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INTRODUCCION

El hierro, cuyo caracter de elemento esencial para la vida de los vege-
tales qued6 demostrado hace mas de un siglo, ocupa una posicién especial
entre aquéllos, ya que la cantidad que las plantas necesitan de este catién,
es intermedia entre las correspondientes a los macro y micronutrientes. De
ahi que haya sido incluido indistintamente en ambos grupos.

La absorcion radicular del hierro depende de las circunstancias del me-
dio. Condiciones de pH elevado y aireaciéon suficiente, facilitan el paso de
Fe + + a Fe ++ + y posterior insolubilizacion. Puesto que la forma ferrosa
es la mas facilmente absorbible por la planta, es facil comprender que una
alcalinidad elevada pueda dar lugar & una deficiencia en hierro, aunque
la cantidad disponible de este elemento sea, aparentemente, suficiente.

De los dos procesos, oxidacion e insolubilizacion, es este ultimo el ver-
dadero responsable de la deficiencia, ya que si el Fe + + + permaneciese
en solucion —caso de los quelatos de hierro— la planta sintetiza sustan-
cias capaces
los suelos alcalinos las plantas sean incapaces de obtener el hierro nece-
sario, a menos que el contenido en materia organica y su evolucion, propor-
cionen acidos humicos en cantidad suficiente para complejar y, por tanto,
solubilizar el hierro imprescindible para la planta (138).

Por otra parte, un exceso en el medio de otros muchos iones metalicos,
puede dar lugar a deficiencias de hierro (70, 108).
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DISTRIBUCION DEL HIERRO EN LAS PLANTAS

El contenido normal de hierro en los tejidos vegetales fluctiia entre las
25 y algo mas de 500 p. p. m. (referido al peso seco del tejido), segin ila
parte de la planta que se considere y la especie a que la misma pertenezca
- (146).

El contenido relativo de hierro en las diferentes partes de la planta
depende, no sélo del aporte de este elemento, sino de las condiciones que
modifican su absorcién. Asi, de Kock (49) y Biddulph (15) encuentran
plantas cloroticas con una concentracién de hierro en sus raices mayor que
la encontrada en plantas normales, atribuyendo el fenémeno a una inmo-
vilizacléon de este cation por los iones fosfato.

En el brote de la planta, Glenister (61), comprobd que las hojas mas
viejas contienen una cantidad aproximadamente diez veces mayor de hie-
rro que las hojas superiores mas jovenes. De aqui concluye que el hierro no
es transferido de unas a otras, por lo que es imprescindible un aporte con-
tinuo de este elemento para el desarrollo normal de la planta.

Dentro de una misma hoja, De Kock (49) observd, utilizando Fe5°. que
los nervios foliares contienen mas hierro que las zonas internerviales.

La heterogeneidad en la distribucién del hierro, alcanza también a la
estructura subcelular del vegetal. Numerosos trabajos sobre la localiza-
cion del hierro (3, 34, 126, 128, 131, 143, 193, 198), aun llegando a conclusio-
nes muy dispares, estan de acuerdo en que la mayor parte del metal que
contiene la célula, esta localizado en los cloroplastos y plastidios, y, posi-
blemente, en forma de lipoproteinas (18).

Por otra parte, Possingham y Brown (144), utilizando una técnica auto-
rradiografica, obtienen vruebas de la acumulacién de hierro en el ntcleo
e las células radicales.

Aunque Liebich (107) habia asegurado que la pared celular no contenia
ierro en absoluto, Maier y Cattani (115), fraccionando las particulas ce-
ulares, demuestran que gran parte del hierro de la planta desempeiia
unciones estructurales y puede situarsele en la pared celular.

EFECTOS DE LA DEFICIENCIA DE HIERRO

La deficiencia de hierro trae como consecuencia una profunda altera-
cion del metabolismo vegetal, que se traduce en modificaciones del aspecto
eneral de la planta y da lugar a sintomas visuales que permiten diagnos-
ticar los estados de carencia. También la estructura intima resulta afecta-
da, produciéndose una serie de anomalias histologicas y citolégicas como
consecuencia de
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Sintomas visuales.

La sintomatologia de la deficiencia en hierro, localizada principalmente
en las hojas, se reduce a dos manifestaciones bien delimitadas: clprosis y
necrosis.

La clorosis es la falta de formacion de clorofila o su destrucciéon una
vez formada. La clorosis debida a la falta de hierro se manifiesta en las
areas internerviales, quedando los tejidos adyacentes a las nerviaciones
relativamente verdes, lo que origina un tipico reticulado en el que las ner-
viaciones de cualquier orden conservan su color verde, mientras que el
mesofilo va pasando —a medida que se agudiza la clorosis— por tonos
verde palido, verde amarillento, amarillo y —finalmente— blanco. En un
estadio posterior, la clorosis afecta también a las nerviaciones, comen-
zando por las mas finas y progresando hasta que todo el limbo foliar pierde
el color. Las regiones basales de las nerviaciones laterales y los tejidos ad-
yacentes al nervio principal de la hoja son, con frecuencia, los Gltimos en
manifestar la clorosis, quedando finamente contorneados por estrechos
margenes verdes, hasta resultar totalmente cloréticos.

La clorosis no solo evoluciona al paso del tiempo, dentro de una misma
hoja, sino que también lo hace de forma caracteristica en la planta en-
tera. La aparicion de este sintoma tiene lvgar solo en la porcion de la
planta que se ha desarrollado en condiciones deficientes, es decir, va afec-
tando a las hojas que surgen
medida que la cantidad disponible de este elemento se va haciendo menor
la intensidad del fenémeno va progresando, por lo que las hojas mas jo-
venes aparecen
en una misma vplanta todas las fases de la deficiencia, desde hojas com-
pletamente normales hasta totalmente cloréticas.
que el reticulado de las nerviaciones, a la distribucion del hierro y a su in-
movilidad o escasa movilidad, segiin han demostrado las autorradiografias
obtenidas por De Kock (49).

En algunas especies, la clorosis va seguida de la aparicién de coloracio-
nes purpuras en los nervios y peciolos de las hojas jovenes y en la epider
mis de los tallos, debido a la formacion de antocianinas.

En general, no aparece la necrosis en las areas internerviales, en tanto
que la clorosis vrogresa; sin embargo, en algin caso, puede aparecer este
sintoma vrematuramente, aunque casi siempre lo hace cuando la clorosis
se halla en su ultima fase. Es éste un punto importante que permite distin-
guir las deficiencias de hierro y manganeso.

Aparte dz la sintomatologia general que acabamos de describir, 1a defi-
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ciencia de hierro en el tomate produce algunos sintomas especiales como
son, la aparicion de areas internerviales necréticas en cualquier etapa de la
deficiencia, aunque con mayor

de la clorofila, la antocianosis que tifie de purpura el peciolo y las nerviacio-
nes de las hojas jovenes clordticas, la clorosis es mas pronunciada en la
region central y basal de las foliolas y, por ultimo, la formacion de frutos
con colores anaranjados y verdosos al alcanzar la madurez (69).

Alteraciones citologicas e histologicas.

Varios investigadores (144,30) han observado que la deficiencia de his-
rro determina el cese de las divisiones celulares en los meristemos, conti-
nuando aun la expansion celular durante algin tiempo. Parece ser que la
concentracion
cesaria para la expansion. Estos sintomas desaparecen cuando la planta
recibe un suministro suficiente de hierro, reanudando los meristemos su
actividad normal. De igual forma, la deficiencia de hierro determina tam-
bién el cese en la produccién de primordios foliares.

La falta de hierro disminuye el tamafo de los cloroplastos (74) y, por ello,
las hojas cloréticas adultas no recobran su primitivo color aunque se les
uministren sales de hierro, consecuencia del caracter irreversible de los
cambios que han sufrido sus cloroplastos, a diferencia de lo que sucede en
las hojas jovenes que se recuperan al cabo de poco tiempo. La destruccion
e la clorofila ocurre al mismo tiempo que la desintegracién de los clo-
roplastos.

FUNCION DEL HIERRO EN LAS PLANTAS SUPERIORES

Tanto los sintomas visuales como las alteraciones citologicas e histold-
izas caractaristicas de la d=ficiencia en hierro, son consecuencia de lesio-
es fisiologicas a que dan lugar los desequilibrios del metabolismo vegetal
rovocados por la insuficiencia de este elemento.

Los conocimientos actuales sitian al hierro en el grupo de elementos
enominados “cofactores o activadores de sistemas enziméaticos”, en los
ue desempefian un papel fundamental como grupo activo (129).

En la clasificacion propuesta por Thatcher (178), basada en el papel que
s elementos esenciales juegan en el metabolismo, el hierro aparecz situa-
0 en el grupo de los denominados “reguladores de 6xido-reduccion”.

Una informacién mas concreta sobre la funcion del hierro en la vida
egetal nos la suministra el reconocimiento de los procesos metabolicos
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en que interviene, que se pueden deducir de las alteraciones fisiologicy
originadas cuando la planta no dispone de este elemento en cantidad syf;
ciente.

Una somera relacion de estas lesiones flgura en el siguiente esquem
Anomalias en la formacion de cloroplastos.

Aumento de la actividad clorofilasa.

Interrupcion en la sintesis de clorofila.

Descenso en el ritmo de asimilacién de nitratos.

Excrecion de riboflavina.

Acumulaciéon de aminoacidos y amidas.

Descenso en

Detencion de la divisiéon celular.

Disminucion de la intensidad respiratoria.

Anomalias

La deficiencia de hierro conduce, invariablemente, a una reduccion del
contenido proteico en las hojas (2, 141, 195).

Welkie y Miller (197) han demostrado que las proteinas mas afectada
son las del cloroplasto, hecho anteriormente sugerido por Weinstein y Rob
bins (195) que incluso llegan a afirmar que la clorosis, mas que un factor
que contribuye al descenso del contenido proteico, es una consecuencia de’
mismo. Las proteinas del cloroplasto principalmente afectadas por la de-
ficiencia de este elemento, sofl las estructurales de los grana. Shetty y Miller
(159) llegan a la conclusion de que el descenso en el contenido proteico
debe a una disminucién en el ritmo de sintesis de proteinas y no a una
exaltacion de su degradacion. En consecuencia, es presumible que la fo
macién de cloroplastos resulte profundamente afectada por la deficienci
de hierro, a través de la sintesis de estas proteinas estructurales.

Interrupcion en la sintesis de clorofila.

Otra via por la que el hierro afecta a la formacién de cloroplastos €S
través de la sintesis de clorofila. Evans (154) y, posteriormente, De Kock (52
comprueban que tanto la actividad de los hemoenzimas del tejido foli?
asi como su contenido clorofilico, resultan profundamente afectados por
la deficiencia de hierro. Indudablemente, una reduccién en la actividad ae
aquellos enzimas podria afectar a la sintesis de clorofila a través del m¢
tabolismo general de la planta; sin embargo, la estrecha correlacion exl
tente entre el contenido de clorofila y el de enzimas porfirinicos, sugi€’
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que la clorosis férrica es consecuencia de la influencia de este elemento
en la sintesis de porfirinas.

Marsh y col. (119, 120) pusieron de manifiesto que la porcién de la ca-
dena biosintetizante de las porfirinas, que va desde el ALA (acido-delta-ami-
no levulinico) a la protoporfirina, no resulta afectada en absoluto por la defi-
ciencia de hierro en las plantas superiores, y obtuvieron datos que apoyan
la teoria anteriormente establecida (22, 23, 102, 186), segliin la cual el papel
del hierro estd localizado en la sintesis del ALA. Una limitaciéon en el
ritmo de formacion de este precursor de las porfirinas (17), seria la res-
ponsable de la estrecha correlacion entre el contenido de compuestos he-
minicos y el de la clorofila.

Aumento de la actividad clorofilasa.

Bogorad y col. (4), seflalan una exaltacion de la actividad clorofilasa en
el tejido medianamente clorotico, mientras que los de plantas normales y
los de plantas vadeciendo deficiencia aguda poseen una actividad mas
débil que aguéllos y muy similar entre si. A la vista de estos resultados pa-
rece logico pensar que el hierro no influye en la actividad del enzima.
Sin embargo, es un hecho comvrobado que no sélo la sintesis de clorofila
resulta afectada por la deficiencia de hierro, sino también la destruccion
de este pigmento.

La clorofila activa por la accién de la luz, es extraordinariamente
14bil y necesita ceder un electron vnara retornar a su forma estable. Segin
algunos autores (4, 174), son los carotenoides los que confleren estabilidad
a la clorofila y la protegen contra la destrucciéon fotodinamica. Sin em-
bargo, para otros autores (63) es un compuesto férrico (la ferredoxina) el
que, reduciendo la clorofila activa, transforma a ésta en clorofila estable;
asi se explican los hechos comprobados por Rodriguez y Diez (155), Lins-
chitz (109) y Linschitz y Rennert (110), segin los cuales la clorosis férrica
puede ser parcialmente aliviada, y por tanto, se produciria un enverdeci-
'miento de las hojas cloroticas, por sombreado, aunque no sz modifique el
aporte de hierro.

Descenso del ritmo de asimilacion de nitratos.

En algunas etapas de la asimilacion de los nitratos por las plantas, ha
sido palpablemente demostrada la presencia de metaloenzimas que con-
tienen hierro. Asi, los componentes metabdlicos de la nitrito reductasa, fue-
ron identificados como hierro y cobre (122, 132, 133). Posteriormente, en
una etana discutida de este ciclo, se logra aislar una reductasa del oxido
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en que interviene, que se pueden deducir de las alteraciones fisiologicy
originadas cuando la planta no dispone de este elemento en cantidad suf;
ciente.

Una somera relacion de estas lesiones figura en el siguiente esquemp
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Anomalias en la formacion de cloroplastos.

La deficiencia de hierro conduce, invariablemente, a una reduccion del
contenido proteico en las hojas (2, 141, 195).

Welkie y Miller (197) han demostrado que las proteinas mas afectada
son las del cloroplasto, hecho anteriormente sugerido por Weinstein y Rob
bins (195) que incluso llegan a afirmar que la clorosis, mas que un factor
que contribuye al descenso del contenido proteico, es una consecuencia de!
mismo. Las proteinas del cloroplasto principalmente afectadas por la de
ficiencia de este elemento, SOI"I las estructurales de los grana. Shetty y Miller
(159) llegan a la conclusion de que el descenso en el contenido proteico
debe a una disminuciéon en el ritmo de sintesis de proteinas y no a una
exaltacion de su degradacién. En consecuencia, es presumible que la for
macion de cloroplastos resulte profundamente afectada por la deficienci
de hierro, a través de la sintesis de estas proteinas estructurales.

Interrupcion en la sintesis de clorofila.

Otra via por la que el hierro afecta a la formacion de cloroplastos €3
través de la sintesis de clorofila. Evans (154) y, posteriormente, De Kock (52"
comprueban que tanto la actividad de los hemoenzimas del tejido folia"
asi como su contenido clorofilico, resultan profundamente afectados por
la deficiencia de hierro. Indudablemente, una reduccién en la actividad de
aquellos enzimas podria afectar a la sintesis de clorofila a través del m€
tabolismo general de la planta: sin embargo, la estrecha correlacion exis
tente entre el contenido de clorofila y el de enzimas porfirinicos, sugi€’
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que la clorosis férrica es consecuencia de la influencia de este elemento
en la sintesis de porfirinas.

Marsh y col. (119, 120) pusieron de manifiesto que la porcion de la ca-
dena biosintetizante de las porfirinas, que va desde el ALA (acido-delta-ami-
no levulinico) a la protoporfirina, no resulta afectada en absoluto por la defi-
ciencia de hierro en las plantas superiores, y obtuvieron datos que apoyan
la teoria anteriormente establecida (22, 23, 102, 186), segun la cual el papel
del hierro estda localizado en la sintesis del ALA. Una limitacion en el
ritmo de formacién de este precursor de las porfirinas (17), seria la res-
ponsable de la estrecha correlacion entre el contenido de compuestos he-
minicos y el de la clorofila.

Aumento de la actividad clorofilasa.

Bogorad y col. (4), seflalan una exaltacion de la actividad clorofilasa en
el tejido medianamente clorético, mientras que los de plantas normales y
los de plantas padeciendo deficiencia aguda poseen una actividad mas
débil que aguéllos y muy similar entre si. A la vista de estos resultados pa-
rece logico pensar que el hierro no influye en la actividad del enzima.
Sin embargo, es un hecho comorobado que no soélo la sintesis de clorofila
resulta afectada por la deficiencia de hierro, sino también la destruccion
- de este pigmento.

La clorofila activa por la accion de la luz, es extraordinariamente
1abil y necesita ceder un electron para retornar a su forma estable. Segin
algunos autores (4, 174), son los carotenoides los que confleren estabilidad
a la clorofila y la protegen contra la destrucciéon fotodindmica. Sin em-
bargo, para otros autores (63) es un compuesto férrico (la ferredoxina) el
que, reduciendo la clorofila activa, transforma a ésta en cloroflla estable;
asl se explican los hechos comprobados por Rodriguez y Diez (155), Lins-
chitz (109) y Linschitz y Rennert (110), segin los cuales la clorosis férrica
puede ser parcialmente aliviada, y por tanto, se produciria un enverdeci-
miento de las hojas cloroticas, por sombreado, aunque no sz modifique el
aporte de hierro.

Descenso del ritmo de asimilacion de nitratos.

En algunas etapas de la asimilacion de los nitratos por las plantas, ha
sido palpablemente demostrada la presencia de metaloenzimas que con-
tienen hierro. Asi, los componentes metabolicos de la nitrito reductasa, fue-
ron identificados como hierro y cobre (122, 132, 133). Posteriormente, en
una etana discutida de este ciclo, se logra aislar una reductasa del 6xido
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nitrico, que se identifica como una metaflavoproteina cuyo componente me-
talico es el hierro (57).

Huzisige y Satoh (82), aislaron de los cloroplastos de espinaca, un sis-
tema enzimatico llamado nitrito reductasa fotosintetizante, extraordina-
riamente similar a la ferredoxina. Posteriormente Losada y col. (111, 136
ponen de manifiesto como la ferredoxina juega un papel importante en la
etapa de reduccion de nitritos dependiente de la luz.

Excrecion de riboflavina.

En condiciones normales, todas las plantas superiores sintetizan ribo-
flavina, que es utilizada como grupo prostético en los enzimas flavopro-
teicos. En las soluciones nutritivas de plantas deficientes en hierro, apa-
rece una coloracion amarilla que, Pound y Welkie (145), identificaron
como debida a riboflavina. Segin estos autores, la deficiencia de hierro in-
terfiere con la utilizacién de la riboflavina como gruvo vrostético de las
flavoproteinas, de lo que resulta una acumulacién del compuesto y su

posterior excrecién a través del sistema radicular.

Posteriormente Welkie y Miller (197), comprueban que la adicion de
hierro a la solucion nutritiva de plantas deficientes, tiene como consecuen-
cia la desaparicion del pigmento, lo que atribuyen a una reabsorcion a
través de la raiz. De las experiencias realizadas por estos investigadores se
deduce, que el hierro juega un papel importante no sélo en la utilizacion
de la riboflavina, sino también en su degradacion.

Acumulacion de aminodcidos y amidas.

Numerosos investigadores (141, 12, 50, 86), no encuentran diferencias en
el contenido total de nitrogeno de hojas normales y deficientes en hierro:
sin embargo, la fraccion proteica es un 25% menor en las segundas, de
donde se deduce que el contenido en compuestos nitrogenados solubles
aumenta como consecuencia de un descenso en
proteinas. Algunos de estos investigadores (12, 50) precisan que la fraccion
nitrogenada soluble, es especialmente rica en aminoacidos que, como €ON~
secuencia de la deficiencia en hierro no puedeh integrarse en la proteinogé-
nesis. Este criterio ha sido posteriormente confirmado (195, 159), al com-
probarse que la incorvoracion de glicina exdégena a las proteinas celu-
lares es practicamente nula en plantas deficientes en hierro.



ARS PHARMACEUTICA 353

Descenso en el contenido de DNA por unidad de proteina.

Kessler (86), encontré una estrecha correlacion entre el contenido de
DNA y el de hierro soluble en las hojas de varias especies frutales, Seglin
este autor, la falta de hierro era consecuencia de una anomalia en la sintesis
de DNA, lo cual explicaria la diferente susceptibilidad de las distintas es-
pecies a la clorosis en suelos calizos.

Possingham y Brown (144) comnrueban que el hierro se acumula en el
nucleo y sugieren que este elemento ejerce alguna influencia en la sintesis
de acido nucleico o en la combinacién del mismo con otros componentes del
nicleo. Aunque esta interpretacion estd de acuerdo con la hipdtesis de
Kirby (99), segun la cual, los metales pesados promueven, de alguna forma,
la uniéon del acido desoxiribonucleico con las proteinas, los resultados de
Kessler (86) demuestran claramente que la estrecha correlacion entre el
contenido de DNA y el de hierro soluble, esta condicionada por la prime-
ra de las variables.

Detencion de

Ya hemos indicado que la detencion del crecimiento de plantas culti-
vadas en condiciones de deficiencia de hierro, es consecuencia de un des-
censo en el ritmo de la divisidn celular (144, 30). Este fenémeno tiene lugar
de una forma brusca y coincide con el descenso en el contenido de hierro
soluble en el tejido, asi como con una restriccion en la sintesis del siste-
ma citocromooxidasa. Se atribuye precisamentz al desequilibrio de este
sistema enzimatico, la detencién de la division celular, aunque no se ex-
cluye la posibilidad de que el fenémeno tenga lugar en el sentido opuesto
(144, 30).

En opinién de algunos autores, el hierro acttia sobre la division celular
modificando el metabolismo del AIA. Segun Shibaoka y Yamaki (160), el
hierro estimula el transporte de auxina al mismo tiempo que atentia su
destruccién. En la misma idea participan Tomaszewski y Thimann (183)
que ponen de manifiesto el papel del hierro como inhibidor del sistema AIA-
oxidasa.

Por nltimo, se ha de tener en cuenta el antagonismo hierro-manganeso
¥ el papel que el segundo desempefia como activador del sistema AIA-oxida-
sa (183, 142).

Disminucion de la intensidad respiratoria.

La falta de hierro estd directamente ligada a una disminucion de la
actividad respiratoria de la planta, que se manifiesta, como era de esperar,
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en las hojas jovenes ya que éstas son las mas afectadas por los estados ca-
renciales. La deficiencia de hierro no ocasiona diferencias en el valor de la
respiracion de las hojas viejas, que permanecen verdes (61).

Estudios comparativos efectuados en hojas jovenes de plantas nor-
males y de plantas deficientes en hierro, muestran que la intensidad res-
piratoria en las hojas de estas ultimas puede ser incluso menor de la mi-
tad de la correspondiente a las hojas normales. En una planta que crece en
condiciones de deficiencia de hierro, las hojas que alcanzaron su tota]
desarrollo antes de que aparecieran los sintomas de clorosis, tienen una
intensidad de respiracion alta, que contrasta con la de las hojas jovenes
que son las que padecen la deficiencia. El maximo valor de respiracion se
encuentra en las hojas jovenes de plantas normales, y en las hojas de la
mitad del tallo de las plantas cloréticas.

El efecto del hierro sobre la respiracion se atribuye al hecho de ser un
componente fundamental de ferroproteina citocromo-oxidasa, que es la
oxidasa terminal en la cadena de transportadores de electrones, desde
el NADH, hasta el oxigeno molecular, transporte que constituye la deno-
minada oxidacion terminal. Como consecuencia de la falta de hierro, se
inhibe la sintesis de la citocromo-oxidasa, bloqueandose la reoxidacion del
NADH, via oxidacién terminal, con lo que el proceso respiratorio resulta
vitalmente afectado. Todo esto demuestra que el sistema citocromico, que
finaliza en la citocromooxidasa, es el camino respiratorio normal de la
planta.

EL HIERRO EN LOS SISTEMAS ENZIMATICOS

De lo exvuesto
rro en la fisiologia vegetal es consecuencia de su intervencién como grupo
activo de varios sistemas enzimaticos importantes, que pueden ser reuni-
dos en dos grandes grupos:

1.2) Aquéllos en que este elemento es un constituyente integral, y 2.©
Sistemas que son activados por este metal. En nuestro estudio, nos limita-
remos a considerar el primer gruvo ya que en el segundo el significado fisio-
légico de la activaciéon por parte del metal es, en muchos casos, discutihle

Las propiedades cataliticas de los ferroenzimas son, en realidad, las
mismas que posee el i6n cuando forma parte de compuestos inorganicos
mas sencillos. La combinacion directa o indirecta del metal con la DPIO-
teina especifica tiene como consecuencia una exaltacion de las propieda-
des cataliticas de aquél y una elevada especificidad.

El metal puede ir ligado directamente a la proteina o bien a traves ael
nucleo prostético, como en los enzimas que contienen hierro porfirinico
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El hierro porfirinico.

La entrada del hierro en el anillo de la porfirina da lugar al grupo Hemo
que, cuando se combina con ciertas proteinas, puede actuar como transpor-
tador de oxigeno molecular (hemoglobina), transportador de electrones
(citocromos), activador del oxigeno (citocromo-oxidasa), activador del pe-
roxido de hidrégeno (peroxidasa), o bien, descomponiendo el peréxido de

' hidrégeno (catalasa).

Citocromos.

Son hemoproteinas caracterizadas porque en ellas el hierro experimenta
libremente oxidaciones y reducciones reversibles, mediante el cambio de

| un simple electron. Las diferencias funcionales entre los diversos citocromos
~ se deben a sus distintos potenciales de oxido-reduccién, cuyo origen esta
en la diferente energia de coordinacién del hierro dentro de la molécula

(129).

Participan de manera indispensable en la cadena respiratoria y en la
fotosintesis, y su funcion consiste en una simple transferencia de electro-
nes, con oxidacion o reduccion simultanea del atomo de hierro, mediante
un cambio reversible de valencia.

Hasta el presente, se han aislado de las mitocondrias de las plantas
superiores tres tipos de citocromos: a, b y c¢. De los cloroplastos, se han ais-
lado dos tipos: by f.

Keilin fue el primero en sefialar la presencia del citocromo a, en tejidos
vegetales (92). Los citocromos de este tipo, a y a,, constituyen la denomina-
da citocromo-oxidasa cuya actividad en plantas fue descrita por primera

vez por Bhagvat y Hill (13). En las plantas, esta citocromo-oxidasa no ha
Asido todavia purificada ni aislada, a pesar de los esfuerzos de Kasinsky (91).
Ambos citocromos a y a, existen, como entidades funcionalmente distintas
en el complejo IV (93), pero una vez degradado este complejo, ambos
citocromos no son distinguibles entre si (188, 137). En el complejo, los dos
citocromos estan asociados con cobre en
Sin embargo, aun no se ha llegado a un acuerdo sobre si el cobre diesem-
pefia, o no, una funcion en la actividad citocromo-oxidasica (63, 8, 5, 201,
- 202, 53).

El peso molecular minimo de la muestra mas purificada del citocromo

a es de 80x103 (43). El grupo Hemo del citocromo a es un derivado de la
citodeutero protoporfirina (106).

\ La citocromo-oxidasa, ademas de una simple mediadora en la reaccion
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entre el oxigeno y la mitocondria, desempefia un papel en la conservacion
de la energia en la cadena respiratoria (21).

En los tejidos de las plantas superiores se han descrito nueve citocromos
b diferentes, que incluyen: tres citocromos b de las mitocondrias, dos de
los cloroplastos y cuatro que han sido solubilizados y purificados, ¥ cuya
funcién se supone similar a la del citocromo b en las mitocondrias de los
tejidos animales (41). Su grupo Hemo, es un derivado de la protoforfirina
IX y no estd ligado por un enlace covalente a la apoproteina (6). Formg
parte del complejo III de la cadena respiratoria, en la proporciéon de dos
moléculas de citocromo por molécula de complejo, y del complejo II en la
proporcion 1: 1 (152, 203). Su papel en la cadena respiratoria es aun dis-
cutido (37, 104, 105, 39), y se supone que participa principalmente en la
conservacion de la energia mas que en las reacciones de transferencia de
electrones (40).

Los citocromos en las hojas fueron descritos por primera vez por Ya-
kushiji (200), que logré aislar los componentes b y ¢ de las hojas de espina-
ca y algunas cruciferas. Posteriormente, Hill y Scarisbrick (77) realizan un
estudio mas detenido, y comprueban que aunque el citocromo c¢ de los
cloroplastos retune caracteristicas similares a los de ese grupo, tiene un
potencial 100 m vol. mayor. Este nuevo citocromo aparece en la bibliografia
con la denominacién de citocromoc, , 5 mis frecuentemente, citocromo /.
El citocromo f aparece ligado immuy firmemeznt2s a la estructura de los tila-
coides (147, 56), y en las plantas verdes interviene como transportador de
electrones en el fotosistema I (11), mientras que el citozromo b esti asocia-
do con la conexion entre los fotosistemas I y II.

Ll grupo Hemo de los citocromos ¢, deriva de la protoporfirina IX (76!
y esta ligado por un enlace covalente tio-éter a dos radicales cisteina (179)-
Los citocromos ¢, de cualguier especiz que se considere, son proteinas ba-
sicas de un peso molecular que oscila alrededor de :13x10° (117). El citocro-
mo ¢ es capaz de combinarse con los fosfolipidos para formar complejos.
pudiendo ser de esta forma como intervienzn en la cadena respiratoria
incluidos en una matriz de naturaleza lipoide, la membrana de la mito-
condria (44).

En principio, se considerd que los sistemas citocrémicos y citocromo-
oxidasicos solo existlan en tejidos embrionarios, de donde desaparecerm
su actividad al desarrollarse estos tejidos (194). Posteriormente, se ha de-
mostrado que los sistemas citocromicos pueden estar presentes en etapas
mas avanzadas del desarollo, incluyendo tejidos maduros.
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Hemoglobina.

Kubo (101), llegd a la conclusion de que en los moddulos bacterianos de
las raices de leguminosas, se encontraba una hemoglobina que contenia
nierro al estado ferroso. Posteriormente, se ha confirmado esta idea y se
han obtenido pruebas concluyentes de su identidad, demostrando que se
produce sélo en los nodulos que contienen una raza activa de Rhizobium
y son fijadores del nitrégeno atmosférico (94, 185).

Smith (170), descubrié que la hemoglobina estaba confinada en los
nucleos y citoplasmas de las células de la planta.

Virtanen (185) sugirié que la reduccién de la metahemoglobina a he-
moglobina podria ser el mecanismo inicial de fijacion del nitrégeno; con
posterioridad se ha demostrado que en esta reducciéon, efectuada por la
hidroxilamina, se produce nitrégeno molecular (42).

Peroxidasas.

Son enzimas con hierro porfirinico al estado férrico. Estan ampliamente
distribuidas en las plantas.

Las peroxidasas catalizan la reaccién entre el per6xido de hidrog
cierto nimero de sustratos oxidables, por lo que presentan cierta espzci-
ficidad. Aparentemente,
sibles 0 no, de valencia, pues su accion no es inhibida por el CO. George (60)
llegd a la conclusion de que la peroxidacion lleva implicito el paso de dos
escalones electronicos sencillos, en los que las peroxidasas I y II contienen
hierro en los estados nentavalente y tetravalente que son sucesivamente re-
ducidos por el sustrato.

En casos especiales —cuando el sustrato es el acido dihidroximaleico—
las peroxidasas actiian como oxidasas, existiendo entonces un cambio re-
versible de valencia del hierro, 1o que se comprueba por la inhibicién pro-
ducida por el CO.

Hill y Hartree (78) dilucidaron el mecanismo probable de reaccién, para
el que se dio el siguieate esquema (175):

Peroxidasa—Fe —OH + H,0, » FE—OOH + H,0
Fe —OOH + AH, _ » FE—OH + A 4+ H,0
Catalasas.

Son también enzimas en cuya composicién entra un grupo porfirinico
que contiene hierro al estado férrico.
Tstan casi universalmente distribuidas en los tejidos vivos.
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Estos enzimas catalizan la descomposicion del peroxido de hidrégeno de
manera que tiene lugar una bismutacion esencial, en la que una molécula
de peréxido de hidrogeno reduce a otra que a su vez actia como oxidante,
resultando asi, como productos de la reaccién, oxigeno molecular y agua.
Existen pruebas de que el hierro permanece bajo la forma férrica durante
la accion de las catalasas.

Como funciéon peroxidante de la catalasa puede considerarse su capa-
cidad para catalizar la oxidacion de sustratos por el peroxido de hidrogeno,
en especial, teniendo en cuenta la semejanza que presentan los complejos
de peroxidasa y catalasa con el peréxido de hidrégeno (129).

Se ha explicado el mecanismo probable de reaccion de la catalasa (78)
para el que se dié el esquema siguiente (175):

Catalasa —Fe —OH + H,0, .y Fe —OOH + H,0
Fe —OOH + H,0, Fe —OH 4 H,0 + Q2

—

La funcién de peroxidasas y catalasas es, probablemente de protecciéon
frente a los efectos nocivos de la acumulacion del perdéxido de hidroégeno.
segin demostré Chance (36).

Las diferentes hemoproteinas resultan afectadas en grado diferente por
la deficiencia de hierro. Asi, mientras la catalasa y el citocromo ¢ experi-
mentan una considerable pérdida de actividad (1, 2, 24, 52, 67, 130, 195), los
citocromos a y a, pierden tan solo un 30 % de su actividad en el caso de
una deficiencia extrema (67, 195), y la peroxidasa, practicamente, no acusa
variacion alguna (52, 67, 120).

El hierro no porfirinico.

El hierro entra a formar parte de otro grupo de compuestos, que parti-
cipan en el metabolismo de la planta, en forma de metaloproteinas. ED
este caso, el enlace se establece directamente entre el metal y la proteina
por interacciones con los grupos polares de esta ultima. Aunque la natura-
leza detallada de este tipo de enlace no ha sido bien definida en estos
casos, se ha comprobado que no existe, practicamente, disociacién del ién y-
por tanto, tampoco existe un equilibrio con los iones libres de la solucion.

Flavoproteinas.

El hierro participa bajo esta forma en una serie de enzimas de la
cadena respiratoria, formados por flavoproteinas a las que se enlaza el
hierro constituyendo las denominadas metaloflavoproteinas. Estas, acttar
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de intermediarias en la cadena respiratoria, pero no pueden ceder directa-
mente su electron al oxigeno molecular. Su existencia es, sin embargo,
imprescindible en la cadena respiratoria. La mayor parte de ellas actian
como deshidrogenasas (153, 169, 121, 165) y aunque el lugar de unién del
hierro es, por el momento, un enigma (166, 167), las técnicas de resonancia
electronica demuestran que el atomo de hierro, en estas metaloflavoprotei-
nas, experimenta una oOxido-reduccidon reversible durante la actuacion
enzimatica. La sefial paramagnética es distinta de la que producen otras
ferroproteinas, lo que demuestra que el hierro esta ligado de forma dife-
rente (168, 147, 58). Mahler y Glenn (114), sugirieron que la presencia de un
constituyente metalico en la flavoproteina, salva las dificultades tedricas
de las reacciones de simple transferencia de electrones, proporcionando
estabilidad al complejo como consecuencia de la estructura resonante que
se establece entre el metal y la flavina.

Ferredoxinas.

Esta interesante familla de compuestos fue sefialada por primera vez
por Davenport, Hill y Whatley (45), que la describen como “factor reductor
de la hemoglobina” en los microorganismos fijadores de nitrégeno atmos-
férico. San Pietro y Lang (156), purifican el mismo compuesto y lo descri-
ben como una “piridin nucleétido reductasa fotosintetizante”. E1 nombre
de ferredoxina fue propuesto por Mortenson y col. (127), para aquellas
proteinas oxido-reductoras que contienen hierro no heminico, aisladas del
Clostrydium pasteurianum. Posteriormente, Tagawa y Arnon (176) genera-
lizan el nombre a todas las ferroproteinas no heminicas 6xido-reductoras.

Las ferredoxinas actiian como los transportadores de electrones mas
eductores del metabolismo celular en procesos muy dispares, tanto en or-
anismos aerobios como anaerobios. Estos electrones pueden proceder, bien
del hidrégeno gaseoso, o bien de la clorofila excitada por la luz.

En las plantas superiores, la ferredoxina se considera como el primer
compuesto reductor estable y quimicamente aislable, que se forma a ex-
ensas de la energia radiante (157). La ferredoxina reducida puede ser oxi-
dada por el NADP y la NADP reductasa (175, 162, 95, 47), por el nitrito y nitri-
0 reductasa (140, 83). Por via no enzimatica, la ferredoxina reducida puede
ser oxidada por el oxigeno (176, 38, 81), diversas hemoproteinas (45, 46, 96) y,
DPosiblemente, por algunos componentes de la cadena transportadora de
electrones de los fotosistemas I y II (95, 177).

En lo que a estructura se refiere, las ferredoxinas son divisibles en dos
grupos, segun su espectro de absorciéon: las de plantas superiores y algas,
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de color rojo, y las procedentes de las bacterias, de color marrdn. Estag
diferencias

miento del hierro en la molécula. En la ferredoxina de espinaca, el hierrg
puede estar ligado a través del grupo hidroxilo de la tirosina (59).

Respecto a su composicién, hasta el momento, sélo se conoce de entre
las de las plantas superiores, la de la ferredoxina procedente de los cloro-
plastos de espinaca (59, 184), que contiene gran cantidad de aminoécidos
acidos y es muy pobre en amoniacidos basicos; posee dos atomos de hierrg
por molécula, y, como todas las ferredoxinas, igual cantidad de grupos sul-
furolabiles.

La ferredoxina actua como transportadora de un simple electrén, ya que,
cuando esta totalmente reducida, la mitad del hierro total se encuentra en
forma ferrosa (58).

La ferredoxina es uno de los compuestos férricos en que este metal esta
mas débilmente ligado, por lo que se intercambia con mucha facilidad (199)
y es uno de los primeros afectados por la deficiencia de hierro.

Muchos de los sintomas de la clorosis férrica estdn asociados a la dis-
minucién de la actividad de este enzima. Ya hemos visto como la destruc-
cion de la clorofila es una consecuencia de su inactivacion. Por otra parte.
como resulta afectada la producciéon de ATP y TPNH, todos aquellos proce-
sos que requieren un aporte de energia aparecen igualmente deprimidos
(119).

Ferroproteinas no heminicas ni flavinicas de la cadena respiratoria.

Los complejos I, IT y III de la cadena transportadora de electrones en
las mitocondrias, contienen hierro en forma que produce sefiales caracte-
risticas de ESR (65, 152, 7, 150). Uno de ellos, el del complejo III, ha sido
aislado por Coleman y col. (151), y contiene dos 4tomos de hierro por molé-
cula. La del complejo I, contiene unos treinta atomos —mg. de hierro—
por mg. de proteina (66).

También se ha demostrado la participaciéon de una ferroproteina no he-
minica en el proceso de fosforilacion oxidativa que tiene lugar en las mito-
condrias (33).

FERRITINAS

Las ferritinas de las plantas —fitoferritinas— son complejos ferropro-
teicos similares a las ferritinas de otras fuentes. Estas ferroproteinas estal
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localizadas en los plastidios y cloroplastos, en regiones no ocupadas por los
- tilacoides.

Hasta el presente no se conoce nada sobre la bioquimica de las fito-
ferritinas. Con respecto a su estructura se ha comprobado que su compo-
nente inorganico consiste en un 6xido de hierro ligado de alguna forma a
iones fosfato (62), y rodeado a su vez de la apoproteina. La mayor parte
de la informacién obtenida sobre esta estructura, procede de estudios rea-
lizados mediante técnicas de microscopia electronica (35, 118, 154, 173).

Las ferritinas parecen jugar un vpapel importante en la bioquimica del
hierro de las plantas, regulando las reacciones en que participa este ele-
mento. Numerosos trabajos sefialan como funcion primaria de la ferritina,
el almacenamiento del hierro que han de utilizar los enzimas que partici-
pan en el proceso fotosintetizante (35, 11§, 84), como son, las ferredoxinas,
numerosos hemoenzimas y los que intervienen en la sintesis de la clorofila.
En apoyo de esta teoria esta el hecho de que exista una correlacién negativa
entre el desarrollo de los cloroplastos y su contenido en ferritinas (158).

ABSORCION Y TRANSPORTE DEL HIERRO

A partir de las experiencias de Kliman (100) ha sido universalmente ad-
mitido que el hierro es incorporado por el sistema radical de las plantas
en forma ferrosa. El hecho de que las plantas sean capaces de asimilar hie-
rro cuando se l2s suministra en forma férrica, se debe a la actividad de
sistemas oxido-reductores sintetizados en el metabolismo de la propia
planta.

La capacidad reductora de las raices va asociada al genotipo en las
distintas variedades de una especie vegetal, como lo demuestra el hecho de
que todas respondan de igual manera frente a la presencia deFe+ + en la
solucion nutritiva, pero no frente a la deFe+ + +9). Esta capacidad reductora
varia con el estado de nutriciéon de la planta en lo que a hierro se refiere.
Asli, las plantas cloroticas presentan esta propiedad muy aumentada, lo que
se traduce en un gran incremento del valor de transporte y acumulaciéon
de hierro en sus hojas, y parece estar relacionada con la suceptibilidad a la
clorosis férrica (31, 28). La accién reductora aumenta también con la ilu-
minacion y parece ir acompafiada de una liberacién de hidrogeniones y
compuestos fluorescentes. Cabe en lo posible que ciertos productos foto-
sintetizados contribuyan a esta accidén (28).

Existe, pues, una relacion manifiesta entre el poder reductor de las rai-
ces, su capacidad para absorber hierro y la susceptibilidad de las plantas
a la clorosis férrica (28).
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Bitcover y Sieling (16) fueron los primeros en sugerir que el hierro serj,
absorbido por la planta en forma de complejo organico, mas que como igyp
ferroso o férrico. Después de comprobar la utilidad del uso de quelatos ge
hierro en la correccién de sintomas de clorosis, se ha verificado la nece
sidad absoluta del quelante (19). Aunque los primeros investigadores sugi.-
rieron que la planta sélo tomaba el hierro, trabajos posteriores han confir-
mado que se absorbe la molécula entera (188, 190). Existe, sin embargo,
una diferencia en la velocidad de absorcion de los componentes del que-
lato, pues asi como las plantas normales absorben el hierro y el agent
quelante en cantidades equimoleculares (79), las plantas deficientes absor-
ben en proporciéon bastante mayor el hierro que el quelante, demostran-
dose que estas variaciones dependen del estado de nutricion de hierro de
las plantas (134).

De acuerdo con Wallace (191), en la superficie de la raiz, se dispondrian
unos quelantes naturales de la planta, que, compitiendo con los aniones y
quelantes del medio nutritivo, tomarian el hierro, facilitando su introduc-
cion en la planta. De este modo, variedades con distinta susceptibilidad a
la clorosis férrica, diferirian en la cantidad y calidad de sus quelantes na-
turales (19). Se ha comprcbado que el hierro de una soluciéon se obsorbe en
orden inverso a las estabilidades de los complejos de los que forma parte
(79). El hecho de encontrarse cierta cantidad de hierro en el exudado de
las plantas cultivadas sin quelante alguno, confirma la presencia de que-
lantes naturales en las plantas (180).

El producto inicial en la absorcion del hierro es el mismo cualquiera que
sea la cantidad de hierro de que dispone la planta en el medio nutritivo, ¥
consiste en un complejo organico de hierro que presenta fluorescencia 2
la luz ultravioleta. Su misién parece ser la de un simple transportador ¥
cuando alcanza un cierto nivel, el hierro es transferido a productos secun-
darios (161).

Mediante electroforesis, se observa que el hierro transportado en el exu-
dado del brote se desplaza hacia el anodo (181). Este movimiento, analogo
al de un anién, sugiere que el hierro va combinado con otros compuestos
(32). Por electrodialisis se pone de manifiesto que casi todo el hierro en las
hojas clordticas se encuentra en forma de anién, mientras que las hojas
normales contienen cantidades aproximadas de hierro bajo la forma de
anién y de catién (103). Quiza se pueda explicar el hecho de que las hojas
cloréticas tengan tanto o mas hierro que las normales, teniendo en cuenta
la capacidad quelante de las grandes cantidades de 4cidos organicos y com~
puestos solubles de nitrégeno, que se acumulan en las primeras (189).
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Se ha demostrado que las plantas clordticas poseen generalmente, un
contenido mayor de acidos citrico y malico que las plantas verdes (86, 87,
51, 149). Tiffin (182) sugirié que los acidos organicos pueden actuar directa-
mente en el transporte de hierro en las plantas y, en efecto, encontro en
el exudado del brote acidos citrico, malico y otrcs no identificados, combi-
nados con el hierro. Se ha demostrado que al aumentar el contenido de hie-
rro en el exudado lo hace de igual manera el de citratos, siendo también
paralela la disminucién de ambos (32).

El grado de deficiencia de hierro determina, en razén directa, la absor-
cion y transporte de hierro y el correspondiente transporte de citrato. La
inhibicion del primer proceso trae consigo la del segundo. De esta manera,
el propio contenido de hierro controlaria la absorcion de hierro y el
transporte del citrato (32).

La capacidad de utilizaciéon del hierro estd intimamente ligada al geno-
tipo. Numerosos autores han comprobado cémo variedades diferentes de
una misma especie presentan susceptibilidades muy diversas a la clorosis
férrica (9, 10, 27, 196). En general, los datos obtenidos sugieren que esta
susceptibilidad a la clorosis se debz, mas bien, a una disminucién en la
capacidad de transporte, que a la inmovilizacién o inactivaciéon de este ele-
mento en el brote (54). Aunque el origen del fenédmeno es todavia descono-
cido, algunos investigadores se inclinan, a la luz de los hechos experimen-
tales, a atribuir esta anomalia a la secrecion de sustancias que interfieren
en la acumulacion del hierro (192). Esta secrecion dependeria, tanto cua-
litativa como cuantitativamente, de los caracteres genéticos de la planta.

INTERACCION DEL HIERRO CON LOS MACRO Y MICRONUTRIENTES.

En el caso del nitrégeno no parece existir una interacion propiama2nte
dicha. Las plantas deficientes en hierro presentan un contenido mayor de
nitrégeno soluble que las verdes, quizd como resultado de una desintegra-
cién de las proteinas (85). Se ha demostrado, en efecto, que las plantas
clordticas acumulan mas arginina que las normales (80).

La presencia en el cultivo de un exceso de calcio provoca la aparicién die
sintomas de clorosis férrica. Aunque se ha interpretado como un efecto
‘de competencia por compuestos de coordinacién especificos (26), parece
Ser debido, mas bien, a un efecto de elevacion del pH de la solucién (108).

Se ha demostrado que la existencia en el cultivo de cantidades elevadas
de fésforo, unido a un pH neutro o alcalino, provoca la precipitacion del
hierro en forma de fosfato férrico en el sistema vascular de la hoja (14,
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148), e incluso en la raiz (74). La presencia adicional de cobre en la soly.
cién, aumenta estos efectos del fésforo (25).

En plantas clordticas s anrecia una disminucion de la relacion Ca/g
(113). Sin embargo, la elevacion del nivel de potasio en la solucién, hace
desaparecer los sintomas de clorosis (20). Se debe, probablementz, a qu
el potasio disminuye la absorcion de fésforo (74), la concentracion d-
fésforo inorganico —por estimular la fosforilacion en los sistemas fosfo-
quinasicos (75, 112, 125)— y aumenta el transnoite de hiesrro desde las rai-
ces hacia las hojas, cuando estda inmovilizado, posiblemente, por el fos-
fato (20, 138).

El exceso de manganeso provoca en la planta sintomas de deficiencia
de hierro. Shive y col. (163, 171, 172) sugirieron que el alto potencial redox
del sistema Mn2+ —»  Mn3+ provocaria el paso deFe2+ a Fes
en la célula, y éste seria precipitado por el fosfato (135). La oxidacion natu-
ral del Mn2+ se ha demostrado in vivo (97). Paraddjicamente, zinc y cad-
mio pueden provocar también clorosis férrica (71, 72), sin que ninguno de
ellos pueda sufrir cambios de valencia.

En estudios comparativos de los efectos de diversos metales (71, 72, 73)
se deduce que su actividad relativa para inducir clorosis, esta directamen-
te relacionada con la estabilidad de los quelatos que forman (88, 116, 123,
124). Esta estabilidad es independiente del ligando y respecto a ella se da
el siguiente orden:

Cu2+ > Ni2+ > Zn2+ > (Cd2+ > Fe2+ > Mn2+ > (74).

La formacién de estos complejos se sugirié como explicacion probable a
la deficiencia de hierro producida por metales (72). Esta hipotesis implica
que los metales compitan con el hierro en algunas etapas de la formacion
de la clorofila, en un lugar ocupado normalmente por aquél (74).

Aunque se pensé que manganeso, cobre, zinc y calcio podrian sustituir
al hierro en los complejos con los acidos malico o maldnico, se ha com-
probado que en realidad esto no ocurre (108).

El zinc es el elemento que interflere mas fuertemente la acciéon del hie-
rro. No solo reduce su absorcion, sino también, y en alto grado, su trans-
porte hacia el apice del tallo (108).

La deficiencia de silice provoca la aparicion de sintomas de toxicidad
de hierro. La adicién de silice disminuye la absorciéon de hisrro y manga-
neso, e incluso la del fésforo si el nivel de éste en el medio es muy ele-
vado (136).
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