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RESUMEN / RESUM / SUMMARY



Resumen

Una caracteristica metabdlica importante de las raices de las plantas es la exudacion a la rizosfera
de una amplia variedad de compuestos. La regulacion de la sintesis y exudacion activa de éstos
permite que su accidn se produzca en el lugar, momento y tiempo adecuados y, por consiguiente,
confiere a la planta la capacidad de reaccionar ante variaciones del entorno eludiendo posibles
efectos adversos, como cambios osmdticos, ataque de patdogenos o escasez de nutrientes, entre
otros. Parte de los compuestos exudados son producto del metabolismo secundario y ha sido muy
estudiado su papel en la regulacion de la comunidad microbiana del suelo, en el fomento de
simbiosis beneficiosas y en la inhibicion del crecimiento de plantas competidoras. Menos
investigada ha sido, sin embargo, la influencia de estos compuestos en la disponibilidad de
nutrientes en la rizosfera. En esta Tesis Doctoral se investiga la exudacion radicular de
compuestos fenolicos y flavinas en respuesta a la deficiencia de hierro (Fe), micronutriente muy
abundante en los suelos y generalmente poco disponible. Aunque esta respuesta se conoce desde
hace décadas en especies no gramineas, la identidad y la cantidad de compuestos exudados, los
mecanismos de transporte y sus funciones en la rizosfera, son poco conocidos. Para este estudio
se han utilizado la especie modelo Arabidopsis thaliana, y dos especies de interés agrondmico,
tomate (Solanum lycopersicum) y remolacha (Beta vulgaris var. saccharifera).

El estudio constituye el primer andlisis exhaustivo y simultdneo de compuestos fendlicos y
flavinas acumulados en raices y exudados al medio de cultivo como respuesta de las plantas a la
deficiencia de Fe. Se aplica una aproximacion analitica basada en la separacion de los compuestos
por cromatografia liquida de alta eficacia y su deteccion por la combinacion de espectroscopia de
fluorescencia y de ultravioleta-visible con espectrometria de masas de diferentes modalidades. En
raices de A. thaliana y tomate, la deficiencia de Fe induce la sintesis y acumulacion de
compuestos fenodlicos de tipo cumarina, y no afecta a la concentracion de flavinas. Remolacha no
responde a la deficiencia de Fe produciendo cumarinas sino que, de acuerdo a lo ya conocido,
sintetiza y acumula flavinas en raiz, y las exuda al medio, principalmente como sulfatos de
riboflavina. El tiempo de exposicion a la deficiencia de Fe y/o el pH del medio de cultivo afecta a
la produccién de cumarinas en 4. thaliana y tomate. Los perfiles de compuestos de tipo cumarina
producidos por ambas especies también difieren. Aunque las dos producen cumarinas simples con
las sustituciones oxigenadas -OH, -OCH; y -O-hexosil, el grado de oxigenacion es diferente. Asi,
en tomate predominan las cumarinas tetra-oxigenadas como trihidroximetoxicumarina frente a las
tri- y di-oxigenadas como fraxetina y escopoletina, respectivamente, mientras que en A. thaliana
son di- y tri-oxigenadas y se producen junto con cumarinolignanos de tipo cleomiscosina. Las
cumarinas se acumulan en raiz tanto en formas hexoésido como aglicona, con la forma
predominante dependiendo de cada cumarina y/o especie vegetal. El perfil de compuestos de tipo
cumarina presentes en el medio de cultivo es diferente al observado en las raices, presentdndose
en forma aglicona y siendo mayoritarias escopoletina y fraxetina. Esta exudacion de cumarinas en
A. thaliana esta mediada por la proteina transportadora AtABCG37.

La retirada de las cumarinas y flavinas exudadas del medio de A4. thaliana y de remolacha tiene un
impacto negativo en la nutricion férrica de estas especies. La cumarina tipo catecol fraxetina y las
flavinas en forma reducida permiten la disolucion de 6xido férrico -forma caracteristica del Fe del
suelo- a pHs relevantes desde el punto de vista agronémico. Ademas, se demuestra que las raices
de las plantas de remolacha deficientes en Fe pueden utilizar flavinas endogenas extracelulares
para promover la disolucién reductiva de 6xidos férricos. El trabajo concluye que la exudacion
radicular de compuestos de tipo cumarina en plantas de 4. thaliana y de flavinas en plantas de
remolacha permite aumentar la concentracion de Fe soluble en suelos con baja disponibilidad de
este nutriente y, por lo tanto, mejora la nutricion férrica de estas especies.



Resum

Una caracteristica metabolica important de les arrels de les plantes és l'exsudacio a la rizosfera
d'una amplia varietat de compostos. La regulacié de la sintesi i exsudacid activa d'aquests, permet
que la seva accid es produeixi en el lloc, moment i temps adequats i, per tant, confereix a la planta
la capacitat de reaccionar davant de variacions de l'entorn eludint possibles efectes adversos, com
canvis osmotics, atac de patdgens o l'escassetat de nutrients, entre d'altres. Part dels compostos
exsudats son producte del metabolisme secundari i el seu paper ha estat molt estudiat en la
regulacié de la comunitat microbiana del sol, en el foment de simbiosis beneficioses i en la
inhibicio del creixement de plantes competidores. Menys investigada ha estat la influéncia
d'aquests compostos en la disponibilitat de nutrients de la rizosfera. En aquesta Tesis Doctoral
s'investiga l'exsudacid radicular de compostos fenolics i flavines en resposta a la deficiéncia de
ferro (Fe), micronutrient molt abundant en els sols i generalment poc disponible. Tot i que aquesta
resposta es coneix des de fa decades en especies no graminies, la identitat i la quantitat de
compostos exsudats, els mecanismes de transport i les seves funcions a la rizosfera, son poc
coneguts. Per aquest estudi s’ha utilitzat I'espécie model Arabidopsis thaliana, i dues especies
d'interés agronomic, el tomaquet (Solanum lycopersicum) i la remolatxa (Beta vulgaris var.
saccharifera).

L'estudi constitueix el primer analisi exhaustiu i simultani de compostos fenolics i flavines
acumulats a les arrels i exsudats al medi de cultiu com a resposta de les plantes a la deficiéncia de
Fe. S'aplica una aproximaci6 analitica basada en la separacié dels compostos per cromatografia
liquida d'alta eficacia i la seva deteccié per la combinacié d'espectroscopia de fluorescencia i
d'ultravioleta-visible amb espectrometria de masses de diferents modalitats. En arrels de A.
thaliana 1 tomaquet, la deficiéncia de Fe indueix la sintesi i acumulacié de compostos fenolics de
tipus cumarina, i no afecta la concentracid de flavines. La planta de remolatxa no respon a la
deficiéncia de Fe produint cumarines siné que, d'acord al que ja s'ha conegut, sintetitza i acumula
flavines a les arrels, i les exsuda al medi, principalment com a sulfats de riboflavina. El temps
d'exposicio a la deficiéncia de Fe i/o el pH del medi de cultiu afecta la produccié de cumarines en
A. thaliana 1 tomaquet. Els perfils de compostos de tipus cumarina produits per les dues espécies
també difereixen. Encara que les dues produeixen cumarines simples amb les substitucions
oxigenades -OH, -OCH; i -O-hexosil, el grau d'oxigenacié és diferent. Aixi, en tomaquet
predominen les cumarines tetra-oxigenades com trihidroximetoxicumarina enfront de les tri- i di-
oxigenades com la fraxetina i I’escopoletina, respectivament, mentre que a A. thaliana son di- i
tri-oxigenades i es produeixen conjuntament amb cumarinolignans de tipus cleomiscosina. Les
cumarines s'acumulen a les arrels tant en formes de hexosid com aglicona, amb la forma
predominant depenent de cada cumarina i/o espécie vegetal. El perfil de compostos de tipus
cumarina presents en el medi de cultiu és diferent a 'observat a les arrels, presentant-se en forma
aglicona i sent majoritaries 1’escopoletina i la fraxetina. Aquesta exsudacié de cumarines en A.
thaliana esta intervinguda per la proteina transportadora AtABCG37.

La retirada de les cumarines i flavines exsudades del mitja de A. thaliana i de remolatxa té un
impacte negatiu en la nutrici6 férrica d'aquestes especies. La cumarina tipus catecol fraxetina i les
flavines en forma reduida permeten la dissoluci6 d'oxid férric -forma caracteristica del Fe als sols-
a pHs rellevants des del punt de vista agronomic. A més, es demostra que les arrels de les plantes
de remolatxa deficients en Fe poden utilitzar les flavines endogenes extracel-lulars per promoure
la dissolucid reductiva d'oxids ferrics. El treball conclou que 1'exsudacié radicular de compostos
de tipus cumarina en plantes de A. thaliana i1 de flavines en plantes de remolatxa, permet
augmentar la concentracié de Fe soluble en sols amb baixa disponibilitat d'aquest nutrient i, per
tant, millora la nutrici6 férrica d'aquestes espécies.



Summary

A remarkable metabolic feature of plant roots is the ability to secrete a vast array of compounds
into the rhizosphere. The regulation of the synthesis and active secretion of these compounds
allows their action to occur at the precise site and time required, enabling plants the ability to cope
with changes in the local environment, thus avoiding possible adverse effects such as osmotic
changes, pathogen attack, low nutrient supply, etc. A part of the secreted compounds are produced
by the secondary metabolism, and their role in the regulation of the soil microbial community, the
promotion of beneficial symbiotic associations and the inhibition of the growth of competing
plant species has been extensively investigated. However, the influence of these compounds in
rhizosphere nutrient availability has been less studied. The aim of this study was to investigate the
root exudation of phenolic compounds and flavins induced by the deficiency of iron (Fe), an
abundant but generally poorly soluble micronutrient in soils. Although these root responses have
been reported in different non-graminaceous species for decades, the identity of the compounds,
their transport outside the roots and their role in the rhizosphere are largely unknown. The study
used the model plant species Arabidopsis thaliana and two crop species, tomato (Solanum
lycopersicum) and sugar beet (Beta vulgaris var. saccharifera).

The present Thesis includes the first thorough and systematic analysis of the phenolic compounds
and flavins accumulated and secreted by roots in response to Fe deficiency. The analytical
approach used is based on the separation of the compounds by high performance liquid
chromatography and their detection by a combination of fluorescence and UV-visible
spectroscopy and different types of mass spectrometry. In A. thaliana and tomato, Fe deficiency
induced the synthesis and accumulation of coumarin-type phenolic compounds and did not affect
the root production of flavins. Conversely, sugar beet did not produce phenolic compounds in
response to Fe deficiency, but instead synthesizes and accumulates flavins -mainly riboflavin
sulfates- in roots, and also exports them to the growth medium. The time of Fe deficiency
exposure and/or the pH of the culture medium affect the production of coumarins in 4. thaliana
and tomato, and the coumarin profile was different in both species. Although the two species
produce simple coumarins with the oxygen-containing substituents hydroxyl, methoxyl and -O-
hexosyl in the benzene ring, the number of such substituents was different. In tomato, tetra-
oxygenated coumarins such as trihydroxymethoxycoumarin were predominant over the tri- and
di-oxygenated coumarins (such as fraxetin and scopoletin, respectively), whereas 4. thaliana
produced only tri- and di-oxygenated coumarins, along with cleomiscosin-type coumarinolignans.
The root coumarins were in hexoside and aglycone forms, with the prevalent form being
dependent on the coumarin and/or the plant species. The coumarin profile of the culture medium
differed from that found in roots: the coumarins were in the aglycone form, and the predominant
ones were scopoletin and fraxetin. This Thesis revealed that the transporter AtABCG37 is
involved in the secretion of coumarins in 4. thaliana.

This study also showed that the depletion of coumarin-type phenolics and flavins in the culture
medium of Fe-deficient A. thaliana and sugar beet plants, respectively, has a negative impact on
the plant Fe nutritional status. The catechol coumarin fraxetin and the reduced forms of flavins
promoted the dissolution of ferric oxide —the major form of Fe in soils- at agronomically relevant
pH values. In addition, other results of this study provide support for the view that roots of Fe-
deficient sugar beet plants can use endogenous extracellular flavins to dissolve ferric oxide. This
Thesis concludes that the root secretion of coumarin-type compounds by A. thaliana and of
flavins by sugar beet allows for increasing the concentration of soluble Fe in soils with low Fe
availability, therefore improving the Fe nutritional status in these species.
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