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Resumen

Resumen

El hierro (Fe) es un micronutriente esencial paravitta de las plantas y el cuarto
elemento mas abundante de la corteza terrestrensbiargo, la deficiencia de Fe es uno
de los factores mas limitantes de la produccidicalg, especialmente en suelos calizos.
En condiciones de deficiencia de Fe, las plantasoddedicago truncatuladesarrollan
una serie de cambios adaptativos a nivel fisiotigicorfol6gico y metabdlico. Estudios
previos en esta especie mostraron que la deficiedei Fe induce alteraciones en la
abundancia de proteinas de la ruta de los feniroiples de la cual deriva la lignina. En
este trabajo se utilizaron distintas técnicas deromcopia, tanto éptica como de
fluorescencia, para identificar posibles modificags en la lignificacion en esta especie
como respuesta a la deficiencia de Fe, con o sprdaencia de carbonato de calcio
(CaCQ) en el medio de cultivo. Cortes de raiz, tallpegiolo se estudiaron mediante
microscopia de autoflourescencia, y con las tiresode safranina, floroglucinol y
Johansen. La tincién con floroglucinol y la auteeflescencia, en general, resultaron
adecuadas para evaluar los cambios en la lignifinatos tejidos nuevos, como la raiz
y el peciolo crecidos durante el periodo de deficie de Fe, mostraron una reduccion de
la lignificacion. Por el contrario, cuando la déditcia de Fe fue acompafiada de CaCO

se observé un aumento de la lignificacidén del decio




Introduccion

1.Introduccioén

1.1 Concepto de esencialidad y el Hierro

En las plantas, ademas de dioxido de carbong)(@®igeno (Q) y agua, son necesarios
elementos minerales esenciales para un correctrrdids del ciclo vital (Barker y
Pibeam, 2006). Estos elementos esenciales se icdasifen macronutrientes y
micronutrientes en funcion de la cantidad requepda la planta. Muchos de los
micronutrientes pertenecen al grupo de los metpégsados como el hierro (Fe), el
manganeso (Mn), el cobre (Cu), el cinc (Zn), euriqNi) y el molibdeno (Mo) siendo
imprescindibles para funciones vitales como, eotras, la fotosintesis y la respiracion
(Marschner, 1995).

1.1.1Papel del Fe en las plantas

El Fe es un micronutriente esencial para las panya que es un constituyente
indispensable de un gran nimero de enzimas y agedex que intervienen en algunas
de las principales funciones del metabolismo deséres vivos. La gran versatilidad del
Fe en sus funciones bioldgicas es debida al patedei par redox Fe(ll)/Fe(ll), que

varia dependiendo del ligando al que se encuemiaoupermitiendo asi su uso en
forma de grupos hemo o cluster Fe-S. Asi, el Fervigne en las sintesis de clorofila y
es esencial para la fotosintesis y el mantenimielgola estructura del cloroplasto
(Abadia y Abadia, 1993). Ademas, interviene en ggsos como la respiracion, la
fijacion de nitrégeno (Clark, 1983) y en la sindesie DNA y hormonas (Briat y

Lobréaux, 1997). Aproximadamente un 63% del hiateola hoja esta asociado a

proteinas, y un 80% del total est4 localizado srcloroplastos (Young y Terry, 1982).

1.1.2El Fe en el suelo

El Fe es el cuarto elemento mas abundante detkezederrestre. Sin embargo, en suelos
alcalinos y calcareos se encuentra en forma deo$xal hidroxidos de muy baja

solubilidad, provocando una baja biodisponibiligaata las plantas. Los factores que
causan la deficiencia de este elemento son, etrtye: @n pH elevado, altas cantidades




Introduccion

de arcillas y carbonatos (Kashirad y Marschner4),9Mucha humedad, salinidad y altas

cantidades de fosfatos (Lindsay y Schwab, 1982).

1.1.3Causas de la deficiencia de Fe

La deficiencia de Fe estd muy extendida, ya quetafe una gran variedad de especies
agricolas como soja, cacahuete, judia, sorgo, ,afwcos, melocotonero, vid y tomate,
y afecta a muchos paises como Espafa, Francia, lfalrquia, EE.UU., China, Japon,
etc. En el area mediterranea afecta a un alto ptjeede las plantaciones de especies
frutales (Sanz et al., 1992; Tagliavini et al., @0®B0lo en la cuenca del Ebro se estimo
en mas de 13 millones de euros por afio el gastsupenen los tratamientos correctores
de esta deficiencia (Sanz et al., 1992). La fakacdrreccion de esta alteracion en
cultivos frutales afecta el crecimiento de los &bpya que la floracibn es mas escasa y
los frutos son menos numerosos y mas pequefio€mulatie llegar en casos extremos a

la muerte prematura del arbol.

La deficiencia de Fe en la planta no sélo pueds @sbducida por factores que afecten a
su disponibilidad si no también a su absorcioncddr y a su movilidad dentro de la
planta. Aunque la absorcibn a nivel radicular deperprincipalmente de las
caracteristicas del suelo (ver apartado 1.1.29sdactores pueden también afectar a la
disponibilidad del Fe como la compactacion y elhamcamiento del suelo (Chen y
Barak, 1982; Chaney, 1984), las bajas temperaturas herbicidas (Chaney, 1984),
debido a que pueden dificultar el desarrollo rddicu_a deficiencia de Fe puede ser
también causada por una baja movilidad del Fe gatalata, lo que se hace patente en
estudios que muestran que el contenido de Fe as btgréticas de plantas deficientes
puede ser similar o incluso algo superior al dentgas verdes no deficientes (Morales et
al, 1998; Rémheld, 2000), lo que podria indicar gu&e se encuentra acumulado en
unas formas no utilizables por la planta. Tantpri&sencia de fosfatos como un elevado
pH del apoplasto son factores que podrian prov&gcgrecipitacion en el exterior de las
células impidiendo su utilizacion (Mengel y Geuntz&986). Sin embargo, la razén de
la existencia de éste fendmeno, conocido como da@atipja de la clorosis férrica”, es

aun desconocida (Tomasi et al., 2009; Jimenez,&1G4)9).
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1.1.4 Absorcidn del Fe por la raiz

Las plantas se pueden clasificar en dos grandegmgren funcion de su mecanismo de
absorcion del Fe por la raiz (Abadia et al., 2011):

e La Estrategia | o reductora

Las plantas de Estrategia | (dicotiledoneas y metiledéneas no gramineas)
reducen el Fe(lll) a Fe(ll) para su posterior abigor. Este mecanismo consta de al
menos tres componentes principales: una reduct@éseacaf de membrana
perteneciente a la familia FRO (Ferric Reductasa&l&»e) (Robinson et al., 1999),
un transportador especifico de Fe(ll) pertenecianke familia ZIP (ZNT-IRT like
protein) de transportadores de metales (AtIRT1letdal., 1996; Fox y Guerinot,
1998) y una B-ATPasa que disminuye el pH de la rizosfera (SaStthmidt, 2009).

» La Estrategia Il o quelante

Las plantas de Estrategia Il absorben el Fe endatenquelato de Fe(lll). A este
grupo pertenecen las gramineas, cuyas raicesizamtet excretan compuestos de
bajo peso molecular que son péptidos de aminoacidgsroteogénicos, derivados
del acido mugineico, llamados fitosideréforos (P&stos son excretados por
transportadores especificos (HVTOM1, Transporter MMigineic acid family
phytosiderophores 1, Nozoye et al., 2010) y delaidu alta afinidad por el Fe lo
solubilizan de forma muy eficaz por quelacion, prdndo complejos Fe(lll)-
fitosideréforo que son introducidos al interior lderaiz a través de transportadores

especificos situados en la membrana plasmatica &mYellow Stripe).

1.1.5Respuestas de las plantas ante la deficiencia de Fe

Las plantas deficientes en Fe muestran diversasnsas, siendo el mas visual el
amarilleamiento de las hojas jévenes denominadoosio férrica (Terry y Abadia,

1986), que se debe a un cambio en la composicgimaitaria de los cloroplastos de las
hojas (Morales et al., 1990, 1994; Abadia y Abaii®®3). En casos extremos, la hoja
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puede adquirir practicamente color blanco y presemcrosis, pudiendo incluso ocurrir

la muerte de la planta.

Las plantas deficientes en Fe desarrollan una dereambios fisiologicos, morfologicos
y metabdlicos destinados a aumentar la eficientifa eadquisicion de este elemento y
adaptarse a la baja disponibilidad del mismo. Estwsbios difieren segun el grupo al

que pertenezca la planta, conociéndose dos meaaglism

» Estrategia |

Cambios morfoldgicos:

Los cambios morfolégicos més destacados van eneadsnal aumento de la superficie
de contacto entre la raiz y el suelo. Se produeedisminucién en el crecimiento de la
raiz primaria (Hutchinson, 1967; Romheld y Marsehri©81) acompafada por un
aumento en el numero de raices laterales (Mood;,e1995; Pinton et al., 1998), un
engrosamiento de las puntas apicales (Wei et 887)1debido a un incremento del
tamafio de las células corticales y a un mayor nairder células en la rizodermis e
hipodermis, ocurriendo en algunas especies un beaaniento de las raices. El
engrosamiento coincide espacialmente con aquellasszdonde se produce la induccion
en la reduccion de Fe (Bell et al., 1988) y la @sithn de protones (Alcantara et al.,
1991). Ademas, existen cambios microscopicos qusisien en la formacion de células
de transferencia, tanto en la rizodermis como emip@mdermis, aumentando asi la
superficie de contacto entre la pared celular gitelplasma (Welkie y Miller, 1993).
Recientemente, se ha hecho un estudio comparagivans genotipos vegetales usados
como patrones en peral, la variedad ‘Conferend®yrYs communijstolerante a la
deficiencia inducida por carbonato) y el patréormhallero BA29 Cydonia oblonga
susceptible). Imagenes de microscopio muestran ajumeter estos dos cultivares a
estrés por deficiencia, se produce un incrementdaelignificacion de las paredes
celulares de la raiz, localizado especificament®iélulas del cilindro vascular, de la
endodermis y de la sub-epidermis, que por el coatr@o se observa en el cultivar

tolerante ‘Conferencia’ (Donnini et al., 2010).
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Cambios fisiol6gicos

Los cambios en la fisiologia de las raices a mw@iuimico para aumentar la eficiencia
de la absorcion de Fe consisten en inducir todosiecanismos de la Estrategia |, como
un aumento de la actividad reductasa férrica dailga un aumento de la extrusion de
protones y un aumento en la expresion del traragortde Fe(ll) de la familia ZIP

(IRT). Ademas, muchas especies son capaces detaxpda rizosfera compuestos de

bajo peso molecular, incluyendo fenoles, acidoamiaps y flavinas (Cesco et al. 2010).

Reorganizacion del metabolismo

Para mantener la activacion de los procesos deciatuy excrecion de protones bajo
condiciones de deficiencia de Fe, se incrementaiakas de regeneracion de NAD(P)H
y ATP. Tanto la proporcion NADPH: NADRSijmons et al., 1984; Schmidt y Schuck,
1996) como la concentracién de ATP (Lépez-Millammlet 2000; Espen et al., 2000) son
mas altas en condiciones de deficiencia en espeoi@® judia(Phaseolus vulgar)s

llantén(Plantago lanceolatg remolachaBeta vulgari$ y pepino Cucumis sativys

En deficiencia de Fe, la tasa de oxigeno consurp@olas raices aumenta (Lopez-
Millan et al., 2000; Espen et al., 2000). Es diflmsociar esta mayor utilizacion de
oxigeno uUnicamente a la cadena oxidativa de tratesmbectronico, ya que también
estan presentes rutas oxidativas alternativas @-8pkan et al., 2000). Este mayor
consumo de oxigeno se ha relacionado con un elevadero de mitocondrias y no con

un incremento de su actividad.

Esta deficiencia también provoca una disminucionlalecantidad de enzimas que
contienen Fe, entre ellas varias pertenecientescadena transportadora de electrones
mitocondrial. Por ello, se ha propuesto la exiggede un sistema oxidativo alternativo
en la membrana mitocondrial que compensaria eNp&y(P)H/NAD(P) (Vigani et al.,
2009).

» Estrategia ll

Las plantas de Estrategia I, cultivadas en cond&s de deficiencia de Fe, aumentan la
produccion y excrecion de fitosideroforos, reladiotiose su cantidad y clase con la

tolerancia al déficit de este elemento.
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Las estrategias de reduccion o quelacion paradaisidion de Fe por parte de la planta
no son mutuamente excluyentes. Se ha visto queomdiatones de deficiencia tanto
arroz como cebada aumentan la adquisicion de hiemrdorma de Fe(lll)-PS, pero
también aumentan la expresion del transportadoFedd), el IRT1 (Ishimaru et al.,
2007; Pedas et al., 2008). A pesar de ello, ezanmpuede llevar a cabo la reduccién
del Fe(lll), lo que sugiere que la expresion delRE debe mas a una adaptacion a las
condiciones de los suelos, inundados y pobres &ena, donde los niveles de Fe(ll)

libre pueden ser altos (Walker y Connolly, 2008).

1.2 La microscopia como técnica resolutiva

La capacidad del ojo humano es limitada a la haraedtudiar lo pequefio. La
microscopia es el conjunto de técnicas y métodssndelos a hacer visibles los objetos
de estudio que por su pequefiez estan fuera del dengesolucion del ojo normal.

El microscopio es el elemento central de la miapgs pero su uso requiere de todo un
conjunto de métodos y técnicas afines pero extéssal aparato. Algunas de ellas son,
técnicas de preparacion y manejo de los objetosestadio, técnicas de salida,

procesamiento, interpretacion y registro de imageete.

El impulsor de la microscopia fue Anton van Leeulwmk (Holanda, 1632-1723),
anatomista y fisiélogo que construyd sus primer@sancopios con lentes convexas que
él mismo pulia. Consiguié que éstas fueran lo muftemente poderosas como para
observar bacterias, hongos y protozoos. Zacariassda construyd el primer
microscopio que puede considerarse compuesto peapstaba de dos lentes, pero los
verdaderos avances en este aparato fueron desdo®lpor Robert Hooke, que lo
utilizaba para estudiar cortes de corcho, descritugpequefios poros en forma de caja a
los que él llamo "células”. A partir de éste, lgaraces tecnoldgicos permitieron llegar a

los modernos microscopios de nuestro tiempo.

Existen muchos tipos de microscopio, pero en esbajo Unicamente se van a utilizar el

optico y el de fluorescencia, que se describem#ragacion.
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1.2.1Microscopio optico

La microscopia Optica consiste en hacer pasarisilzle de una fuente a través de lentes
simples o multiples para lograr una vista ampliddda muestra. La imagen resultante
puede ser detectada directamente por el ojo hunirapoesa en una placa fotografica o

registrada y mostrada.

La fuente de luz proporciona la iluminacion de laestra, bien mediante un espejo que
concentra la iluminacion natural o bien mediantesigtema de iluminacién eléctrico. A

continuacion, una lente o conjunto de lentes llaa@@hdensador concentra la luz sobre
la muestra. La intensidad de ésta se regula cgariacion en la apertura numérica del

diafragma, situado debajo de la platina y del cosddor.
El microcopio Optico puede ser:

Microscopio simple también llamado lupa, que consta de una Unide lemun sistema
de lentes convergentes que proporcionan una imagaral aumentada del objeto

colocado entre la lente y el foco.

Microscopio compuesto, quecombina dos lentes o sistemas de lentes quelsas sh
los extremos de un tubo (Figura 1). El extremo présimo al objeto es el objetivo,
mientras que el mas cercano al ojo es el oculas.dbjetivos se disponen en una pieza

giratoria denominada revélver y producen el aumedettas imagenes.
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Microscopio éptico.Descripcion:

A) ocular

B) objetivo

C) portador del objeto

D) lentes de la iluminacion
E) sujecién del objeto

F) espejo de la iluminacion

Figura 1: Descripcion de las partes del microscopio 6ptico
(http://es.wikipedia.org/wiki/Microscopio_%C3%B 3pi)

1.2.2Microscopio de fluorescencia

Este tipo de microscopio se caracteriza por el dssdluorescencia. Esta es un tipo
particular de luminiscencia, que caracteriza aslestancias que son capaces de absorber
energia en forma de radiaciones electromagnétichsgego emitir parte ella a una
longitud de longitud de onda diferente. La enegagfatida en forma de luz es menor que

la energia total absorbida, por lo que la longdadnda de emision sera mayor.

En general, las sustancias fluorescentes absorbergia en forma de radiacion
electromagnética de onda corta (radiaciéon gamnyasrX, UV, luz azul, etc.), y luego
la emiten nuevamente a una longitud de onda mga,lpor ejemplo dentro del espectro
visible. En el microscopio de fluorescencia losetdig son iluminados por rayos de una

determinada longitud de onda y la imagen obseresdal resultado de la radiacion

10
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electromagnética emitida por las moléculas quedimorbido la excitacion primaria y

reemitido una luz con mayor longitud de onda.

Este tipo de microscopios consta de una fuenteudeque emite en una banda de
longitudes de onda desde el ultravioleta al inféjarrun filtro que delimita la banda de
excitacion deseada y un segundo filtro (barrera) aprta los restos de luz de excitaciéon

y permitiendo la observacion de la luz emitida amente.

1.3 Medicago truncatulacomo planta modelo

Medicago truncatulaes una leguminosa anual perteneciente al génelasdabaceae

Crece en climas templados con temperaturas enfi€-2%°C, con veranos secos Yy
calurosos e inviernos suaves y humedos, con pracipnes entre 250 y 600 mm
anuales. Es originaria de los paises de la regiéditerranea, especialmente Asia
occidental (Lesins y Lesins, 1979), aunque tambgta naturalizada al sur de Australia
desde el s.XIX, y también puede encontrarse es odgiones con clima templado como

Sudéafrica y Chile.

Morfologicamente, la planta esta formada por unpejecipal que se organiza en forma
de roseta, es decir, las hojas estan a nivel adloccon entrenudos muy cortos, 0 como
un eje alargado y en ramas de diferentes Ordemiesaffe, secundaria.., etc.) siendo su
morfologia muy dependiente de las condiciones amdilies (Aitken, 1955). Las hojas
son trifoliadas, compuestas por un peciolo, trdgagaque son dentadas en su parte
superior y vellosas, a veces con una mancha oscueh centro y dos estipulas basales

cuya funcion es la de proteger la yema axilar.

Como la mayoria de las plantas modelo tiene unirosresto muy rapidoun periodo

corto de crecimiento, es de tamafio adecuado pagaliaacion de estudios fisioldgicos, y se
autopoliniza. Por este hecho, lga sido objeto de estudio en diversos trabajogmaglo

de investigacion Fisiologia de Estrés Abidtico éanfas en la Estacion Experimental de
Aula Dei, donde se llevé a cabo este proyecto. dfamplo, se han caracterizado las
respuestas de las raices Medicago truncatulaa la deficiencia de Fe con el fin de
utilizarla como nuevo modelo para el estudio de estrés nutricional en plantas. En
estos estudios, las plantas se cultivaron en ciomeis de suficiencia y deficiencia de Fe,

midiéndose la evolucién de algunas de las resmiestacteristicas de la Estrategia | a

11
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lo largo del tratamiento desde un punto de vissalfgico (Andaluz et al., 2009;
Rodriguez-Celma, 2011). En base a los resultadteniolos,M. truncatulaparece ser
una buena candidata para el desarrollo de ested@pestudios y sirve como planta
modelo de Estrategia | complementafeabidopsis thalianaya queM. truncatula
acumula en raiz y exuda a la rizosfera flavinasespuesta a la deficiencia de Fe, cosa

gue no hacdé. thaliana

En esta linea, estudios del proteoma de esta espeai mostrado que la deficiencia de
Fe junto con la presencia de Ca{Uhcrementaba la cantidad de algunas enzimas
involucradas en la formacion de la lignina, quelescribe en la Figura 2 (Rodriguez-
Celma et al., en preparacion). Concretamente, @amlai abundancia relativa de la
cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD) y la cafeoglACo metiltransferasa, lo que

sugiere un posible cambio del perfil de la ligraticn.

La lignina es un polimero complejo, que forma pdedas paredes celulares junto a la
celulosa (Jone et al. 2001), y esta formada poottabinacion de subunidades, en las que
dependiendo del precursor se pueden distinguir tipes: H-lignina, S-lignina y G-
lignina (Vogt, 2010). Todas estas subunidades smetizadas mediante la ruta del
metabolismo secundario de los fenilpropanoides.néie algunas caracteristicas
importantes como son la impermeabilidad y tambiénte:n fluorescencia cuando se
excitan a determinadas longitudes de onda. Se eequde un importante gasto
energético para su formacion y por tanto los camifisiolégicos en la planta que
afecten a su capacidad fotosintética pueden aftantéw a la formacion de las mismas
como a su distribucion. Por otro lado, la lignines un constituyente del tejido de
soporte, ya que da rigidez a las paredes celulregie puede afectar a su crecimiento
(Vogt, 2012).
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Figura 2: Ruta de sintesis de la lignina, donde las enzgsoasPAL phenylalanine ammonia-
lyase; TAL tyrosine ammonia-lyase; C4H cinnamateydroxylase; C3H 4-hydroxycinnamate
3-hydroxylase; COMT caffeic acid 3-O-methyltransfes; F5H ferulate 5-hydroxylase; 4CL 4-
coumarate: CoA ligase; CCoA-3H coumaroyl-coenzynt&ydroxylase; CCoA-OMT
caffeoyl-coenzyme A O-methyltransferase; CCR cino@rCoA reductase; and CAD cinnamyl
alcohol dehydrogenase (Spangenberg et al. 200@)ir&inlos se muestran las enzimas que
aumentaron su abundancia relativa en respuestéceedeia de Fe eM. truncatula(Rodriguez-

Celmaet al.en preparacion).
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2.0Dbjetivo

En base a lo descrito anteriormente, y con el &ncdrroborar algunos de los cambios
observados en el proteoma Me truncatulaen respuesta a la deficiencia de Fe, el objetivo

de este trabajo fue:

“Evaluar de los cambios inducidos por la deficiande hierro en la lignificacion de las
paredes celulares en diferentes tejidos de Medittagatula, mediante la observacién por la

aplicacién de técnicas de microscopia”.
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3.Materiales y métodos

3.1 Condiciones de cultivo

Plantas deMedicago truncatulacv. “Jemoalong" se cultivaron segun las condigone
descritas por Rodriguez-Celma et al. (2011). Laslkses se escarificaron con un bisturi y se
germinaron en un matraz erlenmeyer con agua d#stithurante 24 h, en agitacion y
oscuridad. A continuacion, se pasaron a sobres elemigacion durante 3 dias,
manteniéndose también en oscuridad. Posteriormé&ageplantulas se pre-cultivaron en
hidroponia con solucién nutritiva Hoagland al 50%vY), que contiene: 0.6 mM de,8O;,

0.5 mM de Ca(N@),, 1.0 mM de NEHNOz, 0.3 mM de KHPQO,, 0.2 mM de MgSQ®@y 25
UM de CaCl, 25 uM HBO;3, 2 uM de MnSQ@ 2 uM de ZnSQ 0.5 uM de CuSE 0.5 uM

de HMoO,, 0.1 pM de NiISQy 20 uM Fe(ll)-EDTA. Las plantas permanecieron en
contenedores de 10 L (Figura 3) y creciendo en w@snde cultivo durante 12 d. Las
condiciones de luz, humedad relativa y fotoperifagiwon: 23°C durante 16 h de luz y a 19°C
en 8 h de oscuridad. Transcurrido ese periodonis&ilion los tratamientos que fueron: i)
deficiencia de Fe (M Fe, pH 5,5) y ii) deficiencia de Fe en presemt@acarbonato calcico
(0O uM Fe + 1 g [* CaCQ, pH 7,7). Ademas, otras plantas se crecieron ewlicones
control (45uM Fe(lI)-EDTA y sin CaC@). Tras 6 dias de tratamiento se tomaron muestras

de tallo, raiz y peciolo. Este experimento se i@@itveces con 8 plantas por tratamiento.

Figura 3. Plantas de Medicago truncatula en crecimientoeeodmara de cultivo en el

momento de la aplicacion de los tratamientos
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3.2 Preparacion de las muestras para microscopia

Tras larecoleccionlas muestras del tallo, peciolo y raices latsraidtivadas en los distintos
tratamientos, se cortaron con un bisturi bajo ehggara evitar su deshidratacién. En total se
hicieron 8 repeticiones de 8 plantas en cada untsldratamientos. Las partes que se

tomaron de cada uno de los tejidos se muestram Eiglira 4.

Figura 4. Partes muestreadas de raiz, tallo y peciolo deitéemb truncatula.

Para seccionar el tallo evitando cortar parte deaia principal, las secciones fueron de
aproximadamente 1 cm de longitud, tomandose dara pasal de la planta, justo antes de

las ramificaciones de los peciolos (Figura 4).

En cuanto al peciolo, en todas las plantas seGiglunismo patron de muestreo, cogiendo
aproximadamente 1-2 cm de la parte central de lagueéciolos mas adultos que mostraran

sintomas de deficiencia (Figura 4).

En cuanto a las raices, en plantas ‘-Fe’ y -Fea€Q’ se muestrearon tomando 1 cm de la
parte subapical de los pelos radiculares que nib@stramarilleamiento (Figura 4). En las

plantas control se tomaron de la parte subapickEdmices secundarias.
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3.2.1Inclusion en agar

Algunas muestras de cada tejido fueron incluidasagar, preparado al 5% en estado
semisélido a 48°C para evitar el choque térmico la® tejidos, y disponiéndolas

verticalmente para dejarlas bien posicionadas.vgzancluidas en el agar, se dejaron enfriar
en la camara fria durante dos horas a 4°C com ekfisolidificar el agar y dejarlo listo para

el corte.

Una vez frias las muestras se cortaron con el esardvibratomo (VT1000 S, Leica
Microsystems GMBH; Figura 5) siguiendo las indiomas de Ojeda-Barrios et al. (2011).
Los cortes fueron de 60 pum.

Figura 5. Vibratomo VT1000 Leica.
(http://www.leicabiosystems.com/products/sectiotvibgating-blade-
microtomes/details/product/leica-vt1000-s/).

3.2.2Inclusion en resina epoxi

Muestras de tallo, peciolo y raiz fueron incluigasresina epoxi. Para ello, la preparacion de

la resina se hizo de la siguiente manera:

Mezcla A (13 ml): 39% de Epoxi Embedding Medium¥6de DDSA
Mezcla B (15 ml): 53% de Epoxi Embedding Medium7#de NMA

Una vez realizadas las mezclas A y B se mezclanbre esi y a la solucion final se le
afnadieron 16 gotas de DMP-30. La concentracion i@®MP-30 fue 1.5-2.0% (v/v).
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Para la inclusion en resina epoxi, las muestrasofudeshidratadas mediante una serie de
acetona: 30% (v/v) 10 min, 60% (v/v) 10 min y 90%v) 10 min. Después fueron
sumergidas tres veces en acetona 100% duranten]@ambiando la solucién cada vez.

Tras la deshidratacion, las muestras se sumergienonna mezcla 1:1 (acetona:epoxi)
durante 30 min. A continuacién se trasladaron asgtacion acetona:epoxi en proporcion
1:2 dénde permanecieron otros 30 min. Posteriomnesd rellenaron las cavidades de un
molde de silicona con resina al 100% donde se aodoclas muestras cuidando que
quedaran dispuestas de manera adecuada paraeelEstds moldes se mantuvieron 12 h a

40°C y 24 h a 60°C hasta la polimerizacion totdhdesina.

3.2.3Inclusion en parafina

Parte de las muestras vegetales se incluyeron rafinaa(Figura 6). Para este trabajo se
utilizé una parafina (Tissue Embedding Medium, Past Regular, Sigma) con un punto de
fusion de 60°C y se siguié el protocolo de Ruzif9@). Para ello, las muestras fueron
deshidratadas previamente mediante una serie e €38 % (v/v), 50 % (v/v), 70 % (v/v) y
100% (v/v) de 30 min cada una. Seguidamente, lasstras se sumergieron en Xxileno,
sustancia intermediaria en términos de polariddck en alcohol y la parafina, y para ello se
realizaron 3 cambios de 10 min cada uno. Trasltoeas 10 min el material se sumergié en
moldes rellenos con parafina licuada, que se mantiuvante 2 horas en la estufa a 60°C y

finalmente se enfriaron a 4°C.

Las muestras incluidas, tanto en resina como afipar se cortaron mediante un microtomo
de deslizamiento (Microm HM 350 S; Figura 7) ya tadureza del material asi lo permitia.
El grosor de corte decidido en funcidén de la perndad del material fue de 20m para la

resina y de 30 um para la parafina.
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FIJACION

Muestra .
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Figura 6. Inclusion en parafina de una muestra de tejidttp(Hwebs.uvigo.es/mmegias/6-
tecnicas/3-parafina.php)
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Figura 7. Microtomo de deslizamiento HM 350 S, Microm.
(http://www.microm.de/microm%20homepage/html/hm_850html)

3.3 Tincién de las muestras

La tincion de los cortes incluidos en parafina émedesparafinados y rehidratados segun el
protocolo de Ruzin (1999). Las muestras, adhergiasn portaobjetos, se sumergieron en
xileno dos veces durante 10 minutos, tiempo sufieipara disolver la parafina del tejido vy,
a continuacién, se siguié un proceso inverso &shidratacion con una serie de alcohol de
concentracion decreciente: 100% (v/v) 2 min, 95%)(¥ min, 70% (v/v) 1 min y 50% (v/v)

1 min.

3.3.1Tincion de Johansen

La tincion de Johansen (Johansen, 1940) utilizzoetraste entre la O safranina y el Fast-
green. Este protocolo difiere de otros protocoledinicion que utilizan estos dos colorantes
en la adicidn de ciertos reactivos a las soluciathestincion y limpieza que ayudan a
diferenciar mejor los tejidos. La O safranina sézat como colorante regresivo y requiere
una decoloracién con hidroxido de amonio y unareifeiacion con acido picrico para,

posteriormente, tefiir con Fast-green, un colorpragresivo.

En los tejidos tefiidos con este método, la O safaaaparece de color rojo brillante en las
paredes celulares lignificadas, suberificadas, tmigadas, mientras que Fast-green tifie de

color verde brillante la celulosa de las paredadares.
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El procedimiento comenzé tifiendo con O safranin@lp/v) durante 2 h y, a continuacion,
se lavaron las muestras con agua destilada hastal&liminacidon de los restos de safranina
sobre el portaobjetos. Posteriormente, se hizadifaeenciacion con solucién de 95% etanol
y 5% acido picrico durante 10 s para seguir conlawado del mismo tiempo con una
disolucion de 95% etanol y 4 gotas de hidroxidaamnio por cada 100 ml de disolucion.
El hidroxido de amonio neutraliza la accion dekeido picrico. Se continué con 10 s en
100% etanol y, se prosiguio tifiendo las muestrasFast-green (0.05% p/v) durante 15 s.
Transcurrido este tiempo, se aclararon, primentizarido la solucion 2 (ver preparacion
mas adelante) y, seguidamente, la solucién 1 (veggpacion mas adelante) 10 6 15 s con
cada una de ellas. Utilizando una mezcla de xilennas gotas de etanol se aseguro la total
eliminacién de restos de agua que pudieran qugdarterminé con dos lavados con xileno.

Las soluciones 1y 2 se prepararon siguiendo [@sopciones indicadas a continuacion:

Solucién I Methyl salicilato (2 vol) + EtOH (100%) (1 vol) Xileno (1 vol)
Solucion 2 Solucion 1 (2 vol) + EtOH (1 vol) + Xileno (1 ol

Una vez terminado el proceso, se coloco una gdtadiesivo DPX en el cubreobjetos y se
tomaron las fotografias en campo claro utilizandoieroscopio indicado en el apartado 3.4.

3.3.2Safranina

La safranina tifie de rojo intenso las paredes asdsl lignificadas y las cuticulas. Para
realizar esta tincion se tomo como referencia etlgoolo de Johansen. En primer lugar los
cortes, ya colocados sobre el portaobjetos, seotifieon O safranina (1.0% p/v) durante 2
horas y, a continuacion, se hizo un lavado con agstilada. Seguidamente, se diferencié
mediante una solucion de 95% etanol (v/v) y 5%a@pidrico (v/v) 10-15 s. La actividad del
acido se neutraliz6 utilizando una solucién de $&mol (v/v) con 4 gotas de hidroxido de
amonio por cada 100 ml de disolucién durante 131§ se siguid con un aclarado del
mismo tiempo con etanol al 100%. Se continud lahideastacion de las muestras con una
mezcla de xileno y unas gotas de etanol, y seZimabn dos cambios de xileno de 10 s cada

uno y colocando el cubreobjetos sobre el cortezatiio DPX como adhesivo.
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3.3.3Floroglucinol

El floroglucinol es un colorante especifico de lignque da a ésta una coloracion roja. Para
Su preparacion se hizo una solucion saturada degfiecinol en acido clorhidrico al 25 %.
Posteriormente, los cortes se colocaron en posetabjde vidrio, cubriéndolos con unas
gotas de floroglucinol. La preparacion se dejo baruwdurante 30 min y, pasado este tiempo,
se colocé sobre ella un cubreobjetos. Al no seram@racion permanente, se tomaron las

fotografias inmediatamente en campo claro con elascopio.

3.4 Toma de imagenes

Las imagenes fueron tomadas a través de un migrosaovertido (DM IL LED; Leica)
equipado con una camara fotografica CCD (DFC 240fica) y utilizando el programa
informatico de tratamiento de imagen Leica ApplamatSuite V3.3.0. Las imagenes de las
tinciones de Johansen, safranina y floroglucinabsgaron en campo claro. Las imagenes de
auto-fluorescencia se tomaron de cortes hechosetasibratomo y con el microscopio,
excitando a 365 nm vy filtrando la luz emitida a 450. Para todas las imagenes de auto-
fluorescencia se mantuvieron constantes los parémde tiempo de exposicidbn y gamma
para evitar diferencias en la luminosidad de laakgfie pudieran llevar a error a la hora de
interpretar las diferencias entre tratamientos.eCabialar que tanto la lignina como la
clorofila son compuestos auto-fluorescentes espeside visibles al utilizar longitudes de
onda de excitacion en el rango entre el azul yteduioleta, de manera que la lignina emite

sefal en color azul y la clorofila en rojo (Ruzif99).
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4.Resultados

A continuacion se describe el estado de las pladeaMedicago truncatulay los
resultados del estudio histolégico de raiz, talfeygiolo de dicha especie en las condiciones de

crecimiento utilizadas.

4.2 Estado de las planta en el momento del muestreo.

La Figura 7 muestra fotografias de las plantaMddicago truncatulaen el momento
del muestreo, a los 6 dias tras la imposicion derlstamientos. En este momento la edad de
las plantas era de 21 dias. Los paneles B y C ranest estado de las plantas crecidas con 0
UM de Fe, sin o con CaG@n el medio, respectivamente y el panel A muestespecto de

las plantas control (45 uM Fe y sin Cafl.O

La deficiencia de Fe, independientemente de laepoeés de carbonato en el medio,
afecta al tamafio, color y morfologia de las plantasto a nivel radicular como en la parte
aérea. Las raices de las plantas control (FigurA)7son abundantes y de color blanco,
mientras que las plantas deficientes en Fe (Figuiy C) mostraron una raiz primaria mas
pequeia, uaumento del nimero de raices laterales, y un esngiieato y amarilleamiento de las
puntas apicales. Este amarilleamiento de las putdgdas raices se debe a una acumulacién de
riboflavina y algunos compuestos derivados de lsnmai que fueron recientemente identificados
por Rodriguez-Celma et.gR011) y que se observan en varias especies {tivaras tolerantes a
la deficiencia de Fe (Rodriguez-Celma et al., 20C&pe destacar que las plantas deficientes en Fe
y tratadas conCaCQ (Figura 7 C) mostraron raices laterales de menor longitudiny
amarilleamiento mas intenso de las puntas apigaiesas plantas deficientes en Fe no tratadas con
CaCQ (Figura 7 B).

Con respecto a la parte aérea, la deficiencia d&igara 7) caus6 una disminucién del
tamafio de la parte aérea debido a que tanto Illms tedmo las hojas crecidos durante el
periodo de deficiencia de Fe fueron mas pequersgis. éfecto fue mas acusado en las plantas
deficientes en Fe y tratadas con carbonato (Figu@). La deficiencia de Fe también causo un
cambio en el color de las hojadientras los tallos y hojas de las plantas contiesien una
coloracion verde intensoFigura 7 A), las plantas deficientes en Fe presentan si®ro

amarilleamiento en dichos 6rganddgura 7 B y C). Este efecto fue mas intenso en las ptanta
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deficientes en Fe y tratadas c@aCQ (Figura 7 B versusC), apareciendo incluso zonas

necréticas en las hojas mas jévenes.

Figura 7. Estado general de plantas de Medicago truncatudatalle de las raices crecidas
en tratamientos: control (A), deficiente en Fe yR)eficiente en Fe cabaCQ en la solucion

nutritiva (C).
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4.3Estudio histolégico

A continuacion se describen los resultados corredipates a las imagenes de cortes de
raiz Figura §, tallo (Figura 9 y peciolo Figura 10. Sé6lo se muestran en este apartado las
imagenes de auto-fluorescencia y tincion con fllucigol (especifica de lignina) ya que la
tinciones de Johansen, y safranina (ver imagenesArexo I) no resultaron técnicamente

adecuadas o no mostraron resultados concluyentes.

Histologia de la raiz

La Figura 8muestra cortes transversales del apice de radcesdarias muestreados segun
se indica en la Figura 4 para plantas control (3)y deficientes en Fe tratadas sin (B y E) o con
CaCQ (C y F). Los paneles A-C muestran la auto-flucees@ y los paneles D-F muestran la

tincion con floroglucinol.

Los cortes de las raices de las plantas controktmareauto-fluorescencia aziigura 8
A), correspondiente a la lignina, localizada padmente en los vasos xilematicos (V) y en la
banda de Caspari (BC) y en menor medida en la epislgEp). La tincion con floroglucinol
mostro los mismos resultados, tiiendo ligeramemtepidermis y mas intensamente la banda de
Caspari y el cilindro vasculaFigura 8 D). El corte presentado no permite una claraalizacion

de los vasos xilematicos probablemente debidogaasor (60 um).

El efecto méas llamativo de la deficiencia de Féasnimagenes de auto-fluorescencia de la
raiz es la coloracion amarilla derivada de la adaoidn de flavinas en el cortekifjura 8 By C)
ya descrita por Rodriguez-Celma et al. (2011). Escipo sefialar que las flavinas son
especialmente fotosensibles, lo que produce vanaside la auto-fluorescencia con el tiempo de
exposicion a la luz. Por tanto, estas imagenesdescde raiz fueron muy variables, dificultando la
visualizacion de la auto-fluorescencia azul deidaiha. No obstante, se pudo observar que la
deficiencia de Fe causa una desaparicion de laflagi@scencia azul en las células de la
epidermis Figura § B y C versus A), corroborada por la tincion aedblucinol Figura 8§ D-F).
Respecto a la banda de Caspari y los vasos xilemsatla deficiencia de Fe sélo causé una
disminucién en la auto-fluorescencia azul cuandogiantas crecieron sin Cag®n el medio
(Figura 8 B) que no fue observada cuando las plantas coecgn Fe y con CaGQFigura 8 C).

Este hecho fue también corroborado con la tincefiaoglucinol Figura 8§ E-F).
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Figura 8. Cortes de raiz de Medicago truncatula observad@8Xa. Imagenes de auto-

fluorescencia (A-C) y de tincién con floroglucigbtF) de las plantas con tratamientos:
control (A'y D), deficiente en Fe (B y E) y defnteen Fe con CaC{®n el medio (Cy F). Ep:
epidermis; BC: bandas de Caspari; X: xilema. Lod&® se realizaron con el vibratomo a 60

pm.
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Histologia del tallo

La Figura 9muestra cortes transversales de tallo muestrestpm se indica en la Figura
4 para plantas control (A y D) y deficientes entifa¢adas sin (B y E) o con Cag( y F). Los
paneles A-C muestran imagenes de auto-fluorescgnos paneles D-F muestran la tincion con
floroglucinol. En cuanto estas ultimas, tefidas ftoroglucinol, cabe sefialar que el grosor de los

cortes no permitio aislar una sola capa de célptaslo que las imagenes tienen poca definicion.

Las imagenes de autofuorescencia de las plantasocgRigura 9 A) muestran auto-
fluorescencia azul principalmente en los vasosndliicos claramente corroborada por la tincién
de floroglucinol Figura 9 D). Aunque la zona del cértex también mostrétaienloracion azul,
ésta resulta difusa probablemente debido a laaotier la estructura de esta zona del tejido.

Igualmente el floroglucinol tifié el cortex de mameifusa.

A diferencia de lo observado en la raiz, la deficia de Fe no causa cambios en la auto-
fluorescencia azul en talld=igura 9 A versus B y C) independientemente de la preaedei
CaCQ en el medio. Estos resultados fueron confirmados & tincion de floroglucinol
especialmente en cuanto a los vasos xilematiemgifa 9 D versus E y F). Este hecho puede
atribuirse a que este tejido se desarroll6 duralnperiodo de pretratamiento. En este periodo todas
las plantas crecieron en condiciones de suficiesheiBe (45 pM de Fe-EDTA).
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Figura 9. Cortes de tallo de Medicago truncatula observaald®X. Imagenes de auto-
fluorescencia (A-C) y de tincion con floroglucigbtF) de las plantas con tratamientos:
control (A y D), deficiente en Fe (B y E) y defiteeen Fe con CaC{®n el medio (Cy F). X:
xilema; F: Floema; C: cortex; Ep: epidermis. Losrtas se realizaron con el vibratomo a 60

pm.
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Histologia del peciolo

La Figura 10muestra cortes transversales de peciolo muessesspin se indica en la
Figura 4 para las plantas control (A y D) y defitéss en Fe tratadas sin (B y E) o con Ca(Dy
F). Los paneles A-C muestran imagenes de autoeffeencia y los paneles D-F muestran la

tincion con floroglucinol.

Los peciolos de las plantas control mostraron #utrescencia de color azul intenso
principalmente localizada en los vasos xilemétic@n el esclerénquima, indicandonos las zonas
de deposicion de la lignin&igura 1Q A). Aunque la tincién con floroglucinoF{gura 10 D) dio
positivo en las mismas zonas que la imagen defaugmescencia, el xilema mostrd una tincién

mayor (coloracion Burdeos intensa) que el escleriéma Figura 10 D).

La deficiencia de Fe causa cambios en la autodhemncia azulRigura 10 A versus B y
C) y en la tincion con floroglucinoFgura 1Q D versus E y F) de los peciolos nuevos ya cracido
éstas condiciones. Sin embargo, este efecto defleiethcia sobre la lignificacion del peciolo
estuvo afectado por la presencia @GaCQ en el medio especialmente en la zona del
esclerénquima. Asi, los peciolos de las plantasidafes en Fe y no tratadas d6aCQ (Figura
10, B), mostraron una auto-fluorescencia azul meniensa tanto en el xilema como en las células
del esclerénquima cuando se comparan con las plaaatrol. La tincion con floroglucinol
confirma la acusada disminucién de la lignificacd®l esclerénquima presentada por esta plantas
(‘-Fe - CaCQ), ya que no dio positivo para esta zona del teffigura 10 E). Por el contrario, el
xilema de estas plantas mostré una intensa tirmdnfloroglucinol que no difiere de las plantas

control Figura 10 E versus D).

La presencia de CaG@n el medio intensifico la disminucion de la afitmrescencia azul
de los vasos xilematicos producida por la defideede Fe, de manera que la parte mas interna de
este tejido no presenta auto-fluorescencia azpbyee de una coloracion verdoBa(ra 10 C).
Sin embargo, dado que la tincion con floroglucih@ fuertemente positiva en toda esta zona
(Figura 10 F), lo que indica la presencia de lignina, sedpueferir un cambio de composicién de
la lignina que afecta a la proporcion de los grupawoforos responsables de la auto-fluorescencia
azul. En cuanto a la auto-fluorescencia azul dmta del esclerénquima, la presencia de GaCO
en el medioigura 10 C) causa un efecto contrario al observado epléagas deficientes en Fe
gue no fueron tratadas Cag@igura 10 B), ya que los peciolos de las plantas ‘-Fe + GAC

mostraron una intensa auto-fluorescencia azul geanicluso mayor que la de las plantas control
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(Figura 10 A). Esto fue completamente confirmado por laiéin@on floroglucinol que fue la mas

intensa de las obtenidas para esta zbigu(a 10 F versus D y E).

Figura 10. Cortes de peciolo de Medicago truncatula obsergaal@0X. Imagenes de auto-
fluorescencia (A-C) y de tincién con floroglucifbtF) de las plantas con tratamientos:
control (A y D), deficiente en Fe (B y E) y defiteeen Fe con CaC{®n el medio (Cy F). X:
xilema; F: Floema; Es: Esclerénquima; Ep: epiderniiss cortes se realizaron con el

vibratomo a 60 pum.
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5.Discusion

El estado de desarrollo de las plantasMilicago truncatulaconcuerdan con lo
descrito anteriormente en estudios de deficieneid&e en esta especie (Andaluz et al.
2009; Rodriguez-Celma et.&011a, 2011b, y Rodriguez-Celma etea preparacion)
donde se describe el efecto de la deficiencia tieedsmento sobre enzimas claves en la
adquisicién de Fe por la raiz (Andaluz et al. 20R6driguez-Celma et al. 2011a) asi
como sobre el proteoma de raiz, tallo y peciolodfiRmuez-Celma et al2011b y
Rodriguez-Celma et .akn preparacion). En todos estos estudios, laidefia de Fe
causO una severa clorosis en las zonas mas jodenks parte aérea, ademas de una

alteracion de la morfologia de la raiz.

Los resultados presentados en este trabajo sedjiadéala deficiencia de Fe también
afecta a la lignificacion de raices secundariaggigios jovenes. Los haces vasculares,
concretamente el xilema, ademas del esclerénquitaabanda de Caspari fueron los
tejidos mas afectados. Ademas, la presencia de €ag®l medio cambié el patron de
deposicion de la lignina en plantas deficientes=enAsi, una menor lignificacion en
plantas deficientes en Fe no tratadas con GafD® observada a nivel de partes jovenes
tanto de raiz como de peciolo, quedando excluidesties cambios el tallo, ya que se
formd6 durante el periodo en el cual la planta nabes deficiente en Fe. Sin embargo,
cuando la deficiencia de Fe es acompafada de ¢afl@fecto sobre la lignina se
reduce al peciolo encontrandose un aumento denégianto en el xilema como en el
esclerénquima. Este hecho esta de acuerdo corcrelrianto de aproximadamente 5
veces de dos proteinas (CAD y CCoA-OMT) directam@miolucradas en la formacion
de lignina (ver Figura 1) observado en peciolosef®@s deMedicago truncatula
exclusivamente cuando se crecen en deficiencieedmi aporte de CaGQRodriguez-
Celma et al., 201x).

La disminucion de lignina en plantas con clorogisi¢a y, por tanto, con una baja
actividad fotosintética, concuerda con el hechauke un estado 6ptimo de fotosintesis
es crucial para el funcionamiento de la ruta deibiesis de los fenilpropanoides, de la
cual procede la formacién de lignina (Vogt, 2018n embargo, esto contrasta con el
incremento de la lignificacion observado en lasiaa *-Fe + CaCg@. Este aumento de
lignina y su localizacidén en tejidos adyacentessaHaces vasculares, podria deberse a

un mecanismo de proteccion frente al posible efgotiro de altas concentraciones de
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Ca, ya que este mecanismo ha sido descrito panaeertes toxicos como el Cd en
Arabidopsisy BrassicagLux et al. 2011; Redjala et al. 2011; Nassel.e2@l2). Estos
estudios proponen un incremento de la lignificacitin los tejidos adyacentes a los
vasos, para restringir el paso y distribucion desslementos a las distintas partes de
los 6rganos a nivel tisular. Cabe destacar queneleinento de la lignificacion,
especialmente del xilema, fue acompafiado de camdnok auto-fluorescencia que
sugieren cambios en la composicion de la lignirgl, Ana deficiencia energética como
la que ocurre en las plantas cloréticas podria atanéa formacion de la lignina tipo H
en detrimento de la lignina de tipo G y S, ya ge@a< ultimas requieren mas gasto
energético para la planta (Chapple et 4P992). Esto tendria efectos en la auto-
fluorescencia observada, ya que recientemente seeseaito que la lignina tipo G
autofluoresce en un azul mas intenso mientras ajligrina tipo H lo hace cercano al
verde (Djkonovic et al. 2012). Nuestros resultados llevan a proponer que la auto-
fluorescencia verdosa observada en el xilema dmlpede plantas deficientes en Fe
tratadas con CaCQpodria ser debida a la deposicion preferenciatste tejido de

lignina tipo H.
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6.Adecuacion de las técnicas de microscopia para
la tincion de lignina en tejidos deM. truncatula

Al comienzo de este estudio se planteé el uso ttefluorescencia y las tinciones de

safranina, floroglucinol y Johansen con el objettd® evaluar cuales eran las mas

adecuadas para estudiar las posibles variacionda &gnificacién inducidas por la

deficiencia de Fe eMedicago trucatulalLas imagenes tomadas mediante safranina y

Johansen (Imagenes 12 y 14 del Anexo 1), no resultadecuadas por los siguientes

motivos:

En esta especie, la tincion con safranina no fpeafica para la lignina ya que
tino toda la pared celular. Esto no permitio difeiar la celulosa de la lignina y,
por lo tanto, no se apreciaron diferencias enétamnientos (Figura 13 del Anexo
).

La tincion de Johansen permiti6 una buena visudbpa de los tejidos
lignificados (Figura 15 del Anexo I). Sin embargsta técnica se podria mejorar
paraMedicago truncatulanediante una optimizacion de la fase de lavadoeton

fin de mantener la diferenciacion entre los colwarfFigura 15, E y F).

Por otro lado, la auto-fluorescencia y la tincidn dloroglucinol, aunque dieron

buenos resultados (Figuras 8-10), son susceptiblemambios para incrementar su

eficiencia resolutiva. A continuacion, presentarsmatgunas de las propuestas para la

mejora de estas técnicas:

Las imagenes de auto-fluorescencia de raiz mostraterferencias derivadas de
la presencia de flavinas que también fluorescegu(gi8, B y C). Una posible
solucion a estas interferencias seria el tratamigatios cortes con un compuesto
de contraste como puede ser el Azul de Toluidimemiduyendo la sefial de
autofluorescencia emitida por los tejidos. Postarente, deberia ser tefiido con
un colorante exaltador como el Fluorol Yellow encako del estudio de la
lignina.

La calidad de las imagenes de la tincién con fllwcigol podria mejorarse
mediante una disminucion en el grosor de los cyrfeara ello se propone el uso
de fijadores (p. ejemplo, paraformaldehido) juntoracambio de inclusién a

parafina. Esta mejora proporcionaria un endurecitoigle los tejidos y una
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matriz que mantiene su estructura en el momentecatét, pudiéndose realizar
cortes mas finos sin un desgarramiento y/o rotwalagd distintas capas de

células.
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7.Conclusiones

1. La tincion con floroglucinol y la auto-fluorese®a resultan generalmente adecuadas
para evaluar los cambios en la lignificacion indosi por deficiencia de Fe en plantas de

Medicago truncatula

2. La deficiencia de Fe induce una menor lignifiGaale las zonas en crecimiento como

raices secundarias y peciolosMedicago truncatula

3. La deficiencia de Fe en presencia de Ca@@duce un incremento en la lignificacion
de las paredes celulares tanto a nivel del xileomaocdel esclerénquima en peciolos

jévenes deMedicago truncatula.
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Anexo |

Imagenes tomadas con tincion con safranina

Figura 11. Ejemplo de cortes en fresco de raiz (A) a 80 pho, (B8) a 100 um y peciolo (C)
a 60 um, todos pertenecientes a una planta defeiem Fe con CaC{efidos con

safranina. Aumentos 10x

Comentario de la Figura 11 en estos paneles se observa que el espesor c&tes
hechos en fresco con el vibratomo impide visualkzer claridad los tejidos, a pesar de haber

sido previamente coloreados.

Figura 12. Ejemplos de cortes de raiz (A) y peciolo (B)diefites en Fe cortados en fresco

con el vibratomo a 40 um de espesor y tefidos afvarsna. 10x aumentos

Comentario de la Figura 12: En esta imagen se aprecia como, al disminuir el

espesor de los cortes, se produce la rotura adetlass.
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Figura 13. Micrografias de raiz (A y B), tallo (C, D y E) ggiolo (F, G y H) en tratamiento
control (C y F), deficiente en Fe ( A, D y G) yidehte con CaCe@(B, E y H) teilidos con
safranina. A, By C corresponden a una ampliacior, D, E, F, G y H a una ampliacién

10x. Los cortes se realizaron con el microtomo @20

Comentario Figura 13: aunque no hubo problemas técnicos a la hora deaea
estos cortes, las imagenes resultantes no fuepoesentativas de los cambios producidos en
los tejidos con los distintos tratamientos.
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Imagenes tomadas con tincion de fuoroglucinol

Figura 14. Ejemplo de micrografias tomadas con tincion deoffjlucinol e inclusién en

resina de peciolos de plantas cultivadas en condes control (A) y — Fe (B). 40 x

aumentos. Los cortes se realizaron con el microtar® um.

Comentario de laFigura 14: En este caso se realiz6 una tincion con floragalc
sobre cortes incluidos en resina observandose sjaecéea una matriz granulosa que impide

la correcta visualizacion de las imagenes.
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Iméagenes tomadas con tincién de Johansen

Figura 15. Micrografias de peciolo en tratamiento control (Agficiente en Fe (By D) y
deficiente con carbonato (C y E) teflidas con laige de Johansen incluidas en parafina.

40x aumentad.os cortes se realizaron con el microtomo a 30 pum.

Comentario de la Figura 15:Los paneles A, B y C, pertenecen a una misma prueb

en la que puede verse la rotura de los tejidosygimemente debido a fallos en el proceso de
inclusién en parafina.

Los paneles D y E, corresponden a otra prueba g@undao hubo efecto del Fast green sobre
los tejidos, por lo que éstos Unicamente presetdanoloracion roja de la safranina,

probablemente debido a una mala diferenciacionni&de estos cortes fueron adheridos al
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porta con huevina, que adquirid coloracién con adtfgreen provocando la aparicion de

manchas de fondo en las imagenes.

Como se comenta en el apartado de metodologiasax de que hasta el momento de la
elaboracion de este trabajo no se obtuvieron bueessltados, la técnica parece ser

prometedora, y se seguira trabajando con ella daturo.
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