R-ihdic6 una mayor
expresion de los genes FRO1, FRO2 e IRT1 en lasgaie las plantas de
FA-5 tratadas con bicarbonato, en comparacién asrrdices del control.
Puesto que esta ampliamente aceptada la estimuldeiGestos genes en
condiciones de deficiencia de Fe (Robingbral., 1999; Connollyet al.,
2002; Vertet al.,2002; Water®t al.,2002; Liet al.,2004), la activacion de
éstos en presencia de bicarbonato demostrariadlecdion de la clorosis
férrica en las raices de FA-5 tratadas con esteHonel contrario, Lucena
et al. (2007) informaron que el tratamiento con bicarbona una
concentracion elevada (10-30 mM) de plantas defiegeen Fe, de guisante,
tomate, pepino Arabidopsis inhibié el aumento de la expresion de los
respectivos genes FRO e IRT1, probablemente prdeopar la alteracion
de la expresion de ciertos factores de transcrippi@sentes en los centros
de reaccion eficientes del Fe (FER). Sin embargmseautores indicaron
que el efecto del bicarbonato en los genes qudicanliel transportador de
hierro y la enzima quelato férrico reductasa depatedla concentracion del
ion y de la especie vegetal. Por otra parte, laesmpa discrepancia con los

resultados de nuestro experimento, puede debelseutlizacion, en su
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caso, de plantas cultivadas sin Fe, frente a ruestperimento que se
realizo en plantas cultivadas con Fe.

Como era de esperar, el bicarbonato estimul6 laesigmn de los
genes FRO en las raices de FA-5 que provoco elrgorde la actividad de
la enzima FC-R, efecto mediado por la deficienn@ucida de hierro, que
incrementa en gran medida la actividad del enzimdas raices de los
citricos (Mantheyet al., 1994), asi como en otras plantas (Yi y Guerinot,
1996; Susiret al., 1996; Coheret al., 1997; Robinsoret al., 1999). Sin
embargo, parece que existe cierta controversiaadribliografia sobre el
efecto del bicarbonato en la FC-R. En algunos més, el tratamiento de
plantas deficientes en Fe con bicarbonato no me@raapacidad de
reduccion de Fe(lll) de las raices, como parecerio@n pepino, guisante,
tomate y Arabidopsis (Romeraet al., 1997; Lucenaet al., 2007). Sin
embargo, otros estudios en peral (Doneinal., 2009), vid (Ksouriet al.,
2007), cacahuete (Zuet al., 2007), Arabidopsis(Msilini et al., 2009) y
guisante (Jelalet al., 2010b) muestran resultados concordantes con los
nuestros; de manera que, las plantas +FeBic aumintectividad FC-R de
sus raices, pero sin alcanzar los niveles detextawldas plantas cultivadas
sin Fe. Finalmente, otros informes en plantas tteeas y melocotonero a
los que se suministr6 HGOen concentracion elevada recogen una
reduccion de dicha actividad FC-R (Chouliagasl., 2004a; Molassiotist
al., 2006). No obstante, estos mismos autores, trabb@jeon portainjertos
de citricos, observaron que tanto las raices dpldagas cultivadas con una
solucion nutritiva sin Fe, con un bajo suminist® e o con adicion de
HCO; manifestaron un aumento de la capacidad de reathycaen
comparacion con la actividad encontrada en lagsaie las plantas con un
suministro adecuado de Fe (Chouliagtal.,2004b).
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Por otro lado, la incorporacion de bicarbonato &rsdlucién de
riego aumento la expresion del gen HAL en las sadee-A-5, que regula la
actividad de la principal enzima responsable dealgacidad acidificadora
de las raices, pero no afecté a la expresion delH2. En un trabajo
anterior, Santet al. (2005) informaron que el gen CsHA1 de pepino esta
regulado por el estado nutritivo de la planta, na&nque el gen CsHA2 no
respondié a la deficiencia de Fe. Por otra parigehaet al. (2007)
observaron que la actividad del gen CsHA2 en ptatapepino deficientes
en Fe no se vio alterada por la adicion de bicatmno de Fe, mientras la
actividad del gen CsHA1 se redujo con ambos traatos.

Las raices de FA-5 inducidas a la clorosis mediautieion de
bicarbonato, mostraron un aumento de la activigakh &nzima HATPasa,
probablemente debido a la mejora de la expresibgateHAL. De acuerdo
con esto, el ibn HCO aumentd la actividad del enzima en raices de
guisante cultivadas con Fe (Jelali al., 2010b) y de peral, pero no en
algunos patrones de membrillero (Donnigti al., 2009). También, el
tratamiento con bicarbonato de una variedad deoletante a la clorosis
férrica, indujo una acidificacion leve del medico@ada a una mayor
actividad H-ATPasa, en relacion con la encontrada en lasgaieecontrol
(+Fe); sin embargo, estos efectos no se detecaarama variedad sensible
(Ksouri et al., 2007). El aumento de la extrusion de protones ameelila
activacion de una determinada enzimad-ATPasa localizada en la
membrana plasmatica de las células epidérmicaa dEa es una respuesta
caracteristica de las plantas de la estrategik Ibaja disponibilidad de Fe
en el medio (Rabotti y Zocchi, 1994; Rabedtial., 1995; Dell'Ortoet al.,
2000b), y por lo tanto, el bicarbonato puede actudirectamente en este

proceso induciendo la deficiencia de Fe en la plant
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Nuestros resultados también mostraron que la dativile la enzima
PEPCasa fue mayor en las raices de las plantasAde tFatadas con
bicarbonato que en las plantas control, y el cpomediente gen PEPCL1
también esta regulado por el ion HL@&ste efecto podria estar controlado
por la deficiencia de Fe inducida por el HCGGQa que la actividad de la
enzima PEPCasa también aumenta en las raices planéess cultivadas con
ausencia total de Fe (De Nisi y Zocchi, 2000; Rutattal., 1995; Lopez-
Millan et al., 2000, 2009; Andaluet al.,2002; Rombolét al.,2002; Jelali
et al.,2010b). Una tendencia similar también se obsenvglantas de peral
(Donnini et al., 2009) y deA. thaliana(Msilini et al., 2009) tratadas con
bicarbonato. Por el contrario, en ciertos estudealizados en plantas
+FeBic de memobrillero (Donninet al., 2009) y guisante (Jelabkt al.,
2010b), la actividad PEPCasa se mantuvo cercasdealores de las plantas
control o incluso disminuyd. La causa mas probalelda activacion de la
PEPCasa es la alcalinizacion del citoplasma dekidératamiento con
bicarbonato, que provoca el aumento de la conamétrade acidos
organicos para mantener el pH del citoplasma decéhglas de la raiz
(Abadiaet al.,2002).

Todos estos resultados, parecen indicar que alboicato activa los
mecanismos de respuesta a la deficiencia de heerias raices del patron
FA-5, y esto deberia aumentar la absorciéon de Rdugar de inhibirla
como parece detectarse en nuestro experimento.ekpuesta a esta
controversia puede encontrarse en el efecto amaday que provoca el
bicarbonato en la capacidad de acidificacion dalimde las raices de las
plantas.

Asi, de acuerdo con el ensayo de acidificacion IT0), cuando las

plantas de ambos pre-tratamientos (+Fe y +FeBidntseducen en una
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solucion de incubacion sin bicarbonato, se obsanadisminucion en el
pH de dicho medio, aunque este efecto fue mendasplantas no pre-
tratadas con HC§ Sin embargo, la adicion de bicarbonato al medio d
incubacién reduce la capacidad de acidificacionlate dos grupos de
plantas. Esto, probablemente, se debe a que é@®: bloquea los H
liberados por la bomba de protones de las membrashgares (F-
ATPasa), impidiendo, por tanto la acidificacion dekdio. Asi, estos
resultados confirman que el mecanismo de acciéiddbicarbonato sobre
el sistema estudiado en este experimento debe tsavés de su poder de
amortiguacion. En apoyo a esta conclusion, alg@stisdios realizados en
patrones de melocotonero tratados con kCtampoco manifestaron
extrusion de F indicando que este i6n podria estar inhibiendpreteso
de acidificacion de la rizosfera (Molassiogisal., 2006). También se han
encontrado resultados similares An thaliana (Msilini et al., 2009) y
guisante (Jelalet al.,2010b). Entonces, como es ampliamente conocido, la
bajada del pH rizosférico en condiciones de defmge de Fe, puede
aumentar la movilizacién de las formas férricasopsalubles presentes en
el suelo (Rabottet al., 1995), aunque la reduccion de la solubilidad del
hierro como consecuencia de la interrupcion detgso de acidificacion
por el bicarbonato no puede considerarse como aansacde la inhibicion
de la absorcién de Fe en plantas que crecen eoi@ods nutritivas en las
qgue el Fe se aplic6 en forma de quelato solublenke probable es que el
bicarbonato presente en el apoplasto radicularraleaz los protones
bombeados fuera del citosol, impidiendo la genéraaiel gradiente
electroquimico transmembrana que constituye lazéuenotriz para el
transporte del ion ferroso (Zocchi y Cocucci, 199Bpr otra parte, el

aumento del pH apoplasmico inducido por el bicaab@ndeprime la
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actividad FC-R, que es dependiente del pH; y pdafto la absorcién de
Fe* en el simplasto (Mengel, 1994; Mengetl al., 1994). Ademas, en
presencia de iones de HgOencontramos grandes cantidades de Fe
atrapadas en el apoplasto de las células de lapralzablemente debido a
un pH apoplasmico alto que restringe la transldeade Fe (Kosegarten y
Koyro, 2001).

De los datos obtenidos en este trabajo, podemoslutomue el
bicarbonato impide la capacidad de acidificacidnnaedio de las raices del
patron FA-5, lo que dificulta la absorcién de*Fe&Como consecuencia, la
deficiencia de Fe inducida por este ibn aumentaxfaresion de algunos
genes relacionados con el sistema de adquisicidtedeomo IRT1, FRO1,
FRO2, HAl y PEPC1 y la actividad de las enzimasespondientes (FC-R,
H*-ATPasa y PEPCasa).

Finalmente, parece que a nivel de regulacion mtdecuel
bicarbonato puede actuar de dos formas diferedgggendiendo del estado
del Fe. En algunas plantas con deficiencia de Hentgs -Fe), el
bicarbonato bloquea la expresién de los genesdamhis en las respuestas a
la baja disponibilidad de Fe (Lucertal.,2007); mientras que en plantas
que tienen un suministro normal de Fe (plantas ,+ke)adicion de
bicarbonato impide la absorcion de Fe y esta indacade la deficiencia de
Fe activa algunos de los genes relacionados csistema de adquisicion de
Fe, como ocurre en los citricos. En cualquier cdsoalteracion de la
expresion de estos genes conduce a cambios enolossmondientes
procesos fisiolégicos que parece que dependen dwmlotigo, la
concentracién de bicarbonato y, probablemente denaibilidad genotipo
al ion HCQ.
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4.4 INFLUENCIA DEL BICARBONATO EN LA MOVILIZACION
DE LAS RESERVAS DE HIERRO DE LOS COTILEDONES EN UN
MEDIO DE CULTIVO CARENTE DE Fe

El experimento 4 permitié determinar el efectolebrbonato sobre
la translocacion del Fe desde los cotiledones res¢puesta de las raices

cuando las semillas germinan en un medio carenkede

4.4.1 Crecimiento de las plantulas y distribucion el hierro

Tres semanas después de la siembra de las seemillas tubos de
cultivo “in vitro”, las plantulas alcanzaron una longitud total deeet5 y
20 cm medidos desde el apice de la raiz hastatrelinex del tallo. El peso
fresco de las plantulas crecidas en el medio -FeRicimilar al de aquéllas
cultivadas en el medio -Fe (Tabla 11). El efectbldearbonato sobre el
crecimiento de las plantulas fue mucho mas mareada fraccion del tallo,
gue redujo un 30.5% su peso fresco con respecianélol; mientras que en
la raiz no se detectaron diferencias significatieasre tratamientos. En
consecuencia, el ratio tallo/raiz disminuy6 de éh3as plantulas control a

1.3 en las plantulas tratadas con HCO
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Tabla 11.Biomasa (peso fresco) de las distintas fraccidtadle, raiz y cotiledones) de las
plantulas deCitrus limon cultivadas“in vitro” durante 21 dias en medio de cultivo sin
hierro, adicionado con 0 6 10 mM NaHgE@Fe y -FeBic, respectivamente).

Peso fresco (mg)

Medio de cultivo -Fe -FeBic
Tallo 357.50 a 248.65 b
Raiz 154.28 196.13
Cotiledones 177.26 184.21

“Cada valor es media de diez plantulas independiepiar tratamiento. Para la
comparacion de medias se utilizo andlisis de vaagANOVA) y LSD test al 95% de
nivel de confianza. Los valores con diferente letracada fila son significativamente
diferentes.

A los 21 dias de cultivo en los medios descritogr@rmente, se
detect6 una reduccion de la concentracion de hesrel tallo y la raiz de
las plantulas que germinaron en el medio con pogsete bicarbonato
(Tabla 12). El descenso en la concentracion dedchdr estas fracciones de
las plantas -FeBic fue de 25.8 y 32.7%, respectdraen Sin embargo, el
contenido de Fe de los cotiledones de las plantdéadas con HCO fue
69.8% superior al de las plantas control.

Posteriormente, las plantulas cultivadas en el médficiente en Fe
y suplementado con bicarbonato (-FeBic) fueronsfendas durante 15
dias a otro medio de cultivo con presencia dep®0 FeEDDHA, y
suplementado o no con bicarbonato (+FeBic y +Fepaetivamente). En
estas condiciones, las plantas de ambos tratarmiesgcstraron un aumento
de la concentracién de Fe tanto en el tallo comtaeaiz, aunque fue mas
atenuado en las plantas +FeBic (Tabla 12). Asiptecentracion de Fe en el
tallo y la raiz de las plantulas +FeBic registréaumento de 33.3 y 262.7%,

respectivamente, con respecto a los niveles dadasas -FeBic. Cuando se
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compard este pardmetro entre las plantas +Fe yickgBaumento fue de

166.2 y 392.0%, respectivamente.

Tabla 12. (A) Concentracién de hierro en las distintas fiawes (tallo, raiz y cotiledones)
de plantulas d€itrus limoncultivadas'in vitro” durante 21 dias en medio de cultivo sin
hierro, adicionado con 0 6 10 mM NaHE@Fe y -FeBic, respectivamente). (B)
Concentracion de hierro en tallos y raices trasasplante de plantulas pre-tratadas con -
FeBic durante 15 dias en un medio de cultivo queerda 2QuM FeEDDHA y adicionado
con 0 6 10 mM NaHC@(+Fe y +FeBic, respectivamente). Para los corgrséeutilizd otro
grupo de plantulas transplantadas a un medio -FeBic

Concentracion de Feig g PS)

(A) 21 d después de siembra (B) 15 d después deptearte
Medio -Fe -FeBic -FeBic +Fe +FeBic
Tallo 32.64b 2421c 23.72¢c 63.09 a 31.63b
Raiz 4757 c 32.02d 30.30d 149.14a 109.93b
Cotiledones 46.53 b 79.01 a - - -

“Cada valor es media de tres grupos independientdged plantas por tratamiento. Para la
comparacion de medias se utilizé analisis de vaaigiANOVA) y LSD test al 95% de
nivel de confianza. Los valores con diferente letracada fila son significativamente
diferentes.

4.4.2 Expresion génica

La figura 19 muestra la respuesta de los genesioakdos con el
sistema de absorcion de Fe, estrategia I, en lassrale las plantulas
germinadas”in vitro" y cultivadas durante 21 dias en condiciones de
deficiencia de Fe y con suplemento de i6n bicartwon&l medio que
contenia bicarbonato increment6 la acumulaciorratescritos de los genes
de la enzima reductasa férrica FRO1 (3.4 vecesR®Z(2.2 veces) con
respecto a las plantulas del tratamiento -Fe. Tamba expresion del gen
HAL que codifica la enzima HATPasa aumenté un 90% en las plantulas
del medio -FeBic cuando se compard con la de lastybks -Fe. Por el
contrario, la actividad de HA2 no se vio afectada el tratamiento con

bicarbonato. Por otra parte, la abundancia de driaos del gen IRT1 que
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regula el transportador férrico fue estimulada g@otratamiento -FeBic en
2.1 veces con relacion al tratamiento -Fe, mierqressla del gen IRT2 no
fue significativamente afectada por los tratamisntba abundancia de
transcritos del gen PEPC1 que regula la enzima PERCas plantas
cultivadas en el medio -FeBic fue un 70.8% supeyiog en las plantulas
-Fe. Finalmente, la expresion del gen NRAMP3 qudifica para un

transportador de Fe que actua en la vacuola deotidedones fue reducida

en un 59.0% en presencia de bicarbonato (-FeBic).
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Figura 19. Expresion relativa de los genes HA1, HA2, FRO10BPRIRT1, IRT2 y PEPC1
en raices y NRAMP3 en cotiledones medida mediat® &R en tiempo real en plantulas
de Citrus limon cultivadas”in vitro” durante 21 dias en medio de cultivo sin hierro,
adicionado con 0 6 10 MM NaHGQFe y -FeBic, respectivamente). Cada valor esianed
de tres repeticiones independientes + error estaitaa la comparaciéon de medias se
utilizé analisis de varianza (ANOVA) y LSD test2% de nivel de confianza. Los valores
con diferente letra son significativamente difeesnt
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Este mismo estudio también se realizé en dos grigpantulas del
tratamiento -FeBic tras cultivarlas durante 15 @iasios medios de cultivo
en los que se adiciono fertilizante férrico (g0 Fe) y a uno de ellos
también se le incorporé 10 mM NaHgQ@ratamientos +Fe y +FeBic,
respectivamente). La figura 20 muestra la respusstins genes descritos
anteriormente ante estos tratamientos. La tramsfexele las plantulas a un
medio con presencia de Fe redujo la expresion cleogigenes a niveles
inferiores a los observados durante el pretratamidreBic, aunque esta
reduccion fue mas acusada en las raices de lasilpguque se cultivaron en
el medio sin bicarbonato (tratamiento +Fe). De esémera, considerando
como “valor relativo de 1” la abundancia de traitssrdeterminada para
cada gen en las plantulas al final del pretratatoigreBic, la actividad de
los genes FRO1, FRO2, HA1, IRT1 y PEPCL1 en lastptammansplantadas
al medio +Fe se redujo en un 80.8, 46.3, 62.0, 7%.84.2%,
respectivamente, y un 59.8, 20.4, 42.1, 21.3 y%2@&spectivamente, en
las plantas transplantadas al medio +FeBic. Poorrario, la expresion de

los genes HA2 e IRT2 permanecio inalterada potriaamientos.
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Figura 20. Expresion relativa de los genes HA1, HA2, FRO1ORRIRT1, IRT2 y PEPC1
medida mediante RT-PCR en tiempo real en puntasidede plantulas d€itrus limon
pre-cultivadas durante 21 dias en un medio deveditn vitro” sin hierro y suplementado
con 10 mM NaHC@(-FeBic); y luego trasplantadas durante 15 dias medio de cultivo
gue contenia 2M FeEDDHA adicionado con 0 6 10 mM NaHEQ+Fe y +FeBic,
respectivamente). Para los controles se utilizé gtupo de plantulas transplantadas a un
medio -FeBic. Cada valor es media de tres repetisior error estandar. Para la
comparacion de medias se utilizé analisis de vaaigiANOVA) y LSD test al 95% de
nivel de confianza. Los valores con diferente letma significativamente diferentes.
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4.4.3 Actividades enzimaticas

La tabla 13 muestra los valores de la actividadlade enzimas
relacionadas con los genes anteriormente desqfGsR, H-ATPasa y
PEPCasa) medidos en puntas de la raiz de las lplsutte los tratamientos
-Fe y -FeBic; asi como tras la trasferencia de pimtas -FeBic a
condiciones +Fe y +FeBic. La adicion de NaHCf medio (tratamiento
-FeBic) provocd un aumento de la actividad FC-R.589, H-ATPasa
(84.7%) y PEPCasa (97.4%), respectivamente, egidalaa la actividad
registrada en las plantas -Fe. Después, cuandadatulas -FeBic fueron
transferidas a los medios que contenian hierratisidad de estos enzimas
disminuyo drasticamente en las raices de las @atfe, y de forma menos

intensa en las plantas +FeBic.

Tabla 13. (A) Actividad de las enzimas quelato férrico redsa (FC-R), proton ATP-asa
(H*-ATPasa) y Fosfoenolpiruvato Carboxilasa (PEPCasajida en raices de plantulas de
Citrus limoncultivadas durante 21 dias en medio de culinwitro” sin hierroy con 0 6
10 mM NaHCQ (-Fe y -FeBic, respectivamente). (B) Mismas adades tras el
transplante durantel5 dias de plantulas pre-trata@eBic a un medio de cultivo que
contenia 2QuM FeEDDHA y con 0 6 10 mM NaHC{+Fe y +FeBic, respectivamente).
Para los controles se utilizé otro grupo de plasttitansplantadas a un medio -FeBic.

Actividad enziméatica
(A) 21 d después de siembra (B) 15 d después depteante

Medio de cultivo -Fe -FeBic -FeBic +Fe +FeBic
FC-R (nmol F&' reducido g PF h") 489.5¢ 829.5a 896.7a 2382d 619.1b
H*-ATPasa (nmol NADH mrigprot miri*) 160.7 b 296.8 a 320.1a 95.5d 137.7 ¢
PEPCasa (nmol NADH rigrot miri) 132.1b 260.7 a 28l.4a 714d 1016¢c

% Los valores son medias de repeticiones por tratami Los valores con diferente letra
indican diferencias significativas af0,05 con la prueba de rangos multiples de LSD.
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4.4.4 Discusién

La adicion de bicarbonato a un medio de cultiveessr de hierro
tiene un efecto depresivo sobre el desarrollo si@lantulas de citricos que
se desarrollan bajo estas condiciones. La presdetian HCQ provoca la
reduccion del crecimiento del tallo de las plargulexpresado como peso
fresco), mientras que parece que la raiz permansessible al tratamiento.
En este sentido, informes anteriores mostraron ejugcarbonato afecto
mas al crecimiento del tallo en algunas especiesocguisante (White y
Robson, 1990), olivo (De la Guardia y AlcantaraQ2() melocotonero y
almendro (Gharsalli y Hajii, 2002) Arabidopsis thalianaMsilini et al.,
2009), que al crecimiento del sistema radical. A&EMoO, la incorporacion
de HCQ al medio de cultivo produjo una disminucion sigrafiva en la
concentracién de Fe en el tallo y la raiz de l@ntplas cultivadas en el
medio -FeBic, cuando se las comparé con la coraentr registrada en las
plantas que se desarrollaron en el medio sin presete HCQ. Por el
contrario, la concentracion de Fe en los cotiledofue superior en las
plantas -FeBic que en las -Fe. Como en ambos ckEsosgemillas fueron
germinadas en medios de cultivo carentes de Feyrytgmto no existia
aporte de Fe externo en el sistema, las diferereciad contenido de hierro
en los diferentes O0rganos observadas entre ambtasnientos debe ser
consecuencia de la translocacion del Fe procedkntes cotiledones, que
constituye la Unica fuente de Fe del sistema. ®tarito, en condiciones de
ausencia de Fe en el medio, el bicarbonato efestwte impide la
translocacion del hierro de los cotiledones aitayal tallo, lo cual produce
una bajada de la concentracion de Fe en estosaggam aumento de ésta
en los cotiledones, en comparacion con lo ocurrgio las plantulas

cultivadas en un medio sin Fe ni bicarbonato. Atguimformes anteriores
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demostraron que la exposicion de plantas de saja &ratamiento con
bicarbonato provoco la reduccion del transporteFdedesde el sistema
radical hacia los érganos de la parte aérea (Ftgstiml., 1984). También
se observaron resultados similares en especieseagbéomo olivo (De la
Guardia y Alcantara, 2002) y melocotonero (GhargaHajii, 2002). Este
efecto ha sido atribuido a la inmovilizacién detrind dentro del apoplasto
radicular, probablemente, debido a un pH apoplasnmatevado, que
restringe la translocaciéon del Fe hacia las dasiritrotaciones de la planta
(Mengel, 1994; Mengeét al., 1994; Kosegarten y Koiro, 2001; Zribi y
Gharsalli, 2002). En nuestro experimento, la adictie bicarbonato al
medio de cultivo carente de Fe dio lugar a unaifsigtiva alcalinizacion
del apoplasto de los cotiledones, que a su vezigpaer la causa de la
inhibicion de la movilizacién del hierro y su tréotacion desde los
cotiledones. La capacidad del floema para tranapdiierro en forma de
complejo y la cantidad de hierro transportado [®ba @ia hacia las raices,
parecen suficientes para provocar ciertas reacgieneel sistema radical
para mejorar la eficiencia en la absorcion del eleim (Maaet al., 1988).
En este sentido, parece posible que el bicarbonaiba este transporte
floematico desde los cotiledones, probablementeiddelal efecto de
alcalinizacion.

Cuando las plantulas cultivadas en el medio -FeRieron
trasplantadas durante 15 dias a otro medio queemianthierro y
suplementado o no con NaHg(C+FeBic o +Fe, respectivamente), dichas
plantulas incrementaron marcadamente su conterddaedro en el tallo y
la raiz, aunque en menor medida en las que fueaosferidas al medio de
cultivo con presencia de ibn HGOESsto sugiere que el bicarbonato también

reduce la absorcion directa de Fe por las plargasitdcos cultivadasin
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vitro". En este sentido, se observaron efectos simikmestras especies
como Lupinusy guisante (White y Robson, 1990), olivo y melocaro
(De la Guardia y Alcantara, 2002).

El analisis de la expresion de los genes relacmhacon la
Estrategia | de absorcién de Fe (en concreto deli-RRO2, HAL e IRT1),
determinada mediante PCR en tiempo real, indicéagtisacion de dichos
componentes en las raices de las plantas defisiemd-e y tratadas con
bicarbonato, cuando se compararon con la registpaatalas plantas
cultivadas en un medio sin HGOPor el contrario, Lucenat al. (2007)
describieron que el bicarbonato inhibia la expresié FRO, HAL e IRT1
en plantas deficientes en Fe de varias especiggisiante, tomate, pepino y
Arabidopsis indicando que este efecto podria estar mediado o
alteracion de la eficiencia de ciertos factorestmescripcion (proteinas
FER). La discrepancia con los resultados de nuesjerimento puede ser
debida a las condiciones del material vegetakatilo en ambos ensayos, ya
qgue Lucenaet al. (2007) trabajaron con raices de plantas cultivagtas
condiciones de ausencia total de Fe; mientras gsetros utilizamos raices
de plantulas que no pueden ser consideradas contwgano totalmente
deficiente en Fe, ya que recibian un suministroedie elemento que
procedia de los cotiledones, pero que seguramesteélbqueada por el
bicarbonato.

Como era de esperar, la induccién de la expresgdogigenes FRO
y HAl en la raiz de las plantulas de citricos ttasacon bicarbonato,
también supuso un aumento de las actividades denlnisnas FC-R y H
ATPasa. Sin embargo, existe gran controversia dmbléografia sobre los
efectos del bicarbonato en estas enzimas. En agunformes, el

tratamiento de las plantas deficientes en Fe caarlionato inhibié la

139



Resultados y Discusion

capacidad de reduccion de Fe(lll) del sistema shdicomo ocurre en
pepino, guisante, tomateArabidopsis(Romeraet al.,1997; Lucenaet al.,
2007). Sin embargo, mas de acuerdo con nuestros,dat resultados de
otros estudios en membrillero (Cinelli, 1995), péEonnini et al., 2009),
cacahuete (Zuet al.,2007), vid (Ksourket al.,2007),Arabidopsis(Msilini

et al.,2009) y guisante (Jeladt al.,2010b) mostraron que el tratamiento de
plantas cultivadas en condiciones de suministrchidero y bicarbonato
(+FeBic) aumentaron la actividad FC-R de las raipeso sin alcanzar los
niveles detectados en plantas cultivadas en camdiside ausencia total de
Fe en el medio de cultivo. Finalmente, otros estdndicaron que una
elevada concentracion de Hg@n la solucion nutritiva puede reducir la
actividad FC-R en arboles +FeBic de citricos y ro@ionero (Chouliarast
al., 2004a; Molassiotigt al., 2006). Asi mismo, el tratamiento con HCO
provoco una mayor actividad de la enzimaATPasa en raices de plantas
+FeBic de guisante (Jeladit al., 2010b) y de peral, pero no en varios
genotipos de membrillero (Donniret al., 2009). Ademas, un estudio
realizado sobre dos variedades de vid cultivadasFa explicaba que la
variedad tolerante a la clorosis férrica mostraia nejora de la actividad
de este enzima en presencia de bicarbonato, nmsejug este efecto no fue
detectado en la variedad sensible (Ksetal.,2007).

Nuestros resultados también mostraron que la dativile la enzima
PEPCasa fue mayor en las raices de las plantultigadas en el medio
-FeBic que en las plantulas -Fe. Una tendencialainfuie observada en
raices de plantas cultivadas en condiciones +Fedjgeral (Donniniet al.,
2009) yA. thaliana (Msilini et al., 2009). Por el contrario, la actividad
PEPCasa permanecio inalterada en el mismo estegliaado en plantas de
membirillero (Donninket al.,2009) y de guisante (Jelali al.,2010b).
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Considerados todos estos resultados en su conjginbicarbonato

dificulta la translocacion del i6n Fe desde losledones hacia el embrion
en desarrollo, lo cual provoca la reduccion deehoe Fe en el tallo y la
raiz de las plantulas. Entonces, el bicarbonatoceda deficiencia de hierro
y provoca la activacion de los mecanismos de respue la estrategia | en
la raiz de las plantulas de citricos para mejaadquisicion de Fe, como
son el aumento de la expresion de algunos de lussgelacionados con el
sistema de absorcién (FRO1, FRO2, HA1, PEPC1, IRTd#¢ la actividad
de las enzimas reguladas por éstos (FC-RAFPasa y PEPCasa) y del
transportador férrico. La posibilidad de que el adionato actie
indirectamente a traves de la reduccion de lodeswe hierro en la raiz, se
apoya en los siguientes hechos: i) el tratamiento lWcarbonato provoca
menor concentracion de Fe en la raiz del tratamiefe, y ii) la
transferencia de las plantulas precultivadas caBid-a un medio con
presencia de hierro (+Fe), ya sea con o sin bicatboprovoca, en ambos
casos, una reduccion de los efectos genéticos ghdlatos de este ion.
Ademas, estd ampliamente aceptado el hecho deaqgdefitiencia de Fe
estimula la expresion de los genes anteriormeritgliaslos en las raices de
muchas plantas, asi como la actividad de las eszoodificadas por ellos
(Abadiaet al., 2002; Kim y Guerinot, 2007, y referencias citagas estos
altimos autores).

Como consecuencia de ello, parece que, a nivekgleson génica,
el bicarbonato puede actuar de forma diferente bprdo del estado del
Fe. Asi, en plantas deficientes en Fe, el bicarioobl@quea la expresion de
los genes implicados en las respuestas a la bajordbilidad de Fe
(Lucenaet al.,2007); mientras que, en presencia de una fuenke deomo

son los cotiledones- el bicarbonato puede inhibiramsporte de Fe; y la

141



Resultados y Discusion

deficiencia de Fe inducida por el ibn HE®n este segundo caso, activa
algunos de los genes relacionados con el sisteradgiesicion de Fe, como
ocurre en las raices de las plantulas de citrRostanto, laalteracion de la
expresion de los genes conlleva respuestas matabdklacionadas con la
deficiencia de hierro.

La inhibicion por el bicarbonato del transporte ée desde los
cotiledones a la plantula en desarrollo observada. é§mon podria deberse
a la inmovilizacién del Fe en las vacuolas de dgseEn este sentido, se ha
propuesto que la vacuola puede constituir un cotnpamto fundamental
para el almacenamiento del hierro en las semilaforma que durante el
inicio del desarrollo de la plantula, se movilizael Fe acumulado en este
organulo, antes de que sea posible la absorci@stédeclemento del medio
externo (Palmer y Guerinot, 2009). Langearal. (2005) indicaron que la
movilizacion de las reservas vacuolares de Fe mutilas transportadores
NRAMP3 y NRAMP4 es un proceso crucial para la gesauion de las
semillas y el desarrollo temprano de las plantudasArabidopsis en
ausencia de hierro externo.

Los genes AtNRAMP3 y AtNRAMP4 que codifican parabas
transportadores muestran un alto grado de homolpgia expresion se
induce en condiciones de deficiencia de hierro (fine et al., 2003;
Lanquaret al., 2005). Ademas, las proteinas transportadoras NRRAMP
NRAMP4 se localizan en el tonoplasto, lo que apsyafuncién en la
movilizacion de los depdsitos vacuolares de Feahelccitosol (Thominet
al., 2003; Lanquaret al., 2005). Por consiguiente, la inhibicion de la
actividad del gen NRAMP3 por el HGOen cotiledones de&. limon
impediria la liberacion del hierro desde el intede la vacuola al reducir la

actividad de su transportador a través del tontpasconsecuentemente,
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su retranslocacion a otros 6rganos. En ausendi& @xterno, los anteriores

efectos, provocarian la disminucion de los niveles=e en la plantula en
desarrollo e inducirian en la raiz las respuesémscgs y fisiologicas a la
deficiencia de Fe anteriormente descritas. En apeyesto, Thominet al.
(2003), reportaron que en plantas Ailabidopsisque sobreexpresaban el
gen AtNRAMPS, los niveles de expresion de los gdRdd y FRO2 eran

mas bajos, asi como la actividad FC-R.
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45 EFECTO DE LOS IONES zrf* Y Mn? SOBRE LOS
COMPONENTES GENICOS Y FISIOLOGICOS DEL SISTEMA DE
ADQUISICION DEL HIERRO

Este experimento permitié estudiar la influenaaniveles elevados
y deficitarios de Zn y Mn sobre el sistema de atiéarde Fe en plantas de

citricos.

4.5.1 Concentracion de Fe y Zn en el sistema radlcala parte aérea de
las plantulas germinadas en medio de cultivo consin Zn

La figura 21 muestra la concentracion de los idneso (Fe) y zinc
(Zn) en la parte aérea y en el sistema radical ate plantulas del
experimento 5. Las plantas cultivadas bajo condesode ausencia de Fe
registraron los valores mas bajos de concentrag@mreste elemento. En
concreto, esta reduccion fue de en torno al 60%nelas fracciones de las
plantas -Fe0zZn en relacién con la analizada ematrhiento +Fe0Zn. La
adiciébn de Zn al medio de cultivo, provocé una dimmién de la
concentracion de Fe, en las plantas de los tratansie-Fe. Asi, las plantas
+Fel100Zn presentaron una reduccion en los niveesdcentracion de Fe
en la parte aérea y el sistema radical del 27.2.8%, respectivamente, en
comparacion con las plantas +Fe0zZn. Es de desjaeda concentracion de
Fe de la parte aérea de las plantas +Fel00Zn sgorddsta niveles
similares a los de las plantas deficientes. Par laiio, la concentracion de
Fe de las plantas cultivadas en un medio deficiemtEe y con presencia de
Zn (-Fe100zn) no present6 diferencias significatiecan la de su control -
FeOZn.
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En cuanto a los niveles de Zn, las plantas culéigah los medios de

cultivo 0Zn, ya fuera en presencia o en ausencid&eno mostraron
diferencias significativas en la concentracién elemento (Figura 21). Sin
embargo, al analizar este mismo parametro en fa#gd cultivadas en los
medio de cultivo con presencia de 108 Zn, los dos tratamientos
registraron un incremento notable de la concerimnade este elemento en
ambas fracciones de la planta. No obstante, setdeta diferencias en la
concentracion de Zn del sistema radical de amlaanientos, de modo
que las plantas deficientes en Fe (-Fe100Zn) atcanzuna concentracion

de Zn en las raices 1.6 veces mayor que en lasaplaratadas con Fe
(+Fel00zn).
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Figura 21. Concentracion de hierro y zinc en la parte aérelesistema radical de plantulas
del patrén naranjo amargo cultivadés vitro” durante 1 mes en un medio de cultivo
compuesto por solucion nutritiva con 0 ;2@ FeEEDDHA (-Fe y +Fe, respectivamente) y
suplementada con 0 6 1M ZnSQ, (0 Zn y 100 Zn, respectivamente). Cada valor es
media de tres repeticiones + error estandar. Rareoiparacion de medias se utilizé
andlisis de varianza (ANOVA) y LSD test al 95% deehde confianza. Los valores con
diferente letra son significativamente diferentes.
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4.5.2 Expresion génica en condiciones con o sin Zn

La figura 22 muestra el analisis de la expresiériodegenes HA,
FRO e IRT, que regulan la actividad de las enzimaé&TPasa y quelato
férrico reductasa y el transportador férrico, repamente, determinado a
partir del ARN total extraido del sistema radical lds plantulas de los
distintos medios de cultivo.

En primer lugar, en lo que respecta a los genesemdan las H
ATPasas responsables de la capacidad de acidificateé las raices, el
namero de transcritos del gen AH1 fue significatieate mayor en las
plantas deficientes en Fe, en comparacion congitrado en las plantas
cultivadas en presencia de Fe. En ausencia d& 2h aumento de la
actividad de HA1 en las plantas deficientes enueechsi del doble que en
las plantas a las que se adicioné Fe (+Fe). Adeemalas plantas +Fe, su
expresion se vio también incrementada por la iraaigpdén de 10QUM Zn
al medio de cultivo. Por otro lado, el nivel de egidn del gen HA2 fue
similar en todos los tratamientos.

En cuanto a la regulacion génica del enzima FC-Bere FRO1 no
respondid a ningun tratamiento, mientras que laesign del gen FRO2 fue
inducida con niveles bajos de hierro. En concreto, condiciones de
ausencia de Zn, la deficiencia de Fe estimulé uR%2a expresion del gen
FRO2. Ademas, la adicion de Zn aumenté signifieatignte el niumero de
transcritos de FRO2 en ambos tratamientos (3.1 we&ces, en las plantas
+Fel00Zn y -Fel100Zn, respectivamente) en comparama sus controles
sin Zn.

En ausencia de Zn, el gen IRT1 que codifica la esipn del
transportador férrico, aumento6 su actividad erplaatas deficientes en Fe
respecto a las nutridas con Fe (1.9 veces en lastagl -Fe0Zn en
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comparacion con las +Fe0zZn). Las plantas cultivadas medio
suplementado con 100M Zn, aumentaron la expresion del gen IRT1 en
ausencia y presencia de Fe. Sin embargo, la ado#@n provoco un
aumento mas acusado en las plantas +Fe que elatdasp-Fe (10.6 y 4.0
veces, respectivamente). Por otro lado, el nimerdrahscritos del gen
IRT2 no se vio afectado ni por la ausencia de FEmo consecuencia de la
adicion de Zn.

Finalmente, la expresion del gen NRAMP3 que cadifi@ara un
transportador de iones metalicos localizado enalauela, fue inhibido en
torno a un 80% en los medios que contenian Fe @Fg0+rFel100Zn) con
respecto al medio que no contenia ambos microetesmedemas la
adicion de Zn (10uM) al medio carente de Fe (-Fel100Zn) produjo una
reduccion de la actividad de NRAMP3 de un 54.0%eet al control
(-Fe0zn).
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Figura 22. Expresion relativa de los genes HA1, HA2, FRO10BRRIRT1, IRT2 y
NRAMP3 medida mediante RT-PCR en tiempo real, (Bgrbacion de protones, (B)
actividad FC-R;y (C) tasa de absorcion °*dee, determinadas en raices de plantulas del
patrén naranjo amargo cultivadas durante 1 mes rermedio de cultivo“in vitro”
compuesto por solucion nutritiva con 0 6|28 FeEEDDHA (-Fe y +Fe, respectivamente) y
suplementada con 0 6 1@ ZnSQ, (0 Zn y 100 Zn, respectivamente). Cada valor es
media de tres repeticiones * error estandar. Rareoiparacion de medias se utilizé
analisis de varianza (ANOVA) y LSD test al 95% dechde confianzalLos valores con
diferente letra son significativamente diferentes.
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4.5.3 Acidificacion del medio externo en condiciosecon o sin Zn
Los resultados de la figura 22A indican que taataléficiencia de

Fe como la de Zn incrementaron la capacidad deali@otones al medio
externo. Las raices de las plantas -Fe0Zn fuemiyua mostraron maxima
estimulacién en la capacidad para liberar prot@iemedio externo, con
aumentos del 118.3%, 111.0% y 247.1% con relaciés plantas +Fe0Zn,
-Fe100Zn y +Fel00Zn, respectivamente. Por tantmdarporacion de Zn
al medio de cultivo redujo la extrusién de protoeasambos tratamientos.
Sin embargo, esta bajada fue mas acusada en tgdalEeficientes en Fe
(48.4%) que en las plantas cultivadas en presalecige (37.3%). De esta
manera, la cantidad de protones excretados al deb®4 horas por las
plantas del tratamiento -Fe100Zn alcanzé niveleslaies a los liberados
por las plantas +Fe0Zn, mientras que las plantad G®Zn registraron la

menor tasa de liberacion de protones.

4.5.4 Actividad FC-R en condiciones con 0 sin Zn

Como complemento al estudio molecular, también rsaiz la
actividad del enzima encargado de la reducciénaeférrico(FC-R). Los
resultados muestran que la capacidad de reduceii@tfue mayor en las
raices de las plantulas cultivadas en ausenciaedea & presencia de Zn
incrementd la actividad FC-R tanto en presenciaccem ausencia de Fe
(Figura 22B). Por consiguiente, las plantulas -B&t0 fueron las que
registraron la actividad enzimatica mas elevada, goa induccion 2.7
veces mayor que la registrada por su control -FeGdando se compararon
las raices de los tratamientos +Fe, se observéaquresencia de Zn produjo
un incremento de 4.9 veces en la actividad FC-R.
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4.5.5 Tasa de absorcién d€Fe en condiciones con o sin Zn

La figura 22C muestra la tasa de absorciéni’Be de las células de
la raiz de las plantulas cuando se someten a temmiento durante 20
minutos con 10uM *’FeEDDHA. Los resultados indican que las plantas
que originariamente fueron cultivadas en auseneikealpresentaron mayor
capacidad de absorcién &&e que las plantas cultivadas con presencia de
Fe. Las plantas -Fe0Zn registraron el valor mas @h un incremento del
195.1% con respecto a +Fe0Zn. La adicion de 1®0Zn al medio de
cultivo con aporte normal de Fe (tratamiento +F&b)Qedujo la tasa de
*’Fe absorbido en un 34.9%, en comparacién con $antiento control
(+Fe0zn). Por otro lado, la incorporacion de Znnakdio de cultivo
deficiente en Fe (tratamiento -Fe100Zn) tambiémitiay6 la capacidad de
absorcién dé’Fe de las plantas en un 38.5% en comparacion coorsrol
-FeO0Zn.

4.5.6 Concentracion de Fe y Mn en el sistema radicala parte aérea de
las plantulas germinadas en medio de cultivo consin Mn

La figura 23 muestra la concentracion de los ionmiesro (Fe) y
manganeso (Mn) en la parte aérea y en el sistedicalale lagplantulas
germinadas en medio de cultivo con o sin Mn. De erarsimilar a lo
ocurrido en el estudio con o sin zinc, las plastutaultivadas bajo
condiciones de ausencia de Fe registraron los asmlonas bajos de
concentracion de este elemento. En este caso,ldatap del tratamiento
-FeOMn acumularon 70.1 y 85.1% menos Fe en la jp&ntea y el sistema
radical, respectivamente, que las plantas +FeOMrintorporacién de Mn
al medio de cultivo, provocé una disminucion dedacentracion de Fe en

las plantas cultivadas en el medio que contenié+Fe). Asi, las plantas
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+Fe250Mn mostraron una bajada en la concentra@drecen la parte aérea
y el sistema radical de 61.9 y 45.7%, respectivaenem comparacion con
su tratamiento control (+FeOMn). La concentraciénFe de la parte aérea
de las plantas +Fe250Mn se redujo hasta nivelegase® a los de las
plantas deficientes. Por otro lado, la concentracdé Fe de las plantas
cultivadas en un medio deficiente en Fe y con mp@aale Mn (-Fe250Mn)

no presento diferencias significativas con la dearol -FeOMn.

Por otro lado, las plantas cultivadas en los med®<scultivo sin
manganeso (+FeOMn y -FeOMn) no mostraron diferensignificativas en
la concentracién de Mn enddgeno. Sin embargo,calrjporar 25uM Mn
al medio de cultivo se observo un incremento eoolecentracion de este
elemento en ambas fracciones de la plantas. Narmtesia acumulacion de
Mn en las plantas de los tratamientos con 250Mrdfieeente en funcién de
que el medio contuviera 0 no hierro. Asi, las @artultivadas en el medio
de cultivo sin Fe (-Fe250Mn) registraron los nigefeas altos de Mn tanto
en la parte aérea como en el sistema radical, ygrrf 1.7 y 3.8 veces
superiores, respectivamente, a los encontradosasmplantas +Fe250Mn.
Por otro lado, comparando el Mn absorbido por lastps 250Mn y sus
respectivos controles OMn, se observé que el Mmatado por las plantas
deficientes en Fe (-Fe250Mn) fue méas de 80 veqesrisu al de su control
(-FeOMnN) tanto en la parte aérea como en el sistawliaal. Sin embargo,
esta subida solo fue de entre 10 y 25 veces (paér&a y sistema radical,
respectivamente) cuando se compararon los mismaEsntientos en
presencia de Fe (+Fe250Mn y +FeOMn).
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Figura 23. Concentracion de hierro y manganeso en la pareaaéel sistema radical de
plantulas del patron naranjo amargo cultivadasrdarda mes en un medio de cultitia
vitro” compuesto por solucion nutritiva con 0 6 200 FeEDDHA (-Fe y +Fe,
respectivamente) y con 0 6 2pB MnSQO, (0 Mn y 250 Mn, respectivamente). Cada valor
es media de tres repeticiones + error estdndaa Batomparacion de medias se utilizd
andlisis de varianza (ANOVA) y LSD test al 95% deehde confianza. Los valores con
diferente letra son significativamente diferentes.

4.5.7 Expresion génica en condiciones en condicienen o sin Mn

La figura 24 muestra el analisis de la expresiériodegenes HA,
FRO e IRT, que regulan la actividad de las enzimaé&TPasa y quelato
férrico reductasa y el transportador férrico, reipamente, determinado a
partir de ARN total extraido del sistema radical lde plantulas de los
distintos medios de cultivo de este experimento.

En primer lugar, en lo que respecta a los genesemdan las H
ATPasas responsables de la capacidad de acidificate las raices, las

plantas mantenidas en el medio de cultivo en aiselec Fe manifestaron
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un aumento en la expresion génica relativa dell@h, en comparacion
con la expresion detectada en las plantas cultsvaddos medios de cultivo
con Fe. La incorporacion de 2%WM Mn al medio de cultivo indujo un
comportamiento diferente en la regulacion de HAdusesi las plantas se
hubieran cultivado en presencia o en ausencia dés$ie mientras que la
adicion de Mn al medio -Fe (tratamiento -Fe250Mm) aumento la

expresion de HA1 en comparaciéon con su tratamieattrol -FeOMn, el

tratamiento +Fe250Mn vio incrementado un 40.1%Jeh@ro de transcritos
de HA1l cuando se compar0 con la expresion +FeONm.eBbargo, la

expresion de HAL1 en las plantas +Fe250Mn nuncanafcal nivel de

expresion de las plantas deficientes en Fe. Par latto, no se detectd
induccion de la expresion del gen HA2 ni como coueacia de la
presencia/ausencia de Fe ni tampoco de Mn.

En cuanto a la expresion de los genes identificadositricos como
los responsables de regular la capacidad redudeofas raices, parece que
el gen FRO1 no alter6 su nivel de expresion compe@s a ningun
tratamiento. Sin embargo, la deficiencia de Fectv@ el gen FRO2. En
concreto, las plantas sometidas al tratamientoMRe@xperimentaron una
induccion del 52.4% en la expresion de FRO2 en epagidn con las
plantas del tratamiento +FeOMn. Ademas, la incagon de 25uM Mn
al medio de cultivo estimuld significativamenteebgresion de FRO2. Asi,
la expresion de FRO2 en las plantas tratadas coriHAe250Mn) fue 1.3
veces superior a la registrada en sus plantasot¢hreOMn), y algo mayor
(1.7 veces) cuando se compararon los mismos tramdnsi en ausencia de
Fe.

La deficiencia de Fe también estimul6 la expresiéingen IRT1 que

codifica la expresion del transportador férricoge @umenté su actividad en
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1.7 veces en las plantas -FeOMn en comparacionlaon-FeOMn. La

adicion de Mn al medio de cultivo provocé el aumete la expresion de
IRT1 en ambas condiciones de Fe. Los niveles dedraos de IRT1 en las
raices de las plantas +Fe250Mn y -Fe250Mn, fuemri.8 y 1.6 veces,
respectivamente, superiores a las registradasserespectivos controles sin
Mn. La expresion de IRT1 en las plantas +Fe250MalcsEinzo el nivel de

expresion detectado en las plantas -FeOMn, no iexiki diferencias

significativas entre ellos. Nuevamente, el gen IRib2alter6 su expresion
bajo ningun tratamiento.

Por dltimo, la abundancia de transcritos del genAMR3 que
codifica la actividad de un transportador de iomesalicos localizado en la
vacuola, fue inhibido en mas de un 75.0% en losiosegue contenian Fe
(+FeOMn y +Fe250Mn) con respecto al medio que notetda ambos
microelementos. Ademas la adicion de Mn (RB0) al medio carente de Fe
(-Fe250Mn) produjo una reduccion de la actividad NRAMP3 de un
39.1% respecto al control (-FeOMn).
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Figura 24. Expresion relativa de los genes HAl, HA2, FRO10RRIRT1, IRT2 y
NRAMP3 medida mediante RT-PCR en tiempo real; (fgrbcion de protones; (B)
actividad FC-R; y (C) tasa de absorciéndee, determinadas en raices de plantulas del
patrén naranjo amargo cultivadas durante 1 mes rermedio de cultivo“in vitro”
compuesto por solucion nutritiva con 0 6|28 FeEEDDHA (-Fe y +Fe, respectivamente) y
con 0 6 25QuM MnSQ, (0 Mn y 250 Mn, respectivamente). Cada valor egiande tres
repeticiones + error estandar. Para la comparatedmedias se utilizd analisis de varianza
(ANOVA) y LSD test al 95% de nivel de confianza.sLwalores con diferente letra son
significativamente diferentes.
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4.5.8 Acidificacion del medio externo en condiciomsecon o sin Mn

Las raices de las plantas deficientes en Fe, indieg@&emente del
nivel de manganeso, fueron las que mostraron magtimulacién en la
capacidad para liberar protones al medio externa@dacreto, en las plantas
-FeOMn este aumento fue del 44.6% con respects @léntas +FeOMn
(Figura 24A). La incorporacion de Mn al medio ddtica no alterd la
capacidad de acidificacion de las plantas defieergn hierro. Por el
contrario, en las plantas a las que se suminigréeFtratamiento con Mn
(+Fe250Mn) aumento 1.2 veces la cantidad de pretereretados al medio

con respecto a las plantas +FeOMn.

4.5.9 Actividad FC-R en condiciones con 0 sin Mn

La figura 24B muestra la actividad del enzima egado de la
reduccion del ion férricen las raices de las plantas. Cuando las plantas
fueron cultivadas en el medio de cultivo sin Mrs, fdantas deficientes en
Fe (-FeOMn) registraron 2.2 veces mayor activid@dR-que las plantas
nutridas con Fe (+FeOMn). La presencia de Mn inergtla actividad FC-
R tanto en presencia como en ausencia de Fe. lagapl de los
tratamientos -Fe250Mn y +Fe250Mn mostraron unavidetdl 2.0 y 3.1
veces superior, respectivamente, a la de sus ¢esmitstn Mn (-FeOMn y
+FeOMn).

4.5.10 Tasa de absorcién d&Fe en condiciones de con o sin Mn
La figura 24C muestra la tasa de absorciéfi’Be de las células de
la raiz de las plantulas cuando se someten a tamiento con 10QuM

*’FeEDDHA durante 20 minutos. Las plantas cultivagas el medio
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deficiente en Fe mostraron una tasa de absorcidfFdel.3 veces superior
a la encontrada en las plantas nutridas con Feindependencia del aporte
de Mn. Sin embargo, la adicion de Mn al medio @ir@entos +Fe250Mn vy -
Fe250Mn) redujo considerablemente la tasa de absorde °’Fe,
experimentando ambos tratamientos una disminuc®reste parametro
proxima al 40%, cuando se compararon con sus r@gpeacontroles sin
Mn.

4.5.11 Discusién

En este experimento se ha estudiado la regulaabrsistema de
absorcion de hierro en ausencia y presencia daddsvconcentraciones de
Zn** y Mn?*, con objeto de obtener informacién sobre las auEipnes
entre estos iones en dicho proceso.

La adicion de Zfi" o M?* (100 6 250uM respectivamente) a un
medio de cultivd'in vitro" que contenia Fe (30M FeEDDHA) caus6 una
reduccion de las concentracidon de Fe en las rgieadas hojas de plantulas
de naranjo amargo con respecto a las cultivada®lemismo medio
desprovisto de 7 y Mn?*. Este efecto parece indicar un antagonismo de
estos iones sobre la absorcion dél' er la raiz, que se sustentaria también
en la inhibicién del influjo d&’Fe por los iones Zfiy Mn?*, observada en
los experimentos de absorcion a corto plazo. Recépnente, la presencia
de Fe en el medio reduce los niveles de Zn y Mia @hanta.

La mayor parte de los ensayos sobre nutricion cmnoglementos
se refieren a la aplicacion de diferentes dosifed#izantes que contienen
los mismos, y, en ellos los antagonismos idnicosasecian a los
incrementos y disminuciones relativas de sus cdra@ones en los

diferentes organos de la planta. Asi, algunos esudomo los realizados
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sobreA. thaliana(Shanmuganet al., 2011), guisante (Cohest al., 1998;
soja (Foyet al., 1998; Izaguirre-Mayoral y Sinclair, 2005), maizd{idglu,
2006; Aref, 2011) detectaron una disminucion deolacentracion de Fe en
presencia de concentraciones crecientes de otrosroetémentos.
Asimismo, otros estudios mostraron que al aumehtaporte de fertilizante
férrico se reducian las concentraciones de Zn ceMia planta (Fukaet
al., 2011; Shanmuganet al., 2011; Ghasemi-Fasaei y Ronaghi, 2008;
Kobraeeet al., 2011), o bien que la deficiencia de Fe incrementkb
acumulacion de otros micronutrientes (Weéthal., 1993; Rodecagt al.,
1994).

Se han presentado evidencias indicando que el IR@dljzado en la
membrana plasmatica de las células epidérmicas daiz (Eideet al.,
1996; Vertet al., 2002) constituye el principal transportador dé*Fa
interior de la célula (Henriquest al., 2002), y aunque presenta una alta
afinidad por este, también puede transportar atreess metélicos bivalentes
como el zR*, Mn**, CU#*, Ni** o Cd* (Korshunovaet al., 1999). Esta
propiedad del IRT1 también se confirma con losItadas obtenidos con
mutantes deA thaliang donde al anular la expresion del gen IRT1, se
observé una reduccion de los contenidos en Zn, I@o,yademas del de Fe
(Henriqueset al., 2002; Vertet al., 2002). En relacién con esto, se han
identificado unos residuos criticos en los domirtreagsmembrana Il y 1lI
de IRT1, que parecen determinar la selectividadtrdesportador por los
iones F&", Zr** y Mn?*. Por consiguiente, es posible que estos iones en
funcién de su concentracion externa se unan aspgmatador en mayor o
menor grado, llegando a causar la inhibicién @elgporte del Fé.

Por otra parte, la deficiencia de hierro inducelanraices de los

citricos las respuestas incluidas en lo que sendier@oEstrategia | (Kim y
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Guerinot, 2007) y que suponen un incremento de dpacdad de
acidificacion, reduccion y transporte (Treeby y tJr&993; Manthet al.,
1994). Por consiguiente, concentraciones suficieatte elevadas de Zn o
Mn en el medio nutritivo inducen bajos niveles dkrio en los tejidos, que
pueden llegar a provocar la activacion de las estpg del sistema de
absorcion de Fe en el sistema radicular tal contate |la deficiencia de Fe.
Por ello, en el presente experimento, tanto laemeia de Zfi' como de
Mn?* en un medio que contenia M FeEDDHA, estimuld la expresion
de los genes HAL, FRO2 e IRT1, lo cual puede as®ia la disminucion
del Fe en las raices. No obstante, en el casosdgdnes FRO2 e IRT1
también se detecto una fuerte estimulacion de sudad en las raices de
plantas cultivadas en un medio desprovisto ded-eydl implica un efecto
adicional de ambos microelementos sobre la expradgdestos genes. La
actividad de la FC-R sigui6 la misma pauta queeel BRO2. En apoyo de
esto, diferentes estudios han mostrado que la@arda Zn o Mn disminuia
la capacidad de reduccion de Fe(lll) en raicescidefies en Fe, mientras
gue cuando se suministraba el i6n correspondiengetividad reductora se
restauraba (Romeret al., 1997; Bohoérquezt al., 2001). Por otra parte,
también se ha demostrado la induccién del IRTliggomicronutrientes en
diversas especies, tales cofthaliana(Connollyet al.,2002; Shanmugam
et al.,2011), guisante (Cohest al.,2004) o arroz (Lee y An, 2009).

Por tanto, nuestros resultados parecen indicaxikteacia de dos
efectos diferentes producidos por ambos iones. WRorlado esta la
inhibicién de la absorcién del Fepor altos niveles de Zho Mr?*, que
reduce la concentracion de Fe en la raiz, connaigoiente induccion de la
expresion de los genes HAL, FRO2 e IRT1, y por ekrefecto estimulador
de ambos sobre FRO2 e IRT1 en raices a las que apata hierro. El
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hecho de que los genes FRO2 e IRT1 sean reguladésda semejante
por los microelementos apoya la posibilidad, pladéepor Connollyet al.
(2003), de que FRO2 e IRT1 formen un complejo qoie® s estable
cuando ambas proteinas estan presentes simultameaerela membrana.
Por consiguiente, la induccion de FRO2 e IRT1 @odstar coordinada, ya
que la reduccion del Fe(lll) proporciona el sulistyzara el transportador de
Fe*, con lo cual, ante condiciones de deficiencia ierdy se activarian
ambas respuestas simultaneamente para compleneeyntadlitar la rapida
absorcion de Fe cuando desaparezcan los factores liqutan su
adquisicion.

Parece posible que algunas de las interacciones elnfe y el Zfi
o el Mt en la raiz puedan ser explicadas por sus efest@satividad del
transportador NRAMP3 localizado en el tonoplastmde desempefia una
funcién en la liberacion de algunos iones metalichsi, AINRAMP3
muestra afinidad con diferentes iones bivalentesedos que se encuentran
el Zrt* el Mr?* y el Cd*, ademaés del Bé(Thomineet al., 2000, 2003). La
expresion del gen AtNRAMP3 es inducida por la deficia de Fe
(Thomineet al., 2003), tal como sucede en nuestro estudio (Fig22ag
24).

La sobreexpresion de los genes IRT1 y FROZ2, asiocamn
incremento de la actividad FC-R en raices de C&idafes en Fe tratadas
con altas concentraciones de’Zp Mr?* respecto a las raices no tratadas
con estos iones, podria deberse a la bajo-regulal@bgen NRAMP3 por
las elevadas concentraciones de ambos iones (Eigdrg 24). Este efecto,
impediria la liberacion del hierro desde el intede la vacuola, al reducirse
la actividad de su transportador en el tonopldstoue, en condiciones de

ausencia de Fe externo, provocaria la disminuaglosi niveles de Fe en el
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citosol e induciria las respuestas génicas y figiohs a la deficiencia de Fe
anteriormente descritas. En apoyo de esto, Thoneheal., (2003),
reportaron que en plantas deabidopsis que sobreexpresaban el gen
AtNRAMP3, los niveles de expresion de los IRT1 ydzReran mas bajos,
asi como la actividad FC-R.

Por otra parte, el gen HA1 parece regulado poniesles de Fe en
las raices, ya que las condiciones de deficieneiBadinducen su expresion
de forma similar en plantas no tratadas y tratamas Zrf* o Mr?*. Sin
embargo, en las plantas alimentadas con Fe, leartientos con Zi o
Mn?* incrementan significativamente la actividad de Alllmismo tiempo
que reducian la concentracion de Fe en las rdieesxtrusion de protones
en las plantas tratadas con Mn sigui6 esta mismgppero contrariamente
la excrecion de Haumentd notablemente con la deficiencia de ziste E
comportamiento podria ser explicado por dos efertt@cionados con el
Zn**, sobre los que se ha informado previamente. Pdado) Pintoret al.
(1993), trabajando con vesiculas aisladas obsarnvgue la deficiencia de
zinc alteraba los lipidos de la membrana plasmatiraduciendo un
aumento de su permeabilidad y un desacoplamientel egradiente de
protones a través de la membrana. Otra posibilidadque las altas
concentraciones de Zhlibre inhiban la hidrélisis del ATP y del transpor
del H a través del plasmalemma, como propusieron Kastrab. (1996).
En esta linea, Bienfadt al. (1989) también detectaron una disminucién de
la extrusion de Hcon el tratamiento con Zn.

En conclusion, el aporte de Zro Mr?* al medio de cultivo inhibié
la absorcién de Fe por las raices e indujo alga®atas respuestas a la
deficiencia de hierro incluidas dentro de la Estyit |, tanto a nivel génico
(AH1, FRO2 e IRT) como enzimatico (FC-R).
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Conclusiones Finales

Las raices de los citricos responden a la defidete Fe activando
los componentes del sistema de absorcion de esteeeto descrito en

plantas dicotiledoneas como “estrategia I”.

1. La deficiencia de Fe estimula la expresion de g HA1, FRO2
e IRT1 que codifican para los enzimas FC-R ¥ Pasa y el
transportador férrico, respectivamente; que reglaamespuestas de
acidificacion, reduccion y transporte de Fe en raiges de los

citricos ante una situacion de déficit del elemento

2. La activacion del enzima FC-R es determinante emgratio de
tolerancia a la clorosis férrica existente entferdntes genotipos de

citricos.

3. El aumento de la capacidad para almacenar hiered gmoplasto de
la raiz también esta relacionado con la resistetheitas plantas de

citricos a la deficiencia de Fe.

4. La deficiencia de Fe provoca la acumulacién ded&catganicos en
el sistema radical de las plantas, principalmertratc y malato.
Estos compuestos son liberados al medio y al xilgawa facilitar la

solubilizacion, reduccion y transporte del Fe.

5. La estimulacion de la biosintesis de acidos orgé&nén citricos bajo
condiciones de clorosis férrica esta regulada @activacion de los
genes PEPC1, cMDH, FUM, mMDH y CS, que codificamapa
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varios enzimas del ciclo de Krebs. Este hecho sdiroma con la

induccién de las correspondientes actividades etimas.

La deficiencia de Fe también estimula la expresiéingen DTC en
citricos que regula la actividad del transportader acidos di-

tricarboxilicos entre la mitocondria y el citosol.

La presencia de bicarbonato en el medio inducesi®rférrica en
las plantas de citricos, reduciendo su crecimigntalterando el
aparato fotosintético de las hojas. Esto es debiqgoe el ibn HC®
ejerce un efecto tampon sobre la acidificacionndetlio que inhibe
la absorcion del hierro por las raices, lo queraduce en una
reduccion de la concentracion de Fe en los orgaeota planta.
Como resultado, las raices de las plantas induserekpuestas a la

deficiencia de este elemento.

. Ademas, el bicarbonato dificulta el transportefekeldesde las raices

a la parte aérea y también bloquea la movilizadéinFe desde los
cotiledones a la radicula en plantulas a las quseni@s suministro
Fe. Este Ultimo efecto podria deberse a la inkdhicpor el

bicarbonato del transportador NRAMP, localizadeektonoplasto y

que regula la liberacién del Fe vacuolar.

La presencia de concentraciones relativamente ddsvae otros
micronutrientes en el medio, como zinc y manganesdiyce la

absorcion del Fe. Esto es debido a un efecto catinped nivel del
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transporte a través de la membrana plasmatica,gdag respuestas
a la deficiencia de hierro se activan al dismitaiientrada de Fe en

las células radiculares.

10.La reduccion de la translocacion del Fe de lodemtnes es debido

al blogueo de la actividad del transportador NRA#4#Ha vacuola.

Finalmente, de los resultados expuestos en ediajdrae deduce
que, todos los componentes del sistema de absom@&nFe estan
metabolicamente inter-correlacionados y, en coades de deficiencia de
Fe, se estimulan las respuestas dirigidas a ineramka movilizacion de Fe
en la rizosfera y la capacidad de reduccién demwoipor las raices. La
interaccion de ambas respuestas potencia la absattei Fe por el sistema
radicular. El grado de tolerancia a la clorosisi¢aresta determinado por la

regulacion de estos componentes.
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