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INTRODUCCION

La funcién primaria del hierro en plan-
tas es participar en reacciones redox (1). A
pesar de que el hierro ocupa el cuarto pues-
to en cuanto a grado de abundancia en la
corteza ferrestre, la deficiencia de hierro es
una de las carencias en micronutrientes
mas reconocidas en el mundo, incluso en
suelos que contengan cantidades adecuadas
de hierro (10° a 10:° M) (2),

Los mecanismos asociados a membrana
para la absorcién de hierro en plantas su-
pericres no estidn completamente aclarados
(3). La reduccién obligatoria de Fe®* (el es-
tado de oxidacién predominante en suelos
bien aireados) a Fe?* libre, previo al trans-
porte dentro de la raiz, parece ser un reque-
rimiento esencial en dicotiledéneas y en
monocotiledéneas no-gramineas (4). El me-
canismo principal por el cual las plantas
reducen Fe?* en la solucién exterior, podria
involucrar un sistema de reductasas unido
a la membrana plasmadtica de la raiz (4-7),
ya que la reduccion de Fe?* por parte de
reductores liberados (un mecanismo alter-
nativo) se demostrdé que jugaria un papel
secundario (6,8). El sistema de reductasas
de Fe?* podria transferir electrones prove-
nientes de NAPPH (9) o mas probablemen-
te NADH citoplasmaticos (7), a través de la
membrana. Alternativamente, la reduccién
de hierro podria realizarse catalizada por
enzimas de la pared, usando NADH gene-
rado por la oxidacion de malato, también en
la pared (10).

Datos cbtenidos sobre el requerimiento de
hierro en varias plantas indican que las

necesidades difieren notablemente entre
especies (11). Estas diferencias parecerian
ne estar asociadas a lag distintas cantida-
des de hierro requeridas para el 6ptimo cre-
cimiento, sino a la eficiencia en la absorcién
de hierro por la planta.

Recientemente, se ha indicado que diver-
sos cambios metabdlicos y fallas asociadas
con el deterioro de las semilias pueden ser
resultado de la desorganizacidn de las mem-
branas biolégicas (12). En términos del mo-
delo que adjudica un efecto causal del en-
vejecimiento de las semillas a la perexida-
cién lipidica (13), se ha sugeride que la rup-
tura de peréxidos lipidicos durante la
imbibicion pedria exacerbar el dano produ-
ciendo un aumento en radicales libres y
productos téxicos que inhibirfan la respira-
cion y la sintesis de proteinas y DNA. El
hierro, como activo catalizador de estas re-
acciones podria contribuir a incrementar el
dafio, sin embargo, Hailstones v Smith (14)
mostraron un aumento de la capacidad
germinativa de semillas debido a la presen-
cia de sales de hierro.

En el presente trabajo se presentan es-
tudios realizados scbre la peroxidacidén
lipidica durante la imhibicién de semillas de
soja, en presencia de concentraciones varia-
hies de hierro en el medio.

MATERIALES Y METODOS

Se usaron semillas de soja (Glycine max,
var Hood) recientemente cosechadas con un
contenido de humedad del 13 al 17%, exhi-
biendo un porcentaje de germinacién supe-
rior al 95% a 25°C. Las semillas fueron in-
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cubadas en cdmara hiimeda y en oscuridad
durante 1 6 7 dias, segin se indique. El
medio de cultivo empleado fue la solucién
de Steinberg modificada (1/5), pH 7.0, cuya
composicién es la siguiente: caleio 51 mg/l,
magnesio 6.6 mg/l, nitrégeno 59 mg/l, fés-
foro 3 mg/l, potasio 44 mg/l, azufre 5 meg/l,
manganeso 0.13 mg/l, boro 0.07 mg/l, zinc
0.04 mg/l, cobre 0.01 mg/i y molibdeno 0.01
mg/l (15). El hierro fue suplementado como
Fe-EDTA, en concentracién 1 a 500 pM.
Para la preparacién del medio se empled
agua destilada y filtrada a través de resina
Chelex 100, a fin de separar los metales
contaminantes.

Al cabo de 1 dia de imbibicidn, los ejes
embrionarios fueron aislados de la semilla
por separacion manual de los tegumentos y
los cotiledones. En plantulas de soja germi-
nadas durante 7 dias, los hipocotilos y las
raices fueron seccionados. Los homoge-
neizados fueron preparados en buffer fosfato
100 mM, pH 7.0, empleando un homogenei-
zador Potter-Elvihem. El sobrenadante, ob-
tenido luego de una centrifugacién a 750 x
g durante 10 minutos (homogeneizado) y
mantenide a 4°C, fue empleado para las
determinaciones.

El contenido de hierro en ejes, raices e
hipocotilos fue determinado en muestras lle-
vadas a sequedad (8 h a 80°C) y tratadas
sucesivamente con INO, concentrado y
HCl 5% v/v (16). Previa reduccién con aci-
do tioglicolico, se empled batofenantrolina a
los efectos de determinar el contenido total
de Fe (17).

La velocidad de reduceion de Fe por los
homogeneizados se determind espectrofoto-
métricamente a 510 nm (E = 13.6 mM?
em?) empleando 2-2' bipiridilo 10 mM,
NADPH 100 mM, Fe-EDTA 50 uM, en
buffer Tris-HCI 100 mM, pH 7.4 (17).

La velocidad de reduccién de Fe por sis-
temas radiculares intactos de plantulas ger-
minadas durante 7 dias, fue determinada
en un medio de reaccion conteniendo Fe-
EDTA 0.1 mM, batofenantrolina 0.3 mM en
buffer Tris-IIC1 100 mM, pH 7.0 (17).

La produccién de sustancias reactivas al
acido tiobarbitdrico (TBARS) por los
homogeneizados fue determinada segin
Buege y Aust (19). Se procedié a la prepa-
racién de los homogeneizados en presencia

de TCA 30% y iffepo de la separacién del
precipitado proteico por centrifugacién, se
procedid a la incubacién con TBA 0.73%-
BHT 0.1% a 100° C durante 15 minutos. Se
determiné la absorbancia a 535 nm (I = 156
mM* ecm!) y los resultados se expresaron
como equivalentes de malondialdehido
(nmol MDA/mg proteina).

El peso fue determinado empleando una
balanza Mettler Type H6. El método de
Lowry fue empleado para la determinacién
del contenido de proteinas (20).

Los datos se mndican como el valor medio
+ ESM y reflejan el promedio estadistico de
los resultados de al menos 4 experimentos
individuales, realizados con preparaciones
provenientes de 100 pldantulas.

Todos los reactivos empleados fueron de
la maxima calidad disponible,

RESULTADOS

Semillas de soja recientemente cosecha-
das fueron expuestas a medios de culti-
vo suplementados con concentraciones cre-
cientes de Fe-EDTA. Kl contenido de Fe en
los ejes al cabo de 24 horas, resultd depen-
diente en forma lineal con la concentra-
ci6n del metal en el medio, en el rango 3 a
100 pM (Fig. 1). Paralelamente, se determi-
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Fig. 1.-- Efecto de la disponibilidad de hierro en el me-
die de cultivo sobre el contenido de hierra (Q) v el peso
hamedo {®) de los ejes embrionarios de soja incubados
durante 24 hs. El medio de cultivo, cuya descripeién
figura en Materiales y Métodos, fue suplementado con
Fe-EDTA (1:2).
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1o el peso alcanzado por los ejes (indice de
vigor), obteniéndose una disminucién sig-
nificativa en el rango 3 a 50 pM Fe-EDTA
en el medio de cultivo, sin embargo, el peso
de los ejes no mostré alteraciones frente a
niveles externos de hierro 50 a 500 pM (Fig.
1).

Dado el papel clave del Fe en la catédlisis
de la peroxidacién lipidica, se evalug la ve-
locidad de reduccién de Fe y el contenido de
TBARS por homogeneizados de ejes de soja
provenientes de semillas expuestas a con-
centraciones crecientes de Fe durante 24 hs.
Segun se indica en la Tabla 1, no se obser-
varon diferencias significativas en ninguno
de los dos parametros.

No se observaron variaciones significativas
en el peso alcanzado por las raices e
hipocotilos de plantulas de soja desarrolladas
durante 7 dias en miedios suplementados con
concentraciones crecientes de Fe (Tabla 2). El
contenido de Fe de la raiz aumenté 11 veces
y del hipocstilo 4 veces cuando se incrementé

Tabla 1.-- Efecto de la disponibilidad de hierro
sobre la velocidad de reduceion de hierro y el
contenido de sustancias reactivas al dcido
tiobarbitirico (TBARS), en ejes embrionarios
de soja incubados duranie 24 hs

la concentracién de Fe-EDTA en el medio de
3 a 500 uM (Tabla 2).

La velocidad de reduccién de Fe por sis-
temas radiculares intactos de plantulas de
7 dias fue medida en presencia de Fe-EDTA
100 pM. Dado que el Fe? debe ser reducido
a Fe?" a fin de ser incorporado, la velocidad
de reduccién de Fe in vivo puede ser consi-
derada como una estimacién de la incorpo-
racién de Fe, Las pldntulas incubadas en
presencia de concentraciones de Fe-EDTA
superiores a 100 uM, mostraron una dras-
tica disminucién de la velocidad de reduc-
cién de Fe, sugiriendo una menor incorpo-
racion {Fig, 2),

Homogeneizados de raices e hipocotilos
de plantulas imbibidas durante 7 dias mos-
traron un incremento significativo en la
velocidad de reduccién de Fe-EDTA, en fun-
cion de la concentracién de hierro del me-
dio de cultivo (Tabla 3).

El aumento en la disponibilidad de Fe (0
a 50 uM) en el medio de cultivo resulté en

Tabla 3.-- Efecto de la disponibilidad de hierro
en el media, sobre 1a velocidad de reduccién de
Fe-EDTA por homogeneizados de raices e
hipocotilos provenientes de pldntulas de soja,
al cabo de 7 dias de incubacién

Fe Reduccion Fe-EDTA
(nM) (nmol/min. mg)

TBARS
{nmol MDA/mg)

0 1,09 = 0,10 1,55 + 0,25
10 1,11 = 0,15 1,30 + 0,08
50 1,10 + 0,12 1,54 + 0,20

100 1,08 = 0,06

1,36 = 0,15

Fe Redueeidon Fe-EDTA
{pM) {nmol/min. mg proteina)
Raiz Hipocotilo
10 2,41 + 0,03 0,89 + 0,09
50 4,75 = 0,18 0,93 + 0,09
100 6,76 = 0,34 1,78 = 0,05
500 7,20 + 0,20 6,03 £ 0,49

Tabla 2.-- Efecto de la disponibilidad de hierrs en el medio, sobre el conteni-
do de hierro y el peso himedo en raiz e hipocotilo de plintulas de soja, al

cabo de 7 dias de incubacién

Fe Contenide de hierro Peso huimedo
(nM} (pmol/g raiz) (pmol/g hipoc) (g/raiz) (g/hipoc)
3 0,41 = 0,02 (,20.+ 0,05 0,158 + 0,01 0,67 = 0,09
50 3,62 £ 0,41 0,57 £ 0,02 0,09 = 0,01 0,60 £ 0,04
100 4,66 = 0,43 0,79 + 0,01 0,14 = 0,01 0,69 = 0,04
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Fig. 2.-- Efecto de la digponibilidad de hierro en el me-
dio de cultive sobre la velocidad de reduceién de hie-
rro, por sistemas radiculares intactos de pldntulas de
soja incubadas durante 7 dias. La velocidad de redue-
cién de hierro se registré durante 30 minutos, en el
medio de medida indicado en Materiales v Métodos,

-

Tabla 4.-- Efecto de la dispenibilidad de hierro
en el medio, sobre el contenido de sustancias
reactivas al dcido tiobarbitirico (TBARS) en
raices provenientes de plantulas de soja, al

cabo de 7 dias de incubacidn

Fe TBARS
(M) {nmol MDA/mg proteina)
0 0,72 = 0,04
50 2,42 + 0,38
100 2,45 + 0,10

un aumento superior al 200% en el conte-
nido de TBARS en las raices de plantulas
de soja al cabo de 7 dias de incubacién (Ta-
bla 4).

DISCUSION

El Fe es un elemento esencial para el cre-
cimiento y desarrollo de las plantulas. El
nivel de I'e caracterizado en base a la de-
terminacién del contenido total en el tejido,
puede no ser el mejor reflejo de la situacion
a nivel celular, ya que en ciertos casos de
deficiencia, el contenido del metal en lag
hojas puede ser idéntico en plantas deficien-
tes y en plantas adecuadamente suplemen-

tadas con Fe (1). Este hecho ha generado un
largo debate sobre el concepto de Fe activo,
es decir el Fe que estd fisiolégicamente dis-
ponible y que en ciertas condiciones puede
no estar directamente relacionado con el Fe
total (Fe no metabélicamente activo + Fe
activeo) del tejido.

Los resultados presentados en este traba-
jo sugieren que semillas de soja incubadas
en medios suplementados con cantidades
variables de Fe por periodos breves (24 ho-
ras) incrementan significativamente el con-
tenido de Fe en el eje embrionario sin veri-
ficarse cambios drésticos en la velocidad de
crecimiento de los mismos.

Experimentos in vitro, en sistemas tan-
to vegetales (21) como animales (22), indi-
can que la peroxidacién lipidica es cataliza-
da eficientemente por la presencia de Fe en
el medio de reaccién. Sin embargo, el Fe
cataliticamente activo es aquél que se en-
cuentra en el citosol celular ligado a agen-
tes quelantes de bajo peso molecular (ADP,
ATP, citrato, etc), mientras que el hierro
que es secuestrado por las proteinas de
almacenamiento constituyen formas relati-
vamente mas inertes. En los ¢jes embriona-
rios de soja imbibidos durante 24 h con con-
centraciones de Fe de hasta 100 pM, la
peroxidacion lipidica evaluada como el con-
tenido de TBARS, no se vio incrementada
sugiriendo que el exceso de Fe puede ser
eficientemente almacenado para minimizar
el efecto nocivo del Fe cataliticamente acti-
vo. La velocidad de reduccién de Fe medi-
da en homogeneizados de ejes de soja, no
fue afectada por la presencia de concentra-
ciones crecientes de Fe durante la imbi-
bicién sugiriendo que las actividades enzi-
maticas no resultaron modificadas durante
el perfodo en estudio.

La imbibicidén de las semillas de s¢ja du-
rante 7 dias en presencia de Fe 3 a 100 uM
llevé a un aumento de 3 veces en el conte-
nido de Fe en el hipocotilo, mientras que el
aumento en la raiz resulté 11 veces. Esta
respuesta a nivel de la raiz se relaciona con
la condieidn de la misma de ser érgano pri-
mario de absorcidn. E]l hipocotilo mostré un
discreto aumento en el peso hiimedo, en las
plantulas expuestas a Fe 100 uM_ Hail-
stones y Smith (14) propusieron un efecto
promoter de la germinacién por la presen-
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cia de Fe en el medio, sin embargo, en el
rango de concentraciones estudiadas este
efecto no fue observado.

Los resultados obtenidos en plantulas de
sgja expuestas a Fe 10 a 500 uM indican
que tanto la raiz como los hipocotilos mues-
tran un aumento significativo de la veloci-
dad de reduccién de Fe in vitro. Probable-
mente esta respuesta se deba a un incre-
mento en la actividad de las enzimas res-
ponsables de la reduccién de Fe, que cons-
tituye el proceso previo al almacenamiento
del exceso de Fe. El aumente de la oferta,
podria contribuir a la induccién de las
enzimas responsables de controlar la con-
centracién de Fe active en el citosol.

Sin embarge, la velocidad de reduccion de
Fe por parte de la pldntula intacta (in vivo)
se redujo a medida que la concentracion de
Fe disponible en el medio auments. Observa-
ciones previas de Bienfait ¥ col (23) indican
que el contenido de Fe en el espacio libre de
las raices aumenta de 220 + 90 a 1800 + 200
nmol/ planta en plantas cultivadas en ausen-
cia o presencia de Fe, respectivamente. El
diferente perfil de respuesta in vivo e in vitro
podria deberse a una adaptacién frente a un
contenide intracelular elevado de Fe dismi-
nuyendo la velocidad de reduccién a los efec-
tos de disminuir la captacién.

Actualmente, se acepta ampliamente la
hipétesis que asigna un papel prioritarto a
la reduecidn de hierro en la iniciacion de la
peroxidacidn de lipidos. Los dates obtenidos
en relacién al aumento en el contenido de
TBARS en raices de pldntulas de 7 dias de
imbibicién, sugieren que concentraciones de
Fe en el rango 50-100 pM actuarian como
pro-oxidantes catalizando la descomposicién
de log hidroperéxidos lipidicos producidos
durante el almacenamiento.

Tomados en conjunto, los datos presenta-
dos en este trabaje indican la participacion
activa del Fe en la peroxidacion lipidica
durante las etapas tempranas del desarro-
llo de la pldntula. Estudios posteriores se-
rdn necesarios a los efectos de explorar el
papel del Fe como nutriente esencial y como
catalizador de procesos generadores de ra-
dicales oxidatives que podrian conducir a
dafio celular y alteracion del eficiente cre-
cimiento de las plantulas, como as{ también
la posible participacién del Fe en el proce-

so de dano por imbibicion y el envejecimien-
to de las semillas.
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