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RESUMEN 

 

El hierro es esencial en procesos redox celulares y biosíntesis de clorofila, su 

biodisponibilidad es reducida en suelos alcalinos. Las estrategias para la 

adquisición de hierro en plantas son insuficientes para aliviar el estrés inducido por 

la deficiencia, evidenciado la importancia de los microorganismos rizosféricos. 

Arthrobacter agilis UMCV2 es una rizobacteria PGPR que induce mecanismos de 

adquisición de hierro en plantas. Resultados obtenidos en este estudio demostraron 

que los compuestos volátiles de la cepa UMCV2 inducen cambios fisiológicos y 

morfológicos en las plántulas de M. truncatula, por lo que resultó interesante 

estudiar el tipo de metabolitos que se inducen en respuesta a los compuestos 

bacterianos y al estrés por deficiencia de hierro. Se utilizaron las plataformas GC-

MS, DLI-ESI-MS y UPLC-ESI-MS para determinar si los compuestos volátiles de 

Arthrobacter agilis UMCV2 modulan el metaboloma de Medicago truncatula 

promoviendo la tolerancia de la planta al estrés por deficiencia de hierro. Se 

realizaron análisis de metabolitos en plántulas de M. truncatula crecidas en 

suficiencia y deficiencia de hierro y en interacción con los compuestos volátiles de 

A. agilis UMCV2 durante 10 días, en un sistema de compartimentos separados. Este 

estudio provee evidencia sobre el papel de A. agilis UMCV2 en la modulación de 

compuestos involucrados en la tolerancia al estrés por deficiencia de hierro en 

plantas de M. truncatula, esto mediante la alteración del metabolismo que favorece 

el incremento de metabolitos involucrados en la respuesta de defensa, movilización 

de hierro y comunicación planta-microorganismo. 

 

Palabras clave: Deficiencia de Fe, Compuestos volátiles bacterianos, 

Espectrometría de masas (MS), Arthrobacter agilis UMCV2 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Iron is essential in cell redox reactions and chlorophyll biosynthesis, its bioavailability 

is usually low in alkaline soils. Strategies for the acquisition of iron in plants are 

insufficient to alleviate the stress induced by the deficiency, evidencing the 

importance of rhizospheric microorganisms. Arthrobacter agilis UMCV2 is a 

rhizobacterium PGPR that induces iron acquisition mechanisms in plants. Results 

obtained in this study showed that the volatile compounds of the UMCV2 strain 

induce physiological and morphological changes in seedlings of Medicago 

truncatula, so it was interesting to study the type of metabolites that induced in 

response to bacterial compounds and iron deficiency. The GC-MS, DLI-ESI-MS and 

UPLC-ESI-MS platforms were used to determine effect of volatile compounds of A. 

agilis UMCV2 on modulation the metabolome of M. truncatula promoting the plant's 

tolerance to iron deficiency stress. The metabolite analyzes were performed on 

seedlings of M. truncatula grown in iron deficiency and deficiency and interacting 

with volatile compounds of A. agilis UMCV2 for 10 days, in a separate compartment 

system. This study provides evidence on the role of A. agilis UMCV2 in the 

modulation of compounds involved in tolerance to iron deficiency stress in M. 

truncatula, through changes in metabolism that favors the increase of metabolites 

involved in the defense response, iron mobilization and plant-microorganism 

communication. 

 

Keywords: Fe deficiency, Volatile microbial compounds, MS, Arthrobacter agilis 

UMCV2 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

En la actualidad la demanda por alimentos y la necesidad de incrementar el 

rendimiento y la calidad de los cultivos, ha conducido a la aplicación de grandes 

cantidades de productos químicos (fertilizantes y fitohormonas) con la finalidad de 

incrementar la disponibilidad de nutrimentos y estimular el crecimiento de las plantas 

(Zaman et al., 2015). La búsqueda de alternativas sustentables para reducir la 

aplicación de compuestos químicos en los cultivos y producir alimentos libres de 

químicos, ha hecho que los microorganismos de la rizosfera emerjan como 

potenciales inductores del crecimiento.  

 

El hierro (Fe) es requerido para procesos que sostienen la vida desde la respiración 

hasta la fotosíntesis, donde participa en la transferencia de electrones a través de 

reacciones redox reversibles. Entre los nutrimentos minerales esenciales requeridos 

por las plantas, el hierro, junto con el P y N, representan las principales limitaciones 

para la productividad de los cultivos en todo el mundo (Pii et al., 2015; Tsai y 

Schmidt, 2017).  

 

La exudación de compuestos a través de las raíces es un proceso importante y 

determinante en la adaptación de las plantas a la deficiencia de hierro en el suelo 

(Canarini et al., 2019). Así, las estrategias de crecimiento están sincronizadas con 

la excreción de sustancias al medio; de tal forma que los exudados radiculares se 

consideran como un mecanismo químico, susceptible de ser modificado con 

cambios del entorno de la planta. 

 

A su vez, los microorganismos del suelo juegan un papel importante en la 

mineralización y transformación de los nutrimentos en la rizosfera (Marschner et al., 

2011). Al igual que lo hacen las plantas, los microorganismos son capaces de 

influenciar la disponibilidad de nutrimentos a través de la secreción de compuestos 

que solubilizan, quelan, reducen u oxidan. 
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Arthrobacter agilis UMCV2 es una rizobacteria PGPR que fue aislada en nuestro 

grupo de trabajo y es endófita de plantas de M. truncatula (Aviles-Garcia et al., 

2016). A. agilis UMCV2 promueve el crecimiento vegetal mediante el incremento de 

la biodisponibilidad de hierro (Valencia-Cantero et al., 2007), producción del 

compuesto volátil dimetilhexadecilamina (DMHDA) (Velázquez-Becerra et al., 2011) 

y por la modulación de los mecanismos de adquisición de hierro en plantas 

estrategia I y II (Orozco-Mosqueda et al., 2013; Cástulo-Rubio et al., 2015; 

Hernández-Calderón et al., 2018; Montejano-Ramírez et al., 2018).  

 

Si bien, los mecanismos moleculares mediante los cuales la UMCV2 promueve la 

adquisición de hierro en las plantas y estimula el crecimiento vegetal han sido 

estudiados previamente, aún se desconoce si los compuestos volátiles de A. agilis 

UMCV2 inducen la síntesis de metabolitos implicados en la tolerancia al estrés por 

deficiencia de hierro en las plantas y si modulan la exudación radicular. Para ello, 

se utilizó como planta modelo a Medicago truncatula y se emplearon técnicas de 

espectrometría de masas como GC-MS, DLI-ESI-MS y UPLC-ESI-MS para realizar 

el perfilado metabolómico. 
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1. Importancia del hierro en las plantas 

 

El hierro (Fe) es un microelemento esencial para el crecimiento y desarrollo de las 

plantas. El Fe es de especial importancia para las plantas debido a su capacidad 

redox, característica que lo hace un cofactor responsable para el transporte de 

electrones y procesos catalíticos (Balk y Schaedler, 2014; Briat et al., 2015). Los 

centros hierro-azufre son posiblemente el uso más abundante del hierro como 

cofactor y su participación es clave en la fotosíntesis y respiración.  

 

El Fe es esencial para las plantas debido a su participación en la fijación de CO2 

que utiliza al hierro como un elemento clave en el trasporte de electrones a través 

del complejo PSII-b6f/Rieske-PSI (Briat et al., 2015). En plantas superiores los 

niveles del fotosistema I (12 Fe) y el complejo I (22 Fe) se regulan negativamente al 

encontrarse en condiciones de deficiencia de hierro (Vigani et al., 2009). Este 

microelemento también participa en otros procesos celulares como biosíntesis de 

clorofila, biogénesis de tilacolides, desarrollo del cloroplasto y trasporte de oxígeno 

(Nishio et al., 1985; Kobayashi y Nishizawa, 2012). 

 

Los suelos normalmente contienen altas cantidades de hierro, sin embargo, su 

disponibilidad para las plantas se encuentra restringida debido al pH, el estado 

redox y la composición del suelo (Brancadoro et al., 1995). Las plantas requieren 

de 10-6 a 10-5 M de hierro para su óptimo crecimiento, en suelos aireados o alcalinos 

apenas excede 10-10 M (Frossard et al., 2000). Debido a la baja disponibilidad del 

hierro en el suelo, su deficiencia se ha convertido en un problema alrededor del 

mundo, donde más de la tercera parte de los suelos arables son potencialmente 

deficientes en hierro (Guerinot et al., 2007). 

 

Se ha demostrado que el Fe es un factor limitante para la producción de biomasa 

vegetal, basta mencionar como ejemplos en fitoplancton (Martin y Fitzwater, 1988), 
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Arabidopsis thaliana (Ravet et al., 2009), tomate (Jin et al., 2009), espinaca (Jin et 

al., 2013) y arroz (Takahashi et al., 2001). La clorosis inducida por la deficiencia de 

hierro es un problema serio que conduce a la pérdida de la producción y a una 

calidad reducida en la producción agrícola (Kim y Guerinot, 2007). 

 

El problema de la baja solubilidad del hierro en ambientes aeróbicos o de pH neutro 

conlleva a una baja disponibilidad de este elemento para otros organismos, además 

de las plantas. Éste es un problema que concierne directamente a la nutrición 

humana, como una consecuencia de una baja ingesta de hierro se tiene anemia, lo 

que se manifiesta como fatiga y en los bebés puede presentarse tanto retraso en el 

desarrollo como mental (Ivanov et al., 2012).  

 

Dado que las plantas son una fuente primaria de Fe para los humanos, comprender 

los mecanismos por los cuales las plantas adquieren eficientemente Fe del suelo, 

particularmente en condiciones deficientes de Fe, permitiría obtener cultivos con 

mejor calidad nutricional de Fe, aliviando así la desnutrición de éste mineral en los 

humanos. 

 

2.1.1 Mecanismos para la toma de hierro 

   

En plantas que crecen en deficiencia de hierro, las hojas más jóvenes son las más 

afectadas por la condición, presentan amarillamiento intervenal o clorosis. Las 

plantas difieren en su respuesta al estrés por hierro. La respuesta es adaptativa en 

la medida en que se producen cambios metabólicos en el planta: (i) los iones de 

hidrógeno se liberan de las raíces, (ii) aumento de ácidos orgánicos (particularmente 

cítricos) en la raíz, (iii) la tasa de reducción (Fe3+ a Fe2+) aumenta en la raíz, y (iv) 

compuestos reductores se liberan en solución de las raíces de algunas plantas 

(Brown y Ambler, 1973). 

 

Las raíces de las plantas afectadas por la deficiencia acidifican el medio a un pH 

tan bajo como 3.7 (Hether et al., 1984), durante el proceso de acidificación, 
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sustancias reductoras de hierro son liberadas y movidas hacia la rizosfera. Tanto el 

proceso de acidificación como el de reducción incrementan la solubilidad de Fe 

aliviando con esto el estrés impuesto por la deficiencia. 

 

2.1.1.1. Estrategias de adquisición de hierro en plantas 

 

Como fue mencionado con anterioridad, el hierro es un micronutriente esencial para 

las plantas. En suelos aireados la mayoría del Fe no se encuentra disponible para 

ser absorbido por las plantas debido a que es muy insoluble (Römheld y Marschner, 

1986). Las plantas han evolucionado varios mecanismos de adaptación que 

movilizan el hierro en la rizosfera. 

 

Existen pocas formas de incrementar la solubilidad del hierro en la rizosfera para 

incrementar su disponibilidad para las plantas: incremento en la reducción de Fe3+ 

a Fe2+, disminución del pH de la rizosfera y la solubilización de hierro mediante la 

liberación de compuestos quelantes producidos por las plantas. Estos mecanismos 

adaptativos o inducibles son suprimidos cuando las necesidades de hierro son 

satisfechas (Römheld y Marschner, 1986). 

 

De acuerdo a Römheld y Marschner (1986) existen diferencias cualitativas en las 

plantas entre genotipos para los mecanismos de adaptación a la deficiencia de 

hierro, estas diferencias pueden ser clasificadas en dos estrategias 

filogenéticamente distintas. En la actualidad hay trabajos que demuestran la 

presencia de componentes de la estrategia I en la estrategia II.  

 

En el 2018, Hernández-Calderón et al. identificaron al transportador de hierro IRT, 

el cual está presente en plantas con estrategia I para la adquisición de hierro, en 

plantas de Sorgo (Sorghum bicolor) que pertenece a la estrategia II. Dentro de los 

resultados, se encontraron dos genes correspondientes a SbIRT1 y SbIRT2 los 

cuales son inducibles por la deficiencia de hierro así como los compuestos volátiles 

de bacterias benéficas, patógenas y comensales.   
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En un trabajo previo, Cástulo-Rubio et al. (2015) observaron que la rizobacteria 

Arthrobacter agilis UMCV2 modula la trascripción de FRO, una férrico quelato 

reductasa que es componente de la estregia I, en plantas con estrategia II mediante 

la emisión de compuestos orgánicos volátiles en condiciones de suficiencia y 

deficiencia de hierro. 

 

Esto demuestra que existen remanentes de la estrategia I en plantas que sufrieron 

especiación tiempo después, en el orden poales. De manera general, las plantas 

pueden clasificarse como Estregas I y II de acuerdo a su habilidad para la toma de 

hierro, a continuación se detallan estas estrategias. 

  

a) Estrategia I 

 

Las plantas dicotiledóneas y monocotiledóneas no gramíneas son clasificadas como 

Estrategia I, estas plantas exhiben al menos tres reacciones adaptativas que se 

basan en la reducción de hierro: 1) incremento en la reducción de Fe3+ a Fe2+ en la 

superficie de la raíz (Chaney et al., 1972), 2) extrusión de protones que promueven 

la reducción de hierro (Römheld et al. 1984), y 3) la liberación de sustancias 

quelantes por las raíces (Hether et al. 1984). 

 

La estrategia I para la adquisición de hierro comprende tres pasos principales: 

solubilización de hierro, reducción de Fe3+ a Fe2+ y la internalización del hierro 

reducido. En Arabidopsis thaliana, en condiciones de deficiencia de hierro la 

solubilización es principalmente mediada por una extrusión de protones (H+-

ATPasa) resultando en una acidificación local de la rizosfera (Santi y Schmidt, 

2009).  

 

En la raíz de Arabidopsis, la reducción de Fe3+ a Fe2+ es principalmente llevada a 

cabo por la enzima Férrico Reductasa Oxidasa 2 (FRO2) de la familia FRO2, este 

paso ha sido propuesto como limitante en la adquisición de hierro (Robinson et al., 

1999). La internalización del hierro reducido es llevado a cabo por el transportador 
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divalente IRT1 (Iron Regulated Transporter 1) (Vert et al., 2002), el cual pertenece 

a la familia de transportadores metálicos ZIP (Zinc-regulated transporter, Iron-

regulated transporter-like Protein) (Mäser et al., 2001), es expresado en las células 

epidérmicas de las raíces y se localiza en la membrana plasmática. 

 

Una vez que el hierro es internalizado, éste es cargado al xilema y es transportado 

hacia la parte aérea de la planta mediante la corriente de transpiración, el Fe se 

mueve a través del xilema acomplejado con el citrato. El citrato es un quelante de 

hierro necesario para su distribución en la planta; FDR3 es un proteína 

perteneciente a la familia MATE (Multidrug and Toxin Efflux) que participa en la 

carga de citrato al xilema y tiene un papel en la regulación de la traslocación del 

hierro de las raíces a la parte aérea (Green y Rogers, 2004; Durrett et al., 2007). 

 

Regulación transcripcional de la adquisición de hierro en la estrategia I 

La regulación de la reducción de Fe3+ es un paso obligatorio en el mecanismo de 

adquisición de hierro por las plantas no gramíneas (Chaney et al., 1972). En 

Arabidopsis, un regulador maestro de la toma de hierro es la proteína FIT (Fe-

deficiency Induced Transcription Factor, bHLH29), en condiciones de deficiencia de 

hierro se ha observado ser esencial para la inducción de altos niveles de los genes 

de AHA2, FRO2 e IRT1 (Colangelo y Guerinot, 2004; Ivanov et al., 2012). La red 

reguladora de FIT comprende otros bHLHs del subgrupo Ib, como bHLH38, 

bHLH39, bHLH100 y bHLH101, todos ellos tienen funciones redundantes y pueden 

interactuar con FIT para formar heterodímeros y activar los genes para la toma de 

hierro (Brumbarova et al., 2015). El regulador transcripcional FIT también controla 

MYB10 y MIB72, factores transcripcionales esenciales para el crecimiento de la 

planta en condiciones de baja disponibilidad de hierro (Palmer et al., 2013; 

Zamioudis et al., 2014, 2015).  

FIT es regulado postraduccionalmente mediante la interacción con EIN3 (Ethyelene-

Insensitive 3), EIL1 (Ethylene-Insensitive 3-Like 1) y la subunidad MED16 del 

complejo mediador (Yuan et al., 2005; Ivanov et al., 2012; Sivitz et al., 2011; Lingam 

et al., 2011; Yang, et al., 2014; Zhang et al., 2014). Otra proteína bHLH47 (POPEYE) 
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regula un conjunto de genes relacionados con hierro que no se cruzan con la 

ubiquitin ligasa BRUTUS (BTS), ILR3 (IAA-Leucine Resistant 3, bHLH105) Y 

bHLH115 (Brumbarova et al., 2015; Long et al., 2010; Selote et al., 2015). BRUTUS 

regula negativamente la respuesta a deficiencia de hierro por lo que se sugiere que 

actúa como un sensor de hierro (Kobayashi et al., 2013; Selote et al., 2015). 

 

b) Estrategia II 

 

Las plantas del orden Poales al que pertenecen las gramíneas poseen la estrategia 

II que basa su capacidad para absorber hierro en la biosíntesis y exudación de 

fitosideróforos (PS), los cuales tienen una alta afinidad de quelación por Fe3+ 

(Schaaf et al., 2004). Los PS se liberan en la rizosfera a través del transportador de 

la familia del ácido mugineico TOM1 (Nozoye et al., 2011). El transporte del 

complejo PS-Fe3+ se lleva a cabo a través de la membrana plasmática de la células 

epidérmicas, vía el transportador YS1 y YSL (Yellow Stripe 1) (Römheld y 

Marschner, 1986; Kobayashi y Nishizawa, 2012). YS1 codifica para un transportador 

del complejo PS-Fe3+, un proteína integral de membrana con 12 dominios putativos 

transmembranales que pertenece la superfamilia OPT (Oligopeptide transporter) 

(Kim y Guerinot, 2007). 

 

Los fitosideróforos son aminoácidos no proteinogénicos, la exudación de estos 

compuestos por los pastos tiene lugar en la punta y zona de elongación de la raíz 

(Römheld 1991). Los PS pertenecen a la familia del ácido mugineico (MAs), se han 

identificado nueve tipos de MAs y son sintetizados a través de una ruta conservada 

a partir de S-adenosil-L-metionina. Esta ruta incluye tres reacciones enzimáticas 

secuenciales mediadas por la nicotianamina sintasa (NAS), nicotianamina 

aminotransferasa (NAAT) y ácido deoximugineico sintasa (DMAS), generando ácido 

2´-deoximugineico que es precursor de todos los MAs (Kobayashi y Nishizawa, 

2012). Cada especie de gramínea produce su propio set de MAs, por lo tanto, la 

tolerancia a la deficiencia de hierro esta correlacionado con las cantidades y los 

tipos de PS secretados (Marschner, 1995). En la figura 1 se esquematizan los 
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componentes de integran las estrategias I y II presentes en las plantas superiores 

para la adquisición de hierro. 

 

 

Figura 1. Estrategias de adquisición de hierro en plantas superiores. Estrategia I en plantas 
dicotiledóneas y monocotiledóneas no gramíneas (izquierda) y Estrategia II en plantas gramíneas 
(derecha). Modificado de Tsai y Schmidt, 2017 

 

2.1.1.2. Producción de metabolitos secundarios 

 

El hierro sirve como un cofactor para una amplia variedad de procesos en las 

plantas y la deficiencia de este elemento afecta el comportamiento de la raíz, 

particularmente la exudación de compuestos orgánicos. Además de la secreción de 

fitosideróforos en las plantas con estrategia II, la deficiencia de hierro induce la 

liberación de compuestos reductores y quelantes en plantas con estrategia I, 

incluyendo compuestos fenólicos, flavinas y ácidos orgánicos (Jin et al., 2007; 

Kobayashi y Nishizawa, 2012). 

 

Hace más de cuatro décadas que dio inicio el estudio sobre sustancias de bajo peso 

molecular liberadas por las raíces de las plantas, compuestos considerados que 

están involucrados en la adquisición de hierro. Uno de los primeros estudios fue 
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realizado por Brown y Ambler (1973) donde se analizaron sustancias reductoras 

excretadas por las raíces, así como su participación en la absorción de hierro por 

plantas de soya, en este trabajo se observó que las sustancias reductoras actúan 

mejor a pH bajo (3.9 - 4.5) que a pH más alto (6.4 - 6.8); los compuestos reductores 

aumentan la liberación de Fe2+ de los agentes quelantes y pueden mantener el 

hierro en estado reducido para que pueda ser transportado hacia la raíz. 

 

Los autores mencionan que esto último podría ser el papel más importante de las 

sustancias reductoras, en la medida en que su función reductora per se no facilitó 

la absorción de hierro en las plantas de soya, de igual manera dedujeron que dentro 

de las sustancias reductoras podrían encontrarse compuestos fenólicos, los cuales 

con base en otros antecedentes, se sabe que funcionan como sustancias 

solubilizadoras de hierro y parecen no participar en la absorción de este metal. 

 

Las primeras sustancias liberadas por las plantas identificadas como reductoras de 

hierro fueron el ácido cafeíco (Olsen et al., 1982) y ácido clorogénico (Hether et al., 

1984) en exudados de plantas de tomate. Los compuestos de bajo peso molecular 

liberados por las raíces de las plantas se han asociado con la adquisición de hierro 

por más de cuatro décadas.  

 

Los compuestos fenólicos liberados por las raíces han sido asociados a las 

estrategias I y II para la adquisición de hierro. El primer estudio realizado sobre la 

importancia de los compuestos fenólicos en la adquisición de hierro es el realizado 

por Jin et al. (2007), donde se demuestra que la remoción de compuestos fenólicos 

del medio de crecimiento causa síntomas de deficiencia de hierro en plantas de 

trebol, indicando su papel en la movilización del Fe. La remoción de los compuestos 

fenólicos incrementa la deficiencia de hierro e incrementa otras respuestas como la 

extrusión de protones y la reducción del Fe3+, lo que indica que la producción y 

exudación de compuestos fenólicos no se puede compensar por otras respuestas. 
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La exudación de compuestos fenólicos no está restringida a plantas con estrategia 

I para la adquisición de hierro, también se ha documentado la presencia de esta 

clase de compuestos en plantas estrategas II como el arroz (Bashir et al., 2011), 

donde su exudación no se incrementa por efecto de la deficiencia de hierro. Los 

cambios en la cantidad de exudación de compuestos fenólicos entre plantas con 

estrategia I y II puede deberse a una regulación diferente en cuanto a movilización 

del carbono en condiciones de estrés. 

 

Las cumarinas son compuestos que han sido reportados que podrían ayudar en la 

adquisición de hierro mediante la quelación y/o reducción del hierro férrico. La 

exudación de cumarinas es esencial para la adquisición de hierro y crecimiento de 

Arabidopsis thaliana y Brassica napus en sustratos alcalinos (Fourcroy et al., 2014). 

Un estudio más reciente reportó evidencia de otro grupo de compuestos 

involucrados en la adquisición de hierro. Sisó-Terraza et al. (2016) reportaron que 

Beta vulgaris exuda flavinas, las cuales puede movilizar hierro mediante reducción. 

 

Medicago truncatula exuda flavinas y Arabidopsis thaliana cumarinas, dos 

compuestos con función similar pero de naturaleza química diferente. El fenotipo 

mutante de Arabidopsis f6’h1 puede ser rescatado tanto por las cumarinas 

exudadas por plantas de tipo silvestre como por las flavinas secretadas por 

Medicago, indicando que las funciones fisiológicas de estos dos compuestos son 

similares, sin embargo, son mutuamente excluyentes (Rodríguez-Celma, 2013). 

 

La razón para la producción de compuestos movilizadores de hierro dependiente de 

la especie vegetal no está clara, sin embargo, los metabolitos secundarios 

secretados por la raíz podrían modificarse después en la rizosfera, ya sea por 

enzimas derivadas de plantas o microbianas. Las poblaciones bacterianas en la 

rizosfera se definen en gran medida por el tipo de suelo y por la interacción con las 

plantas, lo que implican que las plantas huésped determinan la colonización de 

algunos grupos de microorganismos a través de señales metabólicas exudadas. La 

composición de microorganismos en la rizosfera parece estar sesgada hacia 
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especies que promueven el crecimiento, por lo tanto, es concebible que los 

compuestos movilizadores de hierro de origen vegetal se modifiquen en la rizosfera 

al interactuar con sustancias producidas por microbios del suelo. 

 

2.2. Brasinoesteroides en la tolerancia al estrés 

 

Los brasinoesteoides (BRs) son un grupo de hormonas vegetales de naturaleza 

esteroide que fueron aisladas por primera vez del polen de Brassica hace 40 años. 

Los brasinoesteroides son la sexta clase de fitohormonas conocidas hasta ahora, 

se conocen 65 BRs libres y 5 BRs conjugados que han sido aislados o detectados 

en más de 100 especies de plantas, que van desde algas hasta angiospermas, lo 

que revela su distribución ubicua en el reino vegetal (Zullo et al., 2002; Bajguz, 

2007). Sin embargo, el brasinolido, 24-epibrasinolido y 28-homobrasinolido son los 

BRs más bioactivos (Anwar et al., 2018). 

 

Los brasinoesteroides son derivados hidroxilados del colestano y sus variaciones 

estructurales comprenden patrones en los anillos A y B, así como en el C-17 de la 

cadena lateral. Las rutas del metabolismo de brasinoesteroides producen 

modificaciones estructurales a los BRs naturales que afectan su actividad, función 

y transporte en plantas.  

 

Las plantas constantemente se encuentran regulando procesos fisiológicos y del 

desarrollo afectados por estímulos externos del medio en el que se desarrollan. 

Algunos estudios han indicado que los procesos biológicos son integrados por 

múltiples señales hormonales y los diferentes tipos de estrés inducen diferentes 

rutas de señalización hormonal en la plantas (Teale et al., 2008). 

 

2.2.1. Funciones de los brasinoesteroides en las plantas 

 

Los BRs son hormonas esteroideas que son percibidas por el receptor cinasa BRI1 

(BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1) de la familia de receptores LRR (repetidos 
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ricos en leucina), el cual interactúa con el co-receptor BAK1 (BRI1 ASSOCIATED 

RECEPTOR KINASE 1) y desencadena una serie de eventos de fosforilación y 

desfosforilación para transmitir información hacia el núcleo, información que va a 

ser traducida en la regulación de la expresión de varios cientos de genes con 

funciones fisiológicas variadas (Peres et al., 2019). 

 

Los brasinoesteroides son importantes reguladores del crecimiento en diversos 

procesos del desarrollo, siendo activos en concentraciones que van desde el orden 

nanomolar a micromolar, incluyendo división y elongación celular, diferenciación 

vascular, desarrollo reproductivo y modulación de expresión de genes. Otros 

procesos influenciados por éstas fitohormonas son la germinación de semillas, 

rizogénesis, floración, senescencia, abscisión y maduración (Bajguz, 2007). Los 

BRs controlan el crecimiento de la raíz en una manera dosis dependiente y también 

dependiente del tejido del que se trate (Singh y Savaldi-Goldstein, 2015). 

 

Numerosos estudios han demostrado que la aplicación exógena de BRs mediante 

varios modos como remojo de semillas (inmersión), tratamientos de raíz (inmersión 

o en medios de cultivo), la aspersión foliar y la inmersión previa a la siembra de 

esquejes, podrían mejorar crecimiento y desarrollo de plantas en presencia o 

ausencia de estrés en una variedad de especies de plantas. Las respuestas 

fisiológicas observadas durante la aplicación de BRs incluyen biosíntesis de etileno 

a través del incremento en la síntesis del ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico 

(Arteca et al., 1988; Schlagnhaufer et al., 1984), hiperporalización de la membrana 

debido al incremento de la extrusión de protones (Bajguz et al., 1996; Cerana et al., 

1983), incremento de la síntesis de ADN, ARN y proteínas (Bajguz et al., 2000; 

Kalinich et al., 1986), incremento en la actividad invertasa (Schilling et al., 1991), 

estimulación de la actividad fotosintética (Bajguz et al., 1998; Braun et al., 1984; 

Hayat et al., 2001), y cambios en el balance de otras fitohomonas (Eun et al., 1989). 

 

Algunas observaciones claves en la interacción de los BRs con otras fitohormonas 

respecto a la elongación del tallo incluyen una respuesta sinérgica con auxinas y un 
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efecto aditivo con giberelinas (Mandava et al., 1981; Yopp et al., 1981). Los 

brasinoesteroides inhiben a elongación de la raíz (Roddick et al., 1994), ésta 

característica podría ser una consecuencia de la inducción de la síntesis de etileno 

(Arteca et al., 1987). Sin embargo, los BRs pueden promover el desarrollo de las 

raíces de la corona, ramificación de raíces primarias y secundarias, así como la 

extensión de la raíz primaria ramificada (Sasse et al., 2003). 

 

Se ha demostrado que la aplicación exógena de BRs mejora la tolerancia al estrés 

mediante la activación de la transducción de señales y la expresión regulada por 

BR de genes relacionados con el estrés (Kagale et al., 2007). 

 

2.2.2. Brasinoesteroides en la tolerancia al estrés por deficiencia de Fe 

 

Las plantas son organismos sésiles y de manera inherente poseen ciertos 

mecanismos para percibir los estímulos ambientales y responder acorde a tales 

estímulos. El proceso de una planta para responder adecuadamente a las señales 

del medio ambiente primero requiere que la planta detecte el entorno cambiante. 

Debido a la naturaleza compleja del estrés, puede predecirse la probable 

implicación de múltiples sensores para la percepción de señales. Las rutas de 

transducción que son activadas después de la percepción de señales finalmente 

activan genes de respuesta a estrés, generando así la respuesta inicial (Sharma et 

al., 2017). 

 

Actualmente se considera que ciertas respuestas de la planta no se rigen por una 

sola fitohormona, si no distintas fitohormonas están orquestadas por una o varias 

señales ambientales que interactúan entre si formando una red de señalización. 

Fitohormonas como ácido abscísico (ABA), etileno (ET), ácido salicilico (SA) y BR 

actúan como señales secundarias iniciando una cascada de señalización que puede 

seguir con la participación de diferentes componentes (Xiong et al., 2002). 
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Varios estudios se han llevado a cabo sobre el potencial de los BRs para mejorar la 

tolerancia al estrés (Zhang et al., 2014; Ahammed et al., 2015; Sharma et al., 2015; 

Hegazi et al., 2017; Wang et al., 2017), sin embargo, los mecanismos de acción 

siguen siendo esquivos. Esto podría deberse a la integración de señales de los BRs 

en muchas otras vías de señalización vinculadas para mitigar el estrés (Divi y 

Krishna, 2010; Ahammed et al., 2015; Divi et al., 2016). Un ejemplo de la 

contribución de los BRs a la aminoración de estrés abiótico es el trabajo de Kagale 

et al. (2007), donde aplicaron BRs de manera exógena y observaron una mejora en 

el efecto inhibidor del estrés salino sobre la germinación de semillas y crecimiento 

de plántulas de A. thaliana y B. napus. 

 

Respecto a la participación de los brasinoesteroides en respuesta a la deficiencia 

de nutrimentos, existe poca información. Uno de los trabajos realizados en plantas 

con estrategia I para la adquisición de hierro, es el de Wang et al. (2012) donde 

evaluaron la función fisiológica del 24-epibrasinolido (EBR) en la respuesta de 

plántulas de pepino a la deficiencia de hierro. Los resultados demostraron que en 

condiciones de suficiencia de hierro el EBR incrementó la actividad férrico quelato 

reductasa y la acidificación de la rizosfera, mientras que en deficiencia las suprimió. 

Aunado a los resultados anteriores, se sugiere que los BR pueden regular 

negativamente el contenido de clorofila en las plantas deficientes de hierro, en 

contraste, se observó que el EBR suprimió la proporción de contenido de Fe en las 

raíces con respecto a la de los brotes en condiciones tanto de suficiencia como de 

deficiencia. 

 

Otro estudio realizado sobre la participación de BRs en la homeostasis del hierro, 

mostró que la aplicación exógena de EBR incrementa la sensibilidad de plantas de 

arroz (Estrategia II) a la deficiencia de hierro (incremento en la clorosis de las hojas, 

expresión constitutiva de los genes asociados con la toma de hierro y bajo nivel de 

Fe en los plastidios). Sin embargo, una línea mutante de arroz (d2-1), que presenta 

interrumpida la ruta de biosíntesis de BR, presentó una tolerancia incrementada a 

la deficiencia de hierro la cual podría ser revertida por la complementación con el 
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EBR (Wang et al., 2015). Estos resultados sugieren que los BRs también se 

encuentran involucrados en la respuesta de plantas con estrategia II para la 

adquisición de hierro. 

 

En el trabajo realizado por Wang et al. (2015), se observó que el tratamiento con 

EBR suprimió la expresión de OsYSL2, OsNAS1 y OsNAS2 en la parte aérea, 

además, disminuyó el contenido de NA en la parte aérea y con esto se inhibió la 

traslocación de hierro desde las raíces hacia los brotes. Sin embargo, EBR 

incrementó significativamente la expresión de OsIRO2, un factor transcripcional que 

modula la toma y traslocación de hierro en arroz, en condiciones de hierro suficiente 

y deficiente. Por último en este estudio se encontró que la concentración de hierro 

en la parte aérea fue negativamente regulada por BRS. Wang et al. (2015) 

demostraron que los BRs tienen un papel regulador negativo en el control del 

transporte y traslocación del hierro de las raíces a los brotes, indirectamente 

mediante la modulación de OsIRO2. 

 

El decremento de la concentración de hierro en la parte aérea mediada por BRs 

incrementa la clorosis de las hojas, la cual puede retroalimentar a la raíz y activar la 

expresión de genes relacionados a la homeóstasis del Fe, lo que conduce a la 

acumulación de hierro en las raíces 

 

2.3. Interacción planta-microorganismo para la adquisición de hierro 

 

Inicialmente se pensaba que las estrategias I y II para la adquisición de hierro por 

las plantas podían asegurar un crecimiento normal de las plantas en condiciones de 

deficiencia de hierro, sin embargo, ha surgido evidencia de que estas estrategias 

por si solas son insuficientes para aliviar el estrés en plantas crecidas en deficiencia 

de hierro. Un ejemplo es el trabajo de Masalha et al. (2000) donde se demostró que 

plantas de girasol crecidas en condiciones estériles presentaron clorosis, un 

crecimiento menor y bajo contenido de hierro en comparación con las plantas 

crecidas en suelo no estéril. Resultados similares presentaron plantas de trébol 
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crecidas en suelo estéril (Jin et al., 2006). Estos resultados proveen evidencia que 

la actividad de los microorganismos del suelo desempeña un papel crítico en la 

adquisición de hierro. 

 

Resulta interesante observar que las plantas que experimentan deficiencia de Fe, 

además de inducir modificaciones morfológicas y fisiológicas en el sistema radicular, 

inducen exudación de compuestos a través de las raíces en respuesta al estrés 

nutricional, no exclusivamente en términos de cantidad, sino que también aumentan 

la complejidad de las especies moleculares liberadas (Hinsinger et al., 2003). 

 

Se sabe que la composición de los exudados de una planta se encuentra 

influenciada por varios factores como por ejemplo, el estado fisiológico, la presencia 

de microbios (Kamilova et al., 2006b; Meharg y Killham, 1995), la presencia de 

compuestos de rizobacterias (fenazinas, 2,4-diacetilfloroglucinol, zearalenona) 

(Phillips et al., 2004), y por último el sustrato de crecimiento (Lipton et al., 1987). 

 

Se ha estudiado la composición química de los perfiles de exudados de varias 

plantas, sin embargo, el perfil de compuestos mejor conocido es probablemente el 

de tomate. La principal fuente de carbono secretada hacia la rizosfera consiste de 

ácidos orgánicos (Kamilova et al., 2006a; Kamilova et al., 2006b) seguida de 

azúcares (Kamilova et al., 2006a; Lugtenberg y Dekkers, 1999; Lugtenberg et al., 

1999) y aminoácidos (Simons et al., 1997). 

 

Los exudados radiculares influencian el comportamiento de los microorganismos de 

la rizosfera, incluidos los hongos patógenos. Kamilova et al. (2008) observaron que 

los exudados de tomate al igual que dos de sus componentes principales (citrato y 

malato) permitieron la germinación de esporas del hongo fitopatógeno Fusarium 

oxysporum f. sp. radicis-lycopersici.  

 

La composición de los exudados radiculares participa en el reclutamiento de 

bacterias hacia la rizosfera de las plantas. En el 2002 De Weert et al. realizaron un 
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estudio sobre la quimiotaxis de P. fluorescens WCS365  hacia los exudados 

radiculares de tomate, encontrando que los mayores quimioatrayentes son los 

aminoácidos (L-leucina) y los ácidos dicarboxilicos (ácido málico y  el cítrico), 

además, observaron que los azúcares son inactivos para este rasgo importante en 

la colonización. En los exudados de Arabidopsis thaliana, el malato es el principal 

quimioatrayente para la rizobacteria benéfica Bacillus subtilis FB17 (Rudrappa et 

al., 2008). 

 

Como se ha mencionado con anterioridad, el hierro es un elemento fundamental 

para todos los organismos, incluidos los microorganismos. La biodisponibilidad del 

hierro es alrededor de 10-9 - 10-18 M, sin embargo, los microorganismos requieren 

una concentración cerca de 10-8 M para un óptimo crecimiento y llevar a cabo sus 

procesos fisiológicos y metabólicos vitales (Neilands, 1995; Raymonds 2003).  

 

Los microorganismos del suelo juegan un papel importante en la mineralización y 

transformación de los nutrimentos en la rizosfera (Marschner et al., 2011). Al igual 

que lo hacen las plantas, los microorganismos son capaces de influenciar la 

disponibilidad de nutrimentos a través de la secreción de compuestos que 

solubilizan, quelan, reducen u oxidan. 

 

Los microorganismos benéficos de la rizosfera pueden contribuir para mejorar la 

adquisición de hierro, debido a que algunos de ellos presentan diferente capacidad 

para inducir respuestas de deficiencia de hierro como por ejemplo la actividad férrico 

quelato reductasa potenciada, acidificación de la rizosfera, liberación de 

compuestos fenólicos y flavinas, y modificación del sistema radicular.  Estas 

respuestas son inducidas de una forma similar a las inducidas por la deficiencia de 

hierro.   
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2.3.1. Mecanismos de los microorganismos para mejorar la nutrición de hierro 

en las plantas 

 

a) Producción de sideróforos 

 

En suelos calcáreos muchos microorganismos sintetizan y liberan sideróforos para 

superar la baja disponibilidad de hierro que tienen los hidróxidos de hierro, con esto 

se incrementa la solubilidad mediante la quelación, donde se forman complejos 

sideróforo-Fe. La producción de sideróforos en la rizosfera ha sido propuesta como 

la actividad clave que beneficia la adquisición de hierro por las plantas. 

 

Los sideróforos (acarreadores de hierro) microbianos son compuestos de bajo peso 

molecular (˂1000 Da) con una alta afinidad por el Fe3+, tienen una constante de 

asociación entre 1012 - 1052 (Neilands, 1982; Glick, 2012) y actúan de manera 

extracelular como agentes solubilizantes de hierro de compuestos orgánicos y 

minerales en condiciones limitantes. 

 

Entre los microorganismos existe variación en los tipos de sideróforos que producen 

en función de la fracción que dona ligandos de oxígeno para la coordinación con el 

hierro férrico. De acuerdo a la literatura, los sideróforos son sintetizados tanto por 

bacterias gram-positivas como gram-negativas en condiciones de deficiencia de 

hierro (Tian et al., 2009; Saharan, 2011). 

 

Existen casi 500 compuestos identificados como sideróforos que pueden ser 

clasificados como hidroximatos, catecolatos y ácidos hidroxicarboxilicos. Algunos 

sideróforos comunes son enterobactina (Streptomyces), viobriobactina (Vibrio 

cholera), pioquelina (Pseudomonas aeruginosa), alcaligina (Alcaligenes 

denitrificans), estafiloferrina (Staphylococcus spp.), micobactina (Mycobacterium 

tuberculosis), petrobactina (Bacillus anthrasis) pioverdina y pioquelina 

(Pseudomonas fluorescens) (Saha, 2012).  
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Los microorganismos de la rizosfera de plantas en deficiencia de hierro secretan 

más sideróforos que los de plantas crecidas en suficiencia (Jin et al., 2010), por otro 

lado, Jin et al. (2008) observaron que ciertos microorganismos rizosféricos 

incrementan la producción de sideróforos cuando son crecidos en presencia de 

compuestos fenólicos exudados por plantas crecidas en deficiencia de hierro, 

además, el crecimiento de éstos es favorecido por la presencia de los fenoles. Lo 

anterior indica que las plantas que crecen en deficiencia de hierro favorecen el 

reclutamiento de microorganismos rizosféricos que tengan la capacidad de producir 

sideróforos para con ello incrementar la solubilidad de Fe en la rizosfera. 

 

Se han realizado algunos trabajos donde se han observado los efectos benéficos 

de los sideróforos microbianos en la nutrición mineral de las plantas. Se ha 

demostrado que varios complejos Fe-sideróforo sirven como fuente de hierro para 

las plantas, por ejemplo, Fe-ferrioxamina en avena (Crowley et al., 1991), Fe-

pioverdina en Arabidopsis (Vansuyt et al., 2007), Fe-erobactina en soya y avena 

(Chen et al., 1998, 2000), and Fe-rizoferrina en tomate y maíz (Yehuda et al., 2000). 

 

El contenido de hierro en las plantas es mucho más alto cuando la fuente de hierro 

es adicionada en forma de un complejo Fe-sideróforo que cuando se adiciona la 

misma concentración pero en forma de Fe-EDTA (Jin et al., 2010). Estos datos 

indican que los complejos Fe-sideróforo pueden ser incorporados por las raíces de 

las plantas con estrategia I de una forma más eficiente que otras fuentes, sin 

embargo, el mecanismo de adquisición del complejo no es claro. 

 

Existen trabajos recientes que demuestran que el sideróforo pioverdina purificado, 

producido por Pseudomonas fluorescens, así como el sideróforo sintetizado por el 

hongo Trichoderma asperellum, acomplejado con Fe3+, pueden actuar directamente 

como donante de Fe para plantas, restaurando la condición de deficiencia de hierro 

en cultivo hidropónico (de Santiago et al., 2009; Nagata et al., 2013). 
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b) Liberación de protones 

 

La solubilidad del hierro disminuye 1000 veces por cada unidad que se incrementa 

el pH (Guerinot y Yi, 1994) de manera que la acidificación de la rizosfera tiene un 

gran impacto en la solubilidad del Fe. En suelos calcáreos los microorganismos 

asociados con la nitrificación pueden incrementar la solubilidad de hierro mediante 

la liberación de protones (H+) y de este modo facilitar la absorción de Fe por la planta 

(Jin et al., 2014), esto de acuerdo a Van Miegroet y Cole (1984) que mencionan que 

cuando el amonio y el amoniaco son convertidos a nitrato vía nitrificación se 

acompaña de la liberación de protones. 

 

Por otro lado podemos encontrar que muchas de las bacterias que solubilizan 

fosfato (phosphate solubilizing bacteria, PSB) en suelos calcáreos también excretan 

protones y esto ayuda a la solubilidad del hierro, sin embargo, hay poca información 

disponible sobre este efecto en la absorción de hierro por las plantas. Además de 

las bacterias que solubilizan fosfato, las micorrizas también excretan H+ (Jin et al., 

2014). 

 

c) Producción de hormonas 

 

En la última década los fisiólogos de plantas han realizado esfuerzos para descubrir 

las señales responsables de desencadenar respuestas de deficiencia de hierro en 

las raíces de las plantas y se han identificado varios compuestos hormonales como 

elementos de señalización (Jin et al., 2014). Estas fitohormonas incluyen auxinas 

(Jin et al., 2008; Chen et al., 2010), óxido nítrico (NO) (Graziano y Lamattina, 2007), 

etileno (Garcia et al., 2011), citocininas (Se´gue´la et al., 2008) y brasinoesteroides 

(Wang et al., 2012); dentro de éstas, las auxinas, NO y etileno son de particular 

interés para revelar posibles interacciones entre los microorganismos del suelo y la 

absorción de hierro por las plantas debido  a que éstos compuestos pueden ser 

producidos por microorganismos del suelo. 
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El ácido indol-3-acético (AIA) es la auxina más activa en las plantas, está 

involucrado en procesos de elongación, división y diferenciación celular (Zhao et al., 

2010). Algunos microorganismos como Paenibacillus polymyxa, Azospirilla y 

Klebsiella pneumoniae producen otros compuestos de tipo auxina como ácido indol-

3-butírico (IBA), indol-3-etanol (TOL), ácido indol-3-carboxílico e indol-3-aldehido 

que tienen efectos en las plantas (Hayat et al., 2010). Los compuestos fenólicos 

producidos por plantas de trébol en deficiencia de hierro, favorecen el crecimiento 

de microorganismos que producen auxinas (Jin et al., 2006; 2008), lo que sugiere 

que la deficiencia de hierro favorece el reclutamiento de este tipo de 

microorganismos, al menos en condiciones in vitro. 

 

La adición exógena de auxinas sintéticas incrementa la reducción de hierro, la 

expresión de FRO2 e IRT1, así como el desarrollo de pelos radiculares y raíces 

laterales para incrementar el área de absorción de Fe en el suelo (Jin et al., 2008; 

Chen et al., 2010; Wu et al., 2012); de igual manera los microorganismos aislados 

del suelo mezclado con compuestos fenólicos de plantas de trébol crecidas en 

deficiencia de hierro, incrementaron la actividad férrico quelato reductasa en raíces 

deficientes de hierro (Jin et al., 2006). 

 

El óxido nítrico (NO) es una molécula gaseosa pequeña, altamente reactiva y 

permeable en las membranas. El NO ha sido reconocido como una hormona vegetal 

debido a sus funciones de señalización en numerosos procesos celulares y 

fisiológicos (Shapiro, 2005; Palmieri et al., 2008; Baudoin, 2011). El NO actúa como 

una señal potenciadora en la regulación de las respuestas inducibles por deficiencia 

de hierro. La adición exógena de donador de NO, S-nitrosoglutation (GNSO), 

promueve la reducción de Fe3+ inducida por la deficiencia de hierro, la expresión de 

FRO2 e IRT1, y el desarrollo de pelos radiculares y raíces laterales, éstas 

respuestas son similares a las inducidas por las auxinas (Graziano y Lamattina, 

2007; Chen et al., 2010; Jin et al., 2011; Meiser et al., 2011; Zhang et al., 2012). De 

acuerdo a lo anterior, es razonable asumir que la generación de NO por los 
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microorganismos del suelo pueden incrementar la adquisición de hierro en plantas 

que crecen en condiciones limitantes de hierro. 

 

El etileno es un constituyente común en la fase gaseosa del suelo, su concentración 

es lo suficientemente alta para ser biológicamente activo para las plantas (activo 

desde 10 nL/L). La evidencia señala a los microorganismos como la principal fuente 

de etileno en el suelo (Jäckel et al., 2004). La acumulación de etileno en el suelo 

depende del nivel de oxígeno presente, bajas concentraciones de O2 favorecen la 

acumulación de etileno (Xu e Inubushi, 2007). En el 2000, López-Millán et al. 

reportaron que las raíces de plantas que crecen en deficiencia de hierro tienen un 

consumo de oxígeno mayor (hasta 3 veces más), la disminución de O2 en la 

rizosfera de plantas deficientes favorece la generación de etileno. Otro estudio 

reveló que altas concentraciones de Fe2+ (˃10 mg/kg) pueden inhibir la generación 

de etileno de manera que, bajos niveles de hierro disponible para las plantas 

favorece la producción de etileno (Arshad y Frankenberger, 1991). 

 

Similar a las auxinas y al NO, el etileno potencia las respuestas inducibles por 

deficiencia de hierro. La reducción de hierro férrico, la expresión de FRO2 e IRT1, 

y el desarrollo de pelos radiculares, se incrementan significativamente cuando se 

adiciona de manera exógena ácido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC, 

precursor del etileno) (García et al., 2011; Wu et al., 2011).  

 

d) Interacción simbiótica 

 

La rizosfera es la capa del suelo que es influenciada por las secreciones de las 

raíces de las plantas, puede contener hasta 1011 células microbianas por gramo de 

raíz (Egamberdieva et al., 2008). En esta zona se encuentra una mayor densidad 

de bacterias que en el suelo que la rodea (10-1000 veces más alta), la mayoría de 

ellas se encuentran en un radio de 50µm de la raíz incrementando su concentración 

dentro de 10 µm (Lugtenberg y Kamilova, 2009; (Pinton et al., 2001); a esto se le 

conoce como efecto rizosfera y se origina debido a que un porcentaje del carbono 
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fijado por las plantas es secretado por las raíces (20-40%)  hacia la rizosfera (Badri 

y Vivanco, 2009). Los microorganismos no tienen una distribución homogénea en la 

rizosfera, están sujetos a variabilidad temporal y espacial a lo largo de la raíz, dada 

principalmente por los gradientes de exudación (Pii et al., 2016). La característica 

mejor estudiada de los microorganismos del suelo es su habilidad para promover el 

crecimiento de las plantas mediante el incremento en la absorción de nutrimentos.  

 

Dos son las interacciones planta-microorganismo mejor estudiadas, leguminosas-

Rhizobium y las micorrizas. La interacción leguminosas-Rhizobium se lleva a cabo 

en condiciones deficientes de nitrógeno para la planta, mientras que la simbiosis 

micorrícica formada entre las raíces de las plantas y un hongo micorrícico 

incrementa la adquisición de nutrimentos para las raíces de la planta hospedera, 

principalmente fósforo (Guinel, 2015; Wang et al., 2017). 

 

La nodulación de Rhizobium es ubicua en plantas leguminosas y la función más 

importante de los nódulos es la fijación simbiótica de N2, un proceso en el cual las 

proteínas que contienen hierro juegan papeles muy importantes. Las plantas 

leguminosas que se encuentran noduladas tienen una mayor demanda de hierro, 

por ello han desarrollado mecanismos para incrementar las respuestas inducidas 

por la deficiencia de hierro en las raíces. La excreción de protones y compuestos 

reductores de Fe, e incremento en la actividad férrico quelato reductasa son algunos 

de los mecanismos observados en plantas noduladas crecidas en deficiencia de 

hierro (Terry et al., 1988; Soerensen et al., 1988; Deryl y Skorupska, 1992; Jin et al., 

2007). Slatni et al. (2012) observaron una sobreacumulación de las proteínas 

ATPasa e IRT1 en las células del cortex de los nódulos de plantas de frijol 

deficientes de hierro. Estos resultados sugieren que los efectos positivos de la 

nodulación con Rhizobium sobre las respuestas de deficiencia de hierro podrían ser 

controladas localmente, probablemente por una señal derivada de los nódulos (Jin 

et al., 2014). 
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Existen resultados que demuestran que la nodulación con Rhizobium mejora 

sistemáticamente la nutrición con hierro en las plantas mediante la inducción de 

respuestas de adquisición de Fe. Utilizando un isótopo de Fe (55Fe), Deryl y 

Skorupska (1992) encontraron que la nodulación con Rhizobium promueve el 

trasporte de Fe de las raíces a la parte aérea de plantas de trébol rojo, en otro 

estudio se observó que el contenido de hierro en plantas de chícharo y lenteja se 

incrementa con la inoculación de Rhizobium leguminosarum-PR1 (Mishra et al., 

2011; 2012). La adquisición de hierro y crecimiento de trébol disminuyó 

significativamente cuando las plantas crecieron en suelo calcáreo estéril, sin 

embargo, fueron restablecidos por la inoculación con R. leguminosarum bv. trifolii 

ACCC18002 (Jin et al., 2006). 

 

La mayoría de las plantas que se desarrollan en condiciones naturales se 

encuentran micorrizadas. Es bien sabido que los efectos morfológicos son los 

mecanismos más importantes por los cuales las micorrizas incrementan la 

adquisición de nutrimentos en las plantas (Clark y Zeto, 2000). Las hifas de los 

hongos micorrícicos llegan a medir ˃ 100 veces que las propias raíces de las plantas, 

incrementando con esto el área de exploración y absorción de nutrimentos (Smith y 

Reed, 1997). Las plantas con raíces micorrizadas tienen acceso a nutrimentos del 

suelo que las plantas no micorrizadas no tiene, esto gracias a la red de hifas que se 

forma y que permite la exploración de volúmenes de suelo mayores, dichos efectos 

morfológicos presenten en las plantas micorrizadas deberían incrementar la 

adquisición de todos los minerales esenciales para la plantas, incluyendo el hierro 

(Jin et al., 2014). 

 

Como ya fue mencionado en una sección anterior, las micorrizas excretan H+ y 

además compuestos orgánicos quelantes de bajo peso molecular, como ácido 

cítrico, oxálico, y sideróforos (Li et al., 1991; Winkelmann, 2007; Bharadwaj et al., 

2012), que facilitan la movilización del hierro en la rizosfera y teóricamente 

promueven la adquisición de hierro por las plantas.  
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Varios estudios se han llevado a cabo para investigar el efecto de la simbiosis 

micorrícica en la absorción de hierro por las plantas, en algunos de estos trabajos 

se encontró que las plantas micorrizadas incrementaron la adquisición de hierro y 

en otros que disminuyó. La discrepancia entre los resultados puede deberse 

probablemente a las propiedades del suelo y condiciones de crecimiento de las 

plantas entre los estudios (Jin et al., 2014). 

 

Adicional a las interacciones arriba mencionadas, en la rizosfera podemos encontrar 

microorganismos mutualistas que pueden mejorar la nutrición a través de diferentes 

mecanismos como la liberación de compuestos que solubilizan nutrientes o tienen 

la capacidad de modificar la fisiología y arquitectura de la raíz (Romera et al., 2019). 

 

Recientemente, se ha encontrado que algunos microbios del suelo pueden inducir 

respuestas fisiológicas y morfológicas en plantas dico y monocotiledóneas similares 

a las inducidas por la deficiencia de hierro (Zhang et al., 2009; Orozco-Mosqueda et 

al., 2013;  Pieterse et al., 2014;  Zamioudis et al., 2014, 2015; Zhao et al., 2014; Pii 

et al., 2016b; Zhou et al., 2016; Martínez-Medina et al., 2017; Verbon et al., 2017, 

Montejano-Ramírez, et al., 2018; Castulo-Rubio et al., 2015;  Hernández-Calderón, 

et al., 2018). 

 

2.4. Compuestos volátiles microbianos en la estimulación del crecimiento 

vegetal 

 

Los microorganismos del suelo, tanto hongos como bacterias, son muy diversos y 

abundantes en la rizosfera de las plantas (Van Dam y Bouwmeester, 2016). Los 

microorganismos habitan la rizosfera debido a que es una zona rica en compuestos 

orgánicos que son exudados por las plantas, los cuales pueden utilizar como fuente 

de carbono (metabolitos primarios, metabolitos secundarios, mucilagos, proteínas, 

agua, iones y oxigeno), estos exudados se conocen como rizodepositos y pueden 

llegar a constituir del 20–40% del carbono fijado por la planta (Philippot et al., 2013; 

Venturi y Keel, 2016). 
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Los microorganismos secretan diversos metabolitos no volátiles que tienen efectos 

positivos sobre el crecimiento de las plantas mediante mecanismos directos e 

indirectos (Dotaniya y Meena, 2015). Ryu et al. (2003) reportaron por primera vez 

un nuevo mecanismo de promoción del crecimiento en plantas mediado por 

compuestos orgánicos volátiles (VOCs), donde los compuestos volátiles liberados 

por Bacillus subtilis GB03 indujeron el crecimiento de plantas de Arabidopsis 

thaliana, siendo esta la primera evidencia de que los VOCs pueden modular el 

crecimiento, estrés y nutrición en las plantas. 

 

Los VOCs microbianos son moléculas señal de bajo peso molecular (˂300 g/mol), 

presentan bajo punto de ebullición, alta presión de vapor (0.01kPa a 20°C) y de 

naturaleza lipofílica que les puede facilitar actuar como infoquímicos para la 

modulación de procesos fisiológicos y dispersarse a través de aire, agua y suelo 

(Kanchiswamy et al., 2015). Son de naturaleza química muy variada. 

 

Han sido muchos los estudios sobre el efecto de los compuestos volátiles 

microbianos realizados desde el primer antecedente de Ryu et al. (2003) a la fecha. 

Varios estudios realizados en este aspecto han utilizado el sistema con los mismos 

organismos, con variaciones en el tiempo de exposición pero los resultados son 

similares, se obtiene una promoción del crecimiento de A. thaliana por efecto de los 

VOCs de la cepa GB03. Zhang et al. (2009) observaron un incremento del 84% en 

la concentración de clorofila en la interacción antes mencionada, este parámetro es 

importante debido a que indica el estado nutrimental en el que se encuentra la 

planta. 

 

En el 2010, Kwon et al. demostraron que la cepa GB03 incrementa 

significativamente la biomasa de la parte aérea y de la raíz de A. thaliana después 

de 6 días de inoculación. VOCs de otras especies de Bacillus han sido probados 

sobre la promoción del crecimiento. Diferentes especies de Bacillus probadas por 

Gutiérrez-Luna et al. (2010) modifican la arquitectura de la raíz, favoreciendo un 
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incremento en el peso fresco, longitud de la raíz primaria, número y longitud de 

raíces laterales en A. thaliana. 

 

Además de Bacillus sp. otras especies gram positivas como Arthrobacter agilis 

UMCV2 y Penibacillus polymyxa E681 modulan el crecimiento de plantas mono y 

dicotiledóneas (Veláquez-Becerra et al., 2011; Orozco-Mosqueda et al., 2013; 

Cástulo-Rubio et al., 2015; Lee et al., 2012). El efecto de promoción del crecimiento 

por volátiles bacterianos no es exclusivo de bacterias gram positivas, géneros de 

bacterias gram negativas como Burkholderia, Pandoraea, Serratia y 

Chromobacterium (Blom et al., 2011), Escherichia coli (Bailly et al., 2014), 

Pseudomonas fluorescens (Park et al., 2015) y P. simiae (Vaishnav et al., 2015) 

tienen efecto promotor del crecimiento en plantas. Además de bacterias, ciertos 

hongos ha sido reportados que emiten compuestos volátiles que pueden promover 

el crecimiento y desarrollo de plantas. 

 

La emisión de compuestos volátiles con perfiles específicos depende de manera 

significativa del ambiente en el que el microorganismo crece. Se han realizado 

experimentos donde se ha reportado que incluso en condiciones controladas, una 

cepa bacteriana puede inducir o inhibir el crecimiento dependiendo del medio en el 

que crece (Asari et al., 2016; Blom et al., 2011; Velázquez-Becerra et al., 2011). En 

este sentido, A. agilis UMCV2 produce el compuesto dimetilhexadecilamina, cuya 

concentración en el pool de volátiles corresponde al 2.14% cuando la bacteria crece 

en agar nutritivo y disminuye a 0.8% cuando la cepa crece en medio Lb (Velázquez-

Becerra et al., 2011). 

 

Los compuestos volátiles microbianos pueden inducir el crecimiento de plantas por 

cuatro mecanismos: modulación de nutrimentos, balance hormonal, metabolismo y 

concentraciones de azúcares; y a nivel de regulación genética (estructura celular, 

respuesta al estrés y proteínas) (Fincheira y Quiroz, 2018; Zhang et al., 2007). 
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2.5. Arthrobacter agilis UMCV2, una rizobacteria endófita que promueve la 

adquisición de hierro en plantas 

 

En nuestro grupo de trabajo se aisló una bacteria que forma colonias de color rosa 

oscuro brillante de la rizosfera de maíz (Zea mays) crecido en suelo ligeramente 

ácido, la cual al secuenciar su gen 16S rRNA, fue clasificada como Arthrobacter 

agilis UMCV2 (Valencia-Cantero et al., 2007). Los miembros del género 

Arthrobacter  son Gram-positivos y pertenecen al phylum Actinobacteria, consisten 

principalmente de estirpes procedentes del suelo, y su ciclo biológico alterna entre 

formas bacilares durante el crecimiento exponencial y cocaceas en la fase 

estacionaria (Madigan et al., 2004; Singh et al., 2016). Dentro del género 

Arthrobacter se ha reportado varias especies que ejercen un efecto promotor del 

crecimiento vegetal (Manzanera et al., 2015). 

 

Algunas características generales de Arthrobacter agilis son las siguientes: su ADN 

contiene un contenido de GC de 67-69%, quimioorganotrófica, saprofítica, su 

metabolismo es respiratorio, aerobia, no forma esporas, presenta uno o tres flagelos 

aunque puede haber cepas que no sean móviles, presenta un buen crecimiento 

entre 20 y 30°C, puede habitar agua, suelo y piel humana (Koch et al., 1995). 

Además posee atributos que la hacen una bacteria promotora del crecimiento 

vegetal (PGPR), se ha reportado que podría solubilizar fósforo y zinc, producir ácido 

indol acético y amonio, producir enzimas activas en frío como lipasa, amilasa, 

proteasa, quitinasa y β-galactosidasa (Singh et al., 2016). 

 

La clasificación taxonómica de A. agilis UMCV2 se muestra a continuación (Singh 

et al., 2016; Valencia-Cantero et al., 2007). 

Dominio: Bacteria 

    Phylum: Actinobacteria 

        Clase: Actinobacteria 

            Orden: Actinomicetales 

                Familia: Micrococcaceae 
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                    Género: Arthrobacter 

                        Especie: Arthrobacter agilis Ali-Cohen 

                            Cepa: UMCV2 

 

Arthrobacter agilis UMCV2 es una rizobacteria PGPR que coloniza plantas 

leguminosas del género Medicago en condiciones óptimas de crecimiento, así como 

en deficiencia de hierro y nitrógeno (Onofre-Ortega, 2013; Aviles-Garcia et al., 

2016), de igual manera incrementa el crecimiento de plantas a través de diferentes 

mecanismos. La cepa UMCV2 estimula el crecimiento vegetal mediante el 

incremento de la biodisponibilidad de hierro (Valencia-Cantero, et al., 2007), 

producción del compuesto volátil dimetilhexadecilamina (DMHDA) (Velazquez-

Becerra et al., 2011) y por la modulación de los mecanismos de adquisición de hierro 

en plantas estrategia I y II (Orozco-Mosqueda et al., 2013; Cástulo-Rubio et al., 

2015; Hernández-Calderón et al., 2018; Montejano-Ramírez et al., 2018).  

 

Se han realizado trabajos con A. agilis UMCV2 en especies con interés forestal 

como Pinus devoniana, donde se ha analizado el impacto que tiene sobre la 

germinación y el crecimiento de las plantas. Los resultados muestran que la cepa 

UMCV2 promueve el crecimiento de P. devoniana en la primera etapa de desarrollo 

(primeros 65 días) incrementando la talla de la parte aérea y la proliferación de 

raíces laterales, además incrementa el índice de germinación (Montejo-Mayo et al., 

2016). En un trabajo previo se mostró la habilidad de A. agilis UMCV2 para mejorar 

significativamente la velocidad de crecimiento de P. devoniana en condiciones de 

vivero (Valencia-Cantero et al., 2015), las variables promovidas fueron la altura, 

grosor del tallo, peso fresco y contenido de clorofila. El compuesto DMHDA indujo 

un incremento en la concentración de clorofila. 

 

El compuesto volátil DMHDA producido por A. agilis UMCV2 tiene una actividad 

inhibitoria del crecimiento de organismos fitopatógenos como Botrytis cinerea y 

Phytophthora cinnamomi (Velázquez-Becerra, et al., 2013), otras aminas 
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producidas por la cepa UMCV2 también presentan actividad antifúngica contra 

hongos xilófagos (Orozco-Mosqueda et al., 2015). 

 

Las habilidades que presenta A. agilis UMCV2 para promover el crecimiento de 

plantas, hace que sea considerada como una rizobacteria PGPR con potencial para 

ser utilizada como bioinoculante. Esta rizobacteria fue seleccionada para el 

presente estudio con base en su relevancia agrícola para contribuir al crecimiento 

de plantas y su habilidad para inducir mecanismos de adquisición de hierro incluso 

en condiciones donde no es un elemento limitante. 

 

2.6. Medicago truncatula, una planta modelo en las interacciones planta-

microorganismo 

 

Las leguminosas son el segundo cultivo más importante en el mundo y una de las 

fuentes primarias de consumo humano y animales (Cook, 1999; Graham y Vance, 

2003). Este tipo de cultivo suele ser popular específicamente porque requieren poca 

fertilización y usado de una forma apropiada puede servir como fertilizante a otros 

cultivos, aportando nitrógeno al suelo (Cañas y Beltrán, 2018). 

 

Las plantas leguminosas son un grupo muy utilizado para estudios de biología 

básica y aplicada, particularmente en el área de interacciones planta-

microorganismo, donde se tiene la oportunidad de estudiar la fijación simbiótica de 

nitrógeno, interacciones micorrícicas e interacciones con patógenos. La inusual 

capacidad para fijación simbiótica de nitrógeno resalta la importancia de las 

leguminosas como una fuente de proteína en la dieta humana y de nitrógeno en 

ecosistemas naturales y agrícolas, además, son reconocidas como una fuente 

invaluable de metabolitos secundarios (Choi et al., 2004).  

 

Todos los factores antes mencionados han favorecido el incremento de 

investigaciones en plantas leguminosas. Medicago truncatula, es una planta 

leguminosa descrita por Joseph Gaertner, un médico, micólogo y botánico alemán. 
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M. truncatula es conocida como barril médico y es nativa de la cuenca mediterránea, 

su taxonomía es la siguiente: 

Reino: Plantae 

    División: Magnoliophyta 

        Clase: Dicotiledónea 

            Orden: Fabales 

                Familia: Fabaceae 

                    Subfamilia: Faboideae 

                        Tribu: Trifolieae 

                            Género: Medicago 

                                Especie: Medicago truncatula Gaertn 

 

Medicago truncatula es una planta ampliamente utilizada en estudios de genómica 

funcional y estructural, gracias a los atributos que presenta incluyendo su genoma 

diploide relativamente pequeño (~375 Mpb, 2n=16) se encuentra secuenciado, 

autofecundación, producción prolífica de semillas, un rápido tiempo de generación 

y fácil transformación (Cook, 1999, Cañas y Beltrán, 2018). 

 

Existen diferentes ecotipos (líneas de acceso) de M. truncatula con amplias 

variaciones genéticas (Ellwood et al., 2006). Entre los ecotipos de M. truncatula se 

pueden mencionar dos que son los más utilizados, el ecotipo Jemalong A17 fue 

utilizado para el proyecto de secuenciación del genoma (Choi et al., 2004), mientras 

que el ecotipo R108 es frecuentemente utilizado para trasformación genética esto 

debido a que presenta una regeneración in vitro superior (Hoffmann et al., 1997).  

 

Existen reportes que muestran que A17 y R108 difieren en sus fenotipos así como 

en sus respuestas a estrés biótico y abiótico. El metil jasmonato y el etileno inducen 

una resistencia parcial en el ecotipo Jemalong A17 contra Macrophomina 

phaseolina, respuesta que no fue observada en R108 de acuerdo a lo reportado por 

Gaige et al. (2012). M. truncatula A17 es más tolerantes al estrés salino que R108, 

genes potencialmente asociados con la respuesta celular a este tipo de estrés 



A. agilis UMCV2 modula el metaboloma de M. truncatula | Flores-Cortez, 2020 
 

33 
 

fueron expresados en el genotipo más tolerante incluso en ausencia del estímulo 

(de Lorenzo et al., 2007). 

 

En otro estudio, se comparó la tolerancia de los ecotipos Jemalong A17 y R108 al 

estrés hídrico donde se observó que A17 tiene una mayor respuesta de adaptación 

mediante varios mecanismos, por ejemplo, A17 tiene una mayor sensibilidad al 

ácido abscísico que se manifestó por un mayor cierre estomático y una pérdida de 

agua más lenta, se observó una menor marchitez y un mayor contenido de agua en 

estrés hídrico (Luo et al., 2016).  

 

Li et al. (2014) realizaron un estudio comparativo entre los ecotipos A17 y R108 de 

M. truncatula en condiciones de deficiencia de hierro. Los resultados muestran que 

las plantas A17 presentan una mayor actividad de FRO que R108, mientras que la 

expresión de gen fue similar entre los dos ecotipos. Además, la expresión del MtIRT 

y MtFRD3 incrementó significativamente en el ecotipo A17 en comparación con 

R108. Estos resultados sugieren que M. truncatula A17 y R108 difieren en su 

respuesta y adaptación a la deficiencia de hierro, donde el etileno puede jugar un 

papel importante en el incremento en la tolerancia del ecotipo Jemalong A17 a la 

deficiencia de Fe. 

 

Además de los estudios arriba mencionados M. truncatula produce una gran 

variedad de productos naturales que tienen impacto en el mutualismo así como en 

la defensa contra enfermedades. Ésta leguminosa ha sido utilizada para estudiar 

las rutas de fenilpropanoides, isoflavonoides y flavonoides (Farag et al., 2008; 

Mouradov y Spangenberg, 2014), respuestas de defensa (Yang et al., 2008), y 

arquitectura de la raíz (Gonzalez-Rizzo et al., 2006). 
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2.7. Espectrometría de masas, una plataforma analítica para el perfilado 

metabolómico. 

 

El papel de la espectrometría de masas en el análisis de biomoléculas se ha 

convertido importante en las últimas décadas. La enorme diversidad química y el 

amplio rango de metabolitos son los principales desafíos analíticos en la actualidad. 

Si bien no existe una plataforma que pueda capturar todos los metabolitos en las 

diversas muestras biológicas, la metabolómica basada en la espectrometría de 

masas (MS) proporciona la mejor herramienta. Un enfoque analítico compresivo 

debería ser llevado cabo para separar y cuantificar componentes del metaboloma 

entero. El uso combinado de múltiples enfoques incrementa la cobertura del 

metaboloma, proveyendo características sensibles y confiables de los metabolitos. 

 

El principal objetivo de la metabolómica es analizar tantos compuestos como sea 

posible en una sola corrida, sin embargo, la plataforma analítica elegida determina 

la clase de compuestos que pueden ser detectados (Sumner et al., 2015). 

 

Cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas  

 

La cromatografía de gases acoplada a la espectrometría de masas (GC-MS) es una 

de las técnicas más comúnmente usadas para la determinación de metabolitos 

volátiles y no polares. Los metabolitos a analizar podrían ser separados por 

gradientes de temperatura en una columna capilar, dichos compuestos son 

detectados y medidos por una serie de analizadores de masas incluidos cuadrupolo 

sencillo (SQ), triple cuadrupolo (QQQ), tiempo de vuelo (TOF) y orbitrap. GC-MS 

presenta una ventaja, la ionización por impacto electrónico cuenta con una gran 

librería de espectros de masas, además las condiciones de ionización son fáciles 

de estabilizar y tienen buena reproducibilidad (Luan et al., 2017). 

 

Un estudio de metabolómica no dirigida en exudados radiculares con GC-MS fue el 

realizado por Watson et al. (2015), donde gracias a esta plataforma encontraron que 
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existe un metabolismo especializado en las células border de la raíz de M. 

truncatula, detectando aminoácidos, ácidos orgánicos, azúcares, beta alanina y 

urea. 

 

Cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de masas 

 

La cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de masas (LC-MS) ha sido 

ampliamente utilizada en estudios metabolómicos. Los principales analitos para LC-

MS incluyen compuestos polares, compuestos no volátiles y compuestos 

termoestables. De acuerdo a la polaridad de los compuestos de interés puede 

utilizarse cromatografía líquida de fase reversa o cromatografía de interacción 

hidrofílica. En esta plataforma pueden utilizarse los siguientes analizadores: QQQ-

MS, LTQ-MS, TOF-MS, QTOF-MS y Orbitrap-MS. Para las reacciones en tándem 

(MS/MS) suele utilizarse Orbitrap o QTOF-MS (Luan et al., 2017). 

 

El listado de estudios realizados con esta plataforma para el análisis de exudados 

es muy amplio al igual que las especies sobre las que se ha trabajado. Se han 

analizado exudados de Arabidopsis thaliana (Strehmel et al., 2014), Beta vulgaris 

(Khorassani et al., 2011), Eperua falcata (Michalet et al., 2013), Heracleum 

mantegazzianum (Jandová et al., 2015), Medicago truncatula (Watson et al., 2015), 

Solanum lycopersicum (Escudero et al., 2014), Zea mays (Marti et al., 2013). 

 

Espectrometría de masas por imagen 

 

Espectrometría de masas por imagen (IMS) ha sido desarrollada y aplicada para 

analizar la distribución espacial de composiciones químicas con sus masas 

moleculares, esta plataforma ha emergido como una herramienta metabolómica 

atractiva. La aplicación de IMS no necesita conocimiento previo de las muestras a 

analizar y proporciona alto rendimiento en los metabolitos con precisión en la masa, 

la cual diferente de las técnicas de imagen tradicionales como la radioquímica e 

inmunoquímica (Luan et al., 2017).  
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En adición al uso extensivo de las técnicas de MS anteriormente mencionadas, 

algunas plataformas han hecho avances significativos como por ejemplo inserción 

de líquidos directa y electroforesis capilar (CE-MS) (Ramautar et al., 2017). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

La actividad microbiana del suelo juega un papel importante en la absorción de 

hierro por las plantas. Arthrobacter agilis UMCV2 es una bacteria que se aisló en 

nuestro grupo de trabajo, tiene la capacidad de reducir hierro y sus compuestos 

orgánicos volátiles inducen mecanismos de adquisición de este elemento en 

plantas, sin embargo, se desconoce si estos compuestos volátiles bacterianos 

modulan el metabolismo de las plantas en respuesta al estrés por deficiencia de 

hierro. 

 

Este estudio tiene la finalidad de determinar si los compuestos volátiles de A. agilis 

UMCV2 pueden modular el metaboloma de M. truncatula crecida en deficiencia de 

hierro y promover la tolerancia de la planta al estrés, además, analizar el efecto de 

los cambios metabolómicos sobre el perfil químico de los exudados radiculares. 
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4. HIPÓTESIS 

 

Los compuestos volátiles de Arthrobacter agilis UMCV2 modulan el metaboloma de 

Medicago truncatula contribuyendo a la tolerancia de la planta al estrés por la 

deficiencia de hierro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



A. agilis UMCV2 modula el metaboloma de M. truncatula | Flores-Cortez, 2020 
 

39 
 

5. OBJETIVOS 

 

5.1. General 

 

Determinar si los compuestos volátiles de Arthrobacter agilis UMCV2 modulan el 

metaboloma de Medicago truncatula promoviendo la tolerancia de la planta al estrés 

por deficiencia de hierro. 

 

5.2. Particulares 

 

1. Determinar el efecto de la deficiencia de hierro y de los compuestos volátiles 

de A. agilis UMCV2 sobre el crecimiento y desarrollo de M. truncatula. 

 

2. Analizar el perfil químico de metabolitos de plantas crecidas en deficiencia 

de hierro y expuestas a los compuestos volátiles de A. agilis UMCV2. 

 

3. Determinar si los compuestos volátiles de emitidos por la bacteria A. agilis 

UMCV2 modulan la exudación radicular en plantas de M. truncatula crecida 

en estrés por deficiencia de hierro. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1. Capítulo I 

Los compuestos volátiles de Arthrobacter agilis UMCV2 promueven el crecimiento 

y desarrollo en plántulas de Medicago truncatula en suficiencia y deficiencia de 

hierro 

 

6.2. Capítulo II 

A Mass Spectrometry-Based Study Shows that Volatiles Emitted by Arthrobacter 

agilis UMCV2 Increase the Content of Brassinosteroids in Medicago truncatula in 

Response to Iron Deficiency Stress. 

 

6.3. Capítulo III 

Los compuestos volátiles de Arthrobacter agilis UMCV2 modifican el perfil químico 

de exudación de Medicago truncatula en suficiencia y deficiencia de hierro 
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6.1. Capítulo I 

 

 

LOS COMPUESTOS VOLÁTILES DE Arthrobacter agilis UMCV2 PROMUEVEN 

EL CRECIMIENTO Y DESARROLLO EN PLÁNTULAS DE Medicago truncatula 

EN SUFICIENCIA Y DEFICIENCIA DE HIERRO  

 

 

RESUMEN 

 

El hierro es un microelemento esencial para el adecuado crecimiento y desarrollo 

de las plantas. La deficiencia de hierro produce clorosis férrica, limita el crecimiento 

vegetal y disminuye la producción de los cultivos. Los microorganismos benéficos 

del suelo facilitan la adquisición de hierro en las plantas; tal es el caso de la 

rizobacteria Arthrobacter agilis UMCV2 que modula los mecanismos de toma de 

hierro en plantas de Medicago truncatula en suficiencia y deficiencia de este 

nutriente. El objetivo de este estudio fue determinar si los compuestos volátiles de 

A. agilis UMCV2 promueven el crecimiento y desarrollo de plántulas de M. truncatula 

crecidas en deficiencia de hierro. La carencia del nutriente afectó negativamente el 

crecimiento y de desarrollo de las plántulas; sin embargo los volátiles de la cepa 

UMCV2 contribuyeron al incremento de la biomasa en la condición de suficiencia y 

modularon en forma positiva parámetros asociados a la estructura de la raíz en las 

plántulas crecidas en deficiencia de Fe. Por lo tanto, los volátiles de A. agilis UMCV2 

promueven el crecimiento y desarrollo vegetal aún en condiciones adversas de 

crecimiento como lo es la deficiencia de hierro. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El hierro (Fe) es un micronutriente esencial para crecimiento y desarrollo de las 

plantas, este elemento está involucrado en varios procesos metabólicos como 

fotosíntesis, respiración, fijación de nitrógeno, síntesis de ADN, producción de 

hormonas y biosíntesis de clorofila (Guerinot y Yi, 1994). El Fe es un microelemento 

abundante en los suelos, sin embargo, en condiciones alcalinas su biodisponibilidad 

es limitada lo que resulta en una clorosis férrica que se manifiesta como un 

amarillamiento de las hojas más jóvenes, una clorosis intervenal y la reducción en 

el crecimiento y producción vegetal (Prasad, 2003). Esto se debe a que la forma 

predominante en estas condiciones es la férrica (Fe+3) mientras la forma asimilable 

por las plantas es la ferrosa (Fe+2). Los síntomas de la deficiencia de hierro en soya 

son tan pronunciados que la mayoría de los estudios publicados sobre la clorosis 

férrica son referidos a esta especie. 

  

La principal reacción de las plantas dicotiledóneas para contrarrestar la deficiencia 

de hierro es llevar a cabo una estrategia basada en la reducción del metal y así 

incrementar su disponibilidad. Esta estrategia es conocida como estrategia I y es 

llevada a cabo por todas las plantas dicotiledóneas y monocotiledóneas no 

gramíneas y consta de tres pasos, i) acidificación de la rizosfera por proteínas H+-

ATPasa, ii) reducción de Fe+3 a Fe+2 por una férrico quelato reductasa (FRO) y iii) 

absorción de Fe+2 por el trasportador IRT1 (Kobayashi y Nishizawa, 2012). 

 

Se ha reportado que rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPRs) 

mediante sus compuestos volátiles bacterianos pueden modular tanto el crecimiento 

como el desarrollo de plantas (Ryu et al., 2003). Además, en condiciones de 

carencia de hierro, los volátiles bacterianos pueden regular mecanismos de 

adquisición de hierro en plantas de Arabidopsis thaliana (Zhang et al., 2009). 

 

Arthrobacter agilis UMCV2 es una bacteria rizosférica que fue aislada por nuestro 

grupo de trabajo (Valencia-Cantero et al., 2007). A. agilis UMCV2 presenta ciertas 
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características que la hacen un buen modelo de estudio, en trabajos previos se ha 

observado que mediante sus compuestos volátiles promueve el crecimiento de 

plantas con estrategia I y II para la adquisición de hierro (Velázquez-Becerra et al., 

2011; Orozco-Mosqueda et al., 2013; Cástulo-Rubio et al., 2015). 

 

En el caso particular de la interacción de A. agilis UMCV2 con M. truncatula se ha 

observado un incremento en la expresión de genes MtFRO (férrico quelato 

reductasa) (Montejano-Ramírez et al., 2018). Cuando la interacción es mediada por 

compuestos volátiles de UMCV2 y las plantas son crecidas en suficiencia y 

transplantadas a un medio con baja disponibilidad de hierro, se ha documentado 

que el contenido de hierro y la actividad reductasa se incrementan, al igual que la 

acidificación de la rizosfera (Orozco-Mosqueda et al., 2013). Por lo que resulta 

interesante esclarecer si los compuestos volátiles de A. agilis UMCV2 promueven 

el crecimiento y desarrollo vegetal en plantas crecidas de forma permanente en 

condiciones de deficiencia de hierro.  

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Material biológico y condiciones de crecimiento 

Para este estudio, las semillas de M. truncatula fueron escarificadas con ácido 

sulfúrico durante 8 min, desinfectadas superficialmente con hipoclorito de sodio al 

12% por 2 min y enjuagadas varias veces con agua desionizada estéril. Las semillas 

estériles fueron vernalizadas durante 4 días a 4°C en placas de agar con 0.6% de 

agar (Agar Plant, grado micropropagación) y 0.6% de sacarosa. 

 

Las semillas vernalizadas fueron llevadas a una cámara de crecimiento a 22°C con 

fotoperiodo de 16h luz/ 8h oscuridad y 6100 lx para su germinación. Para el montaje 

del experimento se utilizaron plántulas de tres días de germinadas, las cuales fueron 

colocadas en frascos de vidrio con 35 ml de medio Hoagland solidificado con 0.6% 

de agar y pH 6.5. En todos los tratamientos se colocaron tres plantas por frasco. 
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El medio Hoagland base fue preparado con las siguientes concentraciones de sales: 

1020 ppm KNO3, 492 ppm Ca(NO3)2×4H2O, 230 ppm NH4H2(PO4), 490 ppm 

MgSO4×7H2O, 2.80 ppm H3BO3, 1.81 ppm MnCl2×2H2O, 0.08 ppm CuSO4×5H2O, 

0.22 ppm ZnSO4×5H2O y 0.09 ppm Na2MoO4×H2O. La adición de FeSO4 a una 

concentración final de 20 µM correspondió al tratamiento +Fe y su ausencia al 

tratamiento -Fe. Las plantas se dejaron crecer en cámara de crecimiento (Percival) 

durante 21 días en condiciones controladas de luz y temperatura (22°C, 16h luz / 8h 

oscuridad y 6100 lx). 

 

Arthrobacter agilis UMCV2 (CECT_7743) fue crecida en agar nutritivo (3 g/L de 

extracto de carne, 5 g/L de peptona y 15 g/L de agar bacteriológico) a 22°C. La 

rizobacteria comensal Bacillus sp L264 fue utilizada como control (Gutiérrez-Luna 

et al., 2010; Hernández-Calderón et al., 2018). La cepa L264 fue crecida en 

condiciones similares a A. agilis UMCV2. 

 

Sistema de interacción M. truncatula - A. agilis UMCV2 

El sistema de interacción utilizado fue de compartimentos separados de acuerdo a 

lo reportado por Orozco-Mosqueda et al., (2013), para lo cual se empleó un vial de 

vidrio de 4 mL donde se agregaron 2 mL de agar nutritivo. Posteriormente, el vial 

fue introducido a un frasco con medio Hoagland, previo al trasplante de las 

plántulas. Tres plántulas fueron transferidas a cada frasco, se dejaron crecer 

durante dos días y se adicionaron 50 µL del inóculo bacteriano al vial. Las plantas 

crecieron en interacción con los volátiles bacterianos durante 10 días en cámara de 

crecimiento con las condiciones controladas previamente mencionadas y al finalizar 

ese tiempo se registraron las variables de acumulación de biomasa, longitud de la 

raíz principal, número de raíces laterales, altura y contenido de clorofila con un 

medidor CCM-200. 
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RESULTADOS 

 

Efecto de la deficiencia de hierro sobre el crecimiento y desarrollo de 

plántulas de M. truncatula 

 

Las Figs. 1a y b muestran fotografías representativas de plántulas de M. truncatula 

de 21 días de crecimiento. El desarrollo de las plantas no mostró cambios en la 

parte aérea, se presentaron tres hojas trifoliadas bien desarrolladas con suficiencia 

(+Fe) y deficiencia de hierro (-Fe). El fenotipo clorótico fue evidente en las plantas 

del tratamiento -Fe. Adicionalmente, la deficiencia de hierro afectó de manera 

significativa el sistema radicular (Figs. 2c, d).  

 

 
 

Figura 1. Plántulas de Medicago truncatula crecidas 21 días en diferente disponibilidad de hierro en 
el medio. a) Plántulas crecidas en suficiencia de hierro (+Fe) y b) deficiencia de hierro (-Fe).  c) Raíz 
desarrollada en +Fe y raíz de 21 días en -Fe (d).  
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La clorosis es un indicativo de deficiencia de hierro y la variable más común para 

medir este parámetro es el contenido de clorofila, un pigmento importante 

involucrado en el proceso de fotosíntesis. En la Fig. 2f se muestra el contenido de 

clorofila medido en la última hoja bien desarrollada de las plántulas de M. truncatula, 

donde se observa una disminución significativa del 25.8% en el contenido de este 

pigmento en las plantas crecidas en deficiencia de hierro (-Fe). 

 

Algunos parámetros de crecimiento como la biomasa y la altura, se suelen afectar 

cuando una planta se encuentra sometida a algún tipo de estrés. En este estudio la 

deficiencia de hierro disminuyó significativamente la biomasa del follaje y de las 

raíces de las plantas (Figs. 2a, b), de igual manera la altura se afectó negativamente 

(Fig. 2e). El sistema radicular fue afectado en cuanto a la cantidad de raíces 

laterales (Fig. 2d), la longitud de la raíz primaria fue similar entre las dos condiciones 

de disponibilidad de hierro (Fig. 2c). 
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Figura 2. Parámetros de crecimiento y desarrollo de plántulas de M. truncatula crecida 21 días con 
diferente disponibilidad de hierro en el medio. Los datos representan la media de 10 plantas ± error 
estándar, letras diferentes indican diferencia estadística significativa (p ˂ 0.05) por ANOVA seguida 
de la prueba de medias Tukey HSD. 
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Efecto de los compuestos volátiles de A. agilis UMCV2 en plántulas de M. 

truncatula crecidas en deficiencia de hierro  

 

Las plántulas de M. truncatula crecidas en condiciones de suficiencia y deficiencia 

de hierro se desarrollaron en interacción con los volátiles bacterianos de las cepas 

UMCV2 y L264 durante 10 días. Debido a que a los 10 días de crecimiento las 

plantas mostraron evidencia visual del efecto del estrés por deficiencia de hierro, el 

registro de las variables de crecimiento y desarrollo se realizó en ese tiempo.  

 

Para la condición control, es decir, sin exposición a volátiles bacterianos, los 

resultados indicaron que el peso fresco de la parte aérea tiende a disminuir en el 

tratamiento -Fe (Fig. 3a), pero el peso de la raíz no se afectó en plantas de esa edad 

(Fig. 2b). Por otro lado, se observó una diferencia significativa en la altura de la 

planta (Fig. 4a), la longitud de la raíz principal (Fig. 4b) y el número de raíces 

laterales (Fig. 4c). En plántulas de M. truncatula crecidas durante 10 días en 

deficiencia de hierro se observaron efectos similares a las plantas de 21 días en 

esta condición. 

 

 

 

Figura 3. Efecto de los volátiles bacterianos de A. agilis UMCV2 y Bacillus sp. L264 en la biomasa 
de plántulas de M. truncatula en suficiencia y deficiencia de hierro a los 10 días de interacción. Barras 
blancas indican suficiencia de hierro y barras negras deficiencia. Los datos representan la media de 
20 plantas ± error estándar, letras distintas indican diferencia estadística significativa (p ˂ 0.05) por 
ANOVA factorial seguida de Tukey HSD. 
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En cuanto a la condición de suficiencia (+Fe) se observó que la exposición de las 

plántulas a los compuestos volátiles de la cepa UMCV2 incrementó la biomasa 

aérea y radicular de manera significativa (Figs. 3a, b). Los compuestos volátiles de 

la cepa L264 no tuvieron efecto sobre el peso del follaje ni de la raíz. 

 

Por otro lado, los volátiles de UMCV2 no promovieron la altura ni la longitud de la 

raíz principal, pero se observó una tendencia al incremento en el número de raíces 

laterales (Figs. 3a, b, c) en la condición de suficiencia de hierro. Interesantemente, 

los compuestos de la cepa L264, tienden a disminuir la longitud de la raíz principal 

en la condición de suficiencia de hierro (Fig 3b).  

 

En cuanto a la condición de deficiencia de hierro, la exposición de las plantas a los 

volátiles bacterianos aminoró el efecto de la carencia nutrimental sobre el peso 

fresco de la parte aérea (Fig. 3a), la altura de la planta (Fig. 4a) y específicamente 

en el caso de la UMCV2, el número de raíces laterales (Fig. 4c).  
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Figura 4. Efecto de los volátiles bacterianos producidos por A. agilis UMCV2 y Bacillus sp L264 sobre 
distintos parámetros de desarrollo de M. truncatula crecida suficiencia y deficiencia de. Plantas de 
10 días de interacción. Barras blancas indican suficiencia de hierro y barras negras deficiencia. Los 
datos representan la media de 20 plantas ± error estándar, las letras indican diferencia estadística 
significativa (p ˂ 0.05) por ANOVA factorial seguida de Tukey HSD. 

 

DISCUSIÓN 

 

El hierro (Fe) es un metal abundante en la corteza terrestre pero en condiciones 

alcalinas su biodisponibilidad disminuye, debido a esto su carencia se ha convertido 

en un problema alrededor del mundo, donde más de la tercera parte de los suelos 

arables son potencialmente deficientes en hierro (Guerinot et al., 2007).  



A. agilis UMCV2 modula el metaboloma de M. truncatula | Flores-Cortez, 2020 
 

51 
 

 

En este estudio la carencia de hierro en el medio de cultivo de las plantas de M. 

truncatula a los 10 y 21 días del tratamiento tuvo un impacto negativo en el 

crecimiento y desarrollo de la plantas. Se ha demostrado que el hierro es un factor 

limitante para la producción de biomasa y semillas en plantas de Arabidopsis 

thaliana (Ravet et al., 2012) así como en cultivos de tomate (Jin et al., 2009), 

espinaca (Jin et al., 2013) y arroz (Takahashi et al., 2001).  

 

Las raíces de las plantas son el órgano que perciben las deficiencias nutrimentales 

y responden con modificaciones en su estructura para adaptarse a las nuevas 

condiciones. Los compuestos volátiles de A. agilis UMCV2 incrementaron el número 

de raíces laterales (Fig. 4c) contribuyendo con esto a aminorar el estrés impuesto 

por la deficiencia de hierro, favoreciendo el área de exploración de la raíz. 

 

En plantas control de 10 días de estrés (-Fe), la longitud de la raíz primaria 

disminuyó significativamente (Fig. 4b). Lo mencionado anteriormente indica que la 

longitud de la raíz primaria se altera por efecto de la carencia de hierro en el medio 

en los primeros estadios de desarrollo de la planta, posteriormente, como un 

mecanismo de adaptación al estrés ésta se desarrolla para incrementar la 

exploración en búsqueda del nutrimento (Fig. 2c). 

 

Es importante mencionar que la cepa Bacillus sp. L264 ha sido reportada con 

anterioridad por Hernández-Calderón et al.  (2018) como una cepa neutra en cuanto 

a su efecto sobre la exudación en plantas de Sorgo (Sorghum bicolor, planta 

estratega II para la adquisición de hierro); con los resultados obtenidos en este 

trabajo se observa que la cepa L264 no tiene una contribución significativa sobre la 

tolerancia al estrés por hierro, proveyendo datos similares al control negativo 

utilizado (agua) para el caso del estudio de interacción. 

 

Arthrobacter agilis UMCV2 modula positivamente algunos parámetros de 

crecimiento en las plántulas del género Medicago, efecto ya reportado con 
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anterioridad. Velázquez-Becerra et al. (2011) crecieron plántulas de Medicago 

sativa en interacción con los compuestos volátiles de UMCV2 en condiciones de 

suficiencia de hierro, en este estudio se evaluó el efecto de la presencia de los 

volátiles en la planta sobre el tiempo. Los resultados mostraron que a las 48 h de 

exposición, parámetros como biomasa, longitud de la raíz y longitud del tallo se 

incrementaron significativamente con respecto a las plantas control. 

 

Además, Orozco-Mosqueda et al. (2013) crecieron plántulas de M. truncatula en 

condiciones óptimas de crecimiento (medio MS completo y 100 µM de Fe) y 

posteriormente fueron transferidas a medio con baja disponibilidad de Fe (1µM) y 

con la presencia de los compuestos volátiles de A. agilis UMCV2 durante 48 h. Los 

resultados reportados fueron un incremento significativo en la biomasa de la plántula 

en condiciones de suficiencia y baja disponibilidad de hierro, así como en otros 

parámetros asociados a la toma de hierro por la planta en comparación con las 

plantas control. 

 

Es importante mencionar con base en los trabajos previos realizados sobre el efecto 

de los compuestos volátiles de A. agilis UMCV2 en plántulas de Medicago sp., que 

las plantas estuvieron expuestas a los volátiles microbianos por un periodo corto de 

tiempo (48 h) y en este estudio la presencia de los compuestos volátiles fue por un 

tiempo más prolongado (10 días) y además las plántulas estuvieron expuestas a las 

dos condiciones de disponibilidad de hierro a partir de la germinación. Entonces, los 

resultados generados en este estudio demuestran que los compuestos volátiles de 

A. agilis UMCV2 inducen cambios fisiológicos en las plántulas de M. truncatula que 

aminoran el efecto de la deficiencia de hierro aún cuando las plantas se encuentran 

crecidas de forma permanente en condiciones de deficiencia de hierro, por lo que 

resultaría interesante estudiar el tipo de metabolitos que se inducen en respuesta a 

los compuestos bacterianos y al estrés por deficiencia de hierro. 
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6.2. Capítulo II 
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6.3. Capítulo III 

 

LOS COMPUESTOS VOLÁTILES DE A. agilis UMCV2 ESTIMULAN LA 

EXUDACIÓN RADICULAR DE COMPUESTOS IMPLICADOS EN LA 

ADQUISICIÓN DE HIERRO EN Medicago truncatula  

 

RESUMEN 

 

Las plantas al ser organismos sésiles están expuestas a una serie de factores 

estresantes, por ejemplo la deficiencia de nutrimentos. Una manera de contrarrestar 

el estrés inducido es modificar el perfil químico de los compuestos liberados a través 

de las raíces hacia la rizosfera. Los exudados radiculares juegan un papel 

importante en la adquisición de nutrimentos y en el establecimiento de relaciones 

simbióticas con microorganismos rizosféricos. Se han reportado compuestos 

específicos que son exudados por las plantas en repuesta a la deficiencia de hierro, 

un ejemplo de ellos son los compuestos fenólicos y las cumarinas cuya función es 

quelar y solubilizar el metal en cuestión. El objetivo de este capítulo fue analizar el 

efecto de los compuestos volátiles de Arthrobacter agilis UMCV2 sobre el perfil de 

exudación de Medicago truncatula crecida en deficiencia de hierro, para ello se 

realizó un perfilado no dirigido de los exudados radiculares mediante LC-ESI-MS. 

Observaciones anteriores demostraron que la cepa UMCV2 tiene un impacto 

positivo sobre el metaboloma y sobre mecanismos de adquisición de hierro en 

plantas de M. truncatula crecida en deficiencia de hierro. Los resultados muestran 

que la deficiencia de hierro per se induce cambios en el perfil químico de los 

exudados. La exposición de las plantas a los compuestos volátiles de la cepa 

UMCV2 modificó de manera significativa los metabolitos exudados. Se identificaron 

dos compuestos, i) conferona, su abundancia relativa es inducida por la deficiencia 

de hierro y ii) ononina, una isoflavona que se incrementa significativamente por 

efecto de los volátiles bacterianos de UMCV2. De este estudio se concluye que los 

compuestos volátiles de A. agilis UMCV2 modifican el perfil químico de exudación 

de plántulas de M. truncatula en condiciones de suficiencia y deficiencia de hierro, 
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incrementando la exudación de compuestos relacionados con la movilización de 

hierro y comunicación planta-bacteria. 

 

INTRODUCCIÓN 

 

El sistema radicular es la parte oculta de las plantas, su función es brindar anclaje 

y proveer de nutrimentos y agua. Las raíces de las plantas interactúan y modifican 

el entorno del suelo que las rodea mediante la exudación de carbono (C). Las raíces 

secretan una amplia variedad de compuestos al suelo circundante, esta área se 

denomina rizosfera (Lynch, 1987). La exudación de las plantas puede llegar a 

comprender entre el 20 y el 40% del carbono fijado fotosintéticamente (Badri y 

Vivanco, 2009). 

 

El proceso de exudación maximiza la compensación entre la inversión y el retorno 

de energía, agua, C y nutrimentos, lo que determina en última instancia el 

crecimiento, la supervivencia e interacción de las plantas con su microbiota. La 

exposición a diferentes tipos de estrés como competencia, disponibilidad de 

nutrientes y/o la limitación de agua, causa una serie de respuestas en las plantas 

que modifican la distribución de C para garantizar los nutrimentos, lo que a su vez 

estimula la actividad microbiana y media las reservas de C en el suelo a corto y 

largo plazo (Rasse et al., 2005; Schmidt et al., 2011; Canarini et al., 2019). 

 

La cantidad y tipo de exudado es determinado por la especie vegetal, el estadio de 

desarrollo y diversos factores externos (estrés biótico y abiótico). Dentro de los 

exudados de raíz se pueden encontrar iones (H+), ácidos inorgánicos, oxígeno, agua 

y principalmente compuestos orgánicos (Uren, 2000; Bais et al., 2006). Los 

compuestos orgánicos secretados pueden clasificarse en dos grupos: i) compuestos 

de bajo peso molecular que incluyen aminoácidos, ácidos orgánicos, azúcares, 

compuestos fenólicos y una variedad de metabolitos secundarios y ii) compuestos 

de alto peso molecular como proteínas y mucílago (Badri y Vivanco, 2009).  
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El hierro es uno de los micronutrientes esenciales para las plantas y es requerido 

en mayor abundancia, este microelemento participa en procesos importantes 

incluyendo fotosíntesis, respiración y biosíntesis de clorofila. El hierro es 

componente de los grupos hemo de numerosas proteínas. 

 

El hierro sirve como un cofactor para una amplia variedad de procesos en las 

plantas y la deficiencia de este elemento induce modificaciones morfológicas y 

fisiológicas en la raíz, particularmente en la exudación de compuestos orgánicos. 

La deficiencia de hierro induce la liberación de compuestos reductores y quelantes 

en las plantas con estrategia I para la adquisición de hierro, la exudación se modifica 

en cantidad y en complejidad de las especies moleculares liberadas, incluyendo 

compuestos fenólicos, flavinas y ácidos orgánicos (Hinsinger et al., 2003; Jin et al., 

2007; Kobayashi y Nishizawa, 2012). 

 

Los exudados radiculares median interacciones en la rizosfera. Las interacciones 

son positivas cuando incluyen asociaciones simbióticas con microorganismos 

benéficos como micorrizas y rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal 

(PGPRs por sus siglas en inglés). Uno de los aspectos mejor estudiados de la 

interacción entre plantas y microorganismos rizosféricos es su habilidad para inducir 

efectos positivos en el crecimiento de la planta mediante el incremento en la 

absorción de nutrimentos, las rizobacterias tienen la capacidad de incrementar la 

movilidad del hierro mediante la liberación de compuestos quelantes llamados 

sideróforos (Saha et al., 2013). 

 

Las interacciones negativas incluyen asociación con plantas parásitas, 

microorganismos patógenos e invertebrados herbívoros (Badri y Vivanco, 2009). De 

manera que, las raíces de las plantas se encuentran frecuentemente expuestas a 

una amplia variedad de estreses ambientales, a lo cual responden secretando una 

mezcla de sustancias químicas para protección.  
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Se ha reportado en la literatura que la deficiencia de nutrimentos incrementa la 

exudación de ciertos metabolitos, particularmente de aquellos que contribuyen a 

mejorar la disponibilidad de éstos para la absorción por las raíces (Jones, 1998). 

Chutia et al. (2019) observaron que las cumarinas de tipo catecol y los 

fenilpropanoides derivados de 2-benzopiranonas incrementan su concentración en 

las raíces y en los exudados de Arabidopsis thaliana para facilitar la adquisición de 

hierro. Cuando las plantas crecieron en combinación de deficiencia de hierro y 

fósforo, la generación de los perfiles de cumarinas dependió considerablemente de 

la disponibilidad de hierro presente en el medio (Chutia et al., 2019). 

 

El establecimiento de las interacciones benéficas planta-microorganismo depende 

del intercambio de señales (Lopez-Baena et al., 2016).  La composición de los 

exudados de raíz de las plantas influencia un intercambio de señales entre las 

plantas y los microorganismos (Greer-Phillips et al., 2004; Liu et al., 2017). Las 

bacterias fijadoras de nitrógeno atmosférico proveen de este elemento a las plantas, 

mientras que los exudados de las plantas leguminosas que contienen una gran 

variedad de compuestos orgánicos (ácidos orgánicos, azúcares, aminoácidos y 

compuestos aromáticos) son un excelente nicho para ellas, jugando de esta manera 

los exudados un papel importante en la interacción entre microorganismos y plantas 

(Hartmann et al., 2009; Zhalnina et al., 2018).  

 

Recientemente se reportó que los volátiles producidos por la rizobacteria 

Arthrobacter agilis UMCV2, promueven el crecimiento y desarrollo en Medicago 

truncatula, activan mecanismos de defensa en las plantas, modulan los genes 

involucrados en la toma de hierro y la producción de metabolitos involucrados en la 

tolerancia al estrés por deficiencia de hierro en follaje (Velázquez-Becerra et al., 

2011; Orozco-Mosqueda et al., 2013, Cástulo-Rubio et al., 2015, Hernández-

Calderón et al., 2018; Flores-Cortez et al., 2019). Por lo que el objetivo de este 

estudio fue analizar si los compuestos volátiles de A. agilis UMCV2 también 

estimulan la exudación de compuestos que participan en la toma de hierro en 

condiciones de deficiencia de hierro. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Material biológico y condiciones de crecimiento 

Se utilizaron semillas de Medicago truncatula ecotipo Jemalong A17, las cuales 

fueron escarificadas y desinfectadas superficialmente, con ácido sulfúrico 

concentrado (8 min) e hipoclorito de sodio (12%, 2 min), finalmente se enjuagaron 

cinco veces con agua desionizada estéril. Posterior a la desinfección, las semillas 

fueron colocadas en placas de agar (0.6%, Agar Plant) con sacarosa (0.6%) para 

su vernalización durante tres días a 4°C. 

 

Transcurrido el tiempo de vernalización las placas con las semillas fueron llevadas 

a una cámara de crecimiento para su germinación (fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h 

oscuridad, 6100 lx y 22°C). Después de tres días de germinación, las plántulas 

fueron transferidas a frascos de vidrio con 35 mL de medio Hoagland con 0.6% de 

agar. Previo a la preparación del medio, los frascos fueron lavados varias veces con 

jabón libre de fosfatos, enjuagados en repetidas ocasiones con agua desionizada y 

esterilizados 2 veces previo al vaciado del medio de cultivo.  

 

El medio Hoagland base fue preparado con las siguientes concentraciones de sales: 

1020 ppm KNO3, 492 ppm Ca(NO3)2×4H2O, 230 ppm NH4H2(PO4), 490 ppm 

MgSO4×7H2O, 2.80 ppm H3BO3, 1.81 ppm MnCl2×2H2O, 0.08 ppm CuSO4×5H2O, 

0.22 ppm ZnSO4×5H2O y 0.09 ppm Na2MoO4×H2O. En este estudio se trabajó con 

dos condiciones de disponibilidad de hierro en el medio de cultivo, suficiencia que 

estuvo dada por la adición de 20 µM de FeSO4 (tratamiento +Fe) y deficiencia donde 

no se adicionó fuente de hierro al medio de cultivo de las plantas (tratamiento -Fe). 

 

La rizobacteria PGPR Arthrobacter agilis UMCV2 (CECT-7743) se cultivó a 22°C en 

agar nutritivo (extracto de carne 0.3%, peptona 0.5% y de agar bacteriológico 1.5%), 

se utilizó de 48 hrs de crecimiento. 
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Interacción planta – bacteria 

Se utilizó un sistema de compartimentos separados, permitiendo la interacción de 

los organismos solo mediante los compuestos volátiles. El sistema fue montado de 

la siguiente manera, al momento de preparar los frascos con el medio Hoagland con 

las dos condiciones de disponibilidad de hierro anteriormente mencionadas, se 

insertó un vial de vidrio con 2 mL de agar nutritivo. A cada frasco se transfirieron 

tres plántulas y pasados dos días de crecimiento en suficiencia o deficiencia, se 

agregó un inóculo de 20 µL de una densidad óptica de 0.05 (595 nm) de la cepa 

UMCV2. Para las plantas control se agregaron 20 µL de agua desionizada estéril. A 

partir de la adición del inóculo, las plántulas crecieron en interacción con los 

compuestos volátiles bacterianos en condiciones de luz y temperatura controladas.  

 

Colecta de exudados de raíz 

Después de 10 días de interacción, las plántulas fueron removidas cuidadosamente 

del medio de cultivo y las raíces fueron enjuagadas tres veces con agua estéril para 

eliminar los restos de medio. Viales ambar de 2 mL fueron utilizados para la colecta 

de los exudados, en ellos se colocó 1 mL de agua estéril. Las plantas con las raíces 

enjuagadas fueron colocadas en viales de manera individual y éstos colocados en 

frascos de vidrio para mantener la esterilidad del sistema (Fig. 1). La colecta de los 

metabolitos se llevó a cabo durante 24 hrs en una cámara de crecimiento a 22°C 

con fotoperiodo de 16 h luz / 8 h oscuridad e intensidad luminosa de 6100 lx.  

 

 

Fig.1. Sistema de colecta de exudados de M. truncatula  
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Los exudados colectados fueron mantenidos en congelación a -70°C, 

posteriormente fueron liofilizados a -52°C y 0.110 mBar y nuevamente mantenidos 

en refrigeración hasta su análisis. 

 

Análisis metabolómico de exudados radiculares mediante LC-ESI-MS 

 

Preparación de la muestra 

Los exudados de raíz liofilizados fueron resuspendidos con metanol al 75% 

acidificado con ácido fórmico (0.5%) y concentrados 100 veces. Posteriomente, los 

concentrados fueron sonicados 30 min, filtrados con membrana de nylon con 

tamaño de poro 0.22 µm y mantenidos a -20°C. Se analizaron tres muestras 

biológicas compuestas para cada uno de los tratamientos. 

 

Perfilado metabolómico 

La cromatografía se llevó a cabo en un UPLC Accela, utilizando una columna 

Hypersil Gold C18 (Thermo, 50 x 2.1 mm, 1.9 µm tamaño de partícula) a 40°C con 

un flujo de 550 µL/min, el volumen de inyección fue de 10 µL de los exudados 

concentrados. Las fases móviles fueron agua desionizada (miliQ) acidificada con 

ácido fórmico (0.1%) (solvente A) y metanol acidificado con ácido fórmico (0.1%) 

(solvente B). El gradiente de solventes utilizado fue el siguiente: 0-1 min 97% de A 

y 3% de B, 1.1-8 min 60% de A y 40% de B, 8.1 -20 min 40% de A y 60% de B, 20.1-

22.9 min 100% de B y finalmente del min 23-25 de nuevo 97% de A y 3% de B. 

 

El UPLC estuvo acoplado a un espectrómetro de masas LCQ Fleet Ion Trap. Los 

espectros fueron adquiridos con polaridad positiva, centroide y en un rango de 50 -

2000 m/z. Los parámetros de ionización fueron los siguientes (ESI): Temperatura 

del capilar 280°C, voltaje del capilar 33 V, voltaje de la fuente 4.5 kV y voltaje de la 

lente del tubo 120 V. 
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Procesamiento de cromatogramas 

Los archivos RAW obtenidos fueron convertidos a .mzXML con el programa 

MSConvert. Con el programa MZmine 2.0 se realizó la corrección de la línea base, 

después la detección de picos se llevó a cabo con GridMass con una tolerancia de 

0.35 m/z. Se realizó alineamiento con RANSAC con tolerancia de 0.35 m/z, llenado 

de huecos y la normalización máxima intensa (deisotoping). El ruido y los valores 

faltantes fueron removidos. Finalmente se obtuvo una base de datos con 1565 

features o iones (valores de m/z asociados a un tiempo de retención). 

 

Se realizó un análisis de los iones presentes en los picos más abundantes de los 

cromatogramas con la ayuda de los programas MZmine, TOPPView y mMass, los 

cuales permitieron analizar y comparar los scans de los cromatogramas de cada 

uno de los tratamientos, para así determinar la intensidad de los iones. 

 

La contribución de los iones presentes en los cromatogramas al estudio fue 

determinada utilizando el paquete Rattle en la plataforma R 

(http://www.rproject.org), generando un modelo conocido como Random Forest 

(RF). Para este modelo se construyeron 500 árboles de decisión con el 70% de las 

muestras, 15% para la validación y 15% para la prueba; la importancia de los iones 

fue determinada mediante el índice de Gini. El algoritmo RF fue aplicado para las 

dos variables utilizadas en este estudio, disponibilidad de hierro y volátiles 

bacterianos.  

 

Con los 30 iones extraídos con RF para cada una de las variables se analizó la 

variación entre los perfiles químicos de los exudados de los diferentes tratamientos 

mediante análisis de componente principal (PCA), análisis de cluster jerárquicos 

(HCA) y se generaron mapas de calor con las intensidades de los iones. 

 

Identificación de metabolitos 

Datos independientes de MS2 (UPLC-MS/MS) fueron adquiridos en modo positivo 

y centroide en UPLC-MS (Accela LCQ Fleet Ion trap). Se realizó una mezcla de los 
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exudados concentrados para llevar a cabo la refragmentación de los iones más 

abundantes presentes en las muestras. La m/z y tiempo de retención fue indicado 

en Xcalibur para fragmentar los picos con intensidad relativa mayor de 103 con 30 

eV. Los fragmentos hijos fueron analizados en TOPPView y utilizados para la 

identificación en la base de datos MassBank (http://www.massbank.jp/). Los iones 

determinados por el modelo Random Forest fueron identificados mediante la 

comparación de su m/z en el software SpiderMass (Winkler, 2015) y MassBank. 

 

Análisis estadístico 

Para la generación de gráficas con las intensidades de los iones se utilizó el paquete 

estadístico STATISTICA (versión 10). El análisis fue un diseño factorial que 

comprendió dos factores, disponibilidad de hierro (+ Fe y - Fe) y volátiles bacterianos 

(Control y UMCV2) seguido de la prueba de medias de Tukey con p ˂ 0.05. 

 

RESULTADOS 

 

Los estudios metabolómicos en el campo de la ecología son cada vez más 

populares. En primer lugar, el metabolismo es a menudo la primera línea de 

respuesta ante cambios ambientales, por lo que el conocer las respuestas del 

metaboloma de las plantas ante un factor abiótico o bien en las relaciones planta-

simbionte, planta-patógeno o planta-herbívoro, entre otros, permitiría ahondar más 

en la comprensión sobre la adaptación de las plantas a su entorno. En este estudio 

se analizó el efecto de la deficiencia de hierro y de los compuestos volátiles de A. 

agilis UMCV2 sobre el perfil químico de compuestos exudados por M. truncatula. 

Los análisis se realizaron mediante Cromatografía de Líquidos de alto ultra 

rendimiento acoplada a Espectrometría de Masas con ionización por Electrospray 

(UPLC-ESI-MS).  

 

Los resultados obtenidos por UPLC-ESI-MS indicaron diferencias entre los distintos 

tratamientos. Las regiones de mayor variación en los cromatogramas se 

identificaron a los tiempos de retención de 4.4 a 5 y 8.55 a 8.85 min.   

http://www.massbank.jp/
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En la condición de suficiencia (+Fe) en el tiempo de 4.4 a 5 min, se observó que la 

intensidad relativa del ion 379.3388 m/z en la región del espectro que va de 100 a 

600 m/z fue del 25%, mientras que en la condición de deficiencia (-Fe) la intensidad 

se incrementó. Al graficar la abundancia relativa del ion con respecto a la 

abundancia del ion de mayor intensidad en el espectro de masas, se observó que 

los compuestos volátiles bacterianos inducen la abundancia de este ion de manera 

significativa cuando las plantas son sometidas al estrés por la deficiencia del 

nutriente; esto de acuerdo al análisis de varianza factorial llevado a cabo donde el 

factor hierro tiene un efecto significativo con una valor de p = 0.000623 (Fig. 2a).  

 

En el tiempo de 8.55 a 8.85 min se destaca la variación en la intensidad del ion 

517.1754 m/z, donde en la condición control corresponde a los exudados de plantas 

del tratamiento +Fe y que no fueron expuestas a volátiles bacterianos, la intensidad 

relativa fue del 40%, mientras que en el tratamiento donde las plantas fueron 

expuestas a los compuestos volátiles de la cepa UMCV2, la intensidad fue del 100% 

(Fig. 2b); así mismo, en el histograma se muestra que la abundancia del ion se 

incrementa significativamente por la presencia de la bacteria en las dos condiciones 

de disponibilidad de hierro (p = 0.008554, ANOVA factorial). 

 

La refragmentación de los iones 379.3388 y 517.1754 m/z se llevó a cabo mediante 

LC-MS/MS y los patrones de masas MS2 obtenidos permitieron la búsqueda de la 

identidad de estos metabolitos en la base de datos MassBank. 



A. agilis UMCV2 modula el metaboloma de M. truncatula | Flores-Cortez, 2020 
 

82 
 

 

Fig. 2.  Espectros de masa obtenidos del análisis de los exudados radiculares de M. truncatula por 
LC-ESI-MS. a) Comparación del perfil de iones en los exudados de plantas de los tratamientos con 
suficiencia (+Fe) y deficiencia de hierro (-Fe). La abundancia del ion 379.3388 m/z tiende a 
incrementarse en la condición -Fe y se intensifica de manera significativa cuando las plantas fueron 
expuestas a los compuestos volátiles de la rizobacteria A. agilis UMCV2. b) Efecto de los volátiles 
bacterianos sobre el perfil de iones en los exudados radiculares. La abundancia del ion 517.1754 
m/z se incrementa en la condición +Fe y en presencia de los compuestos que emite la UMCV2. 
Letras diferentes indican diferencia estadística significativa (p ˂ 0.05), ANOVA factorial seguida de 
Tukey (HSD) con n = 3. 

 

La refragmentación del ion 517.1754 m/z arrojó los fragmentos 254.0573 m/z, 

269.0854 m/z, 269.8922 m/z, 431.2032 m/z, 499.1088 m/z y 517.9043 m/z, que con 



A. agilis UMCV2 modula el metaboloma de M. truncatula | Flores-Cortez, 2020 
 

83 
 

un score de 0.85, se identificó como formononetina-7-O-glucósido (ononina), que es 

una isoflavona presente en las plantas leguminosas que se forma por la adición de 

glucosa al grupo hidroxilo 7’ en el anillo A de la formononetina. La ononina es un 

compuesto con potencial de eliminación de radicales libres (compuesto 

antioxidante), además se ha reportado que tiene propiedades antimicrobianas 

(Wang et al., 2018). 

 

La comparación de los fragmentos para el ion 379.3388 m/z arrojó scores muy bajos 

por lo que solo se realizó una identificación putativa basada en la masa del ion 

obtenida por ESI-MS. El resultado de la comparación en MassBank indicó la 

presencia de conferona, una cumarina sesquiterpenoide de la clase benzopiranoide. 

 

Las cumarinas participan en la adquisición de hierro mediante quelación o reducción 

de Fe+3 y se producen en respuesta a la deficiencia de hierro. Las cumarinas son 

comúnmente llamadas cumarinas movilizadoras de hierro (IMCs, por sus siglas en 

inglés). Fourcroy et al. (2016) observaron que las cumarinas secretadas por A. 

thaliana no rescatan el fenotipo mutante de fro2, lo que indica que las cumarinas 

pueden desempeñar otras funciones en la rizosfera además de movilizar hierro. 

 

Debido a la complejidad de los datos obtenidos en estudios metabolómicos es 

conveniente el uso de algoritmos que permiten extraer datos importantes o 

representativos del experimento. Para reducir la cantidad de variables obtenidas en 

este estudio, se utilizó el modelo Random Forest que proporciona los 30 iones más 

importantes para cada una de las variables estudiadas, que en este caso fueron: 

disponibilidad de hierro (Fig. 3a) y volátiles bacterianos (Fig. 3b). 
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Fig. 3. Clasificación de iones obtenidos por el modelo Random Forest para diferenciar los exudados 
de raíz de M. truncatula entre tratamientos de acuerdo a los patrones de masas obtenidos por LC-
ESI-MS. Los 30 iones más importantes discriminan entre la disponibilidad de hierro en el medio de 
cultivo (a) y la exposición a compuestos volátiles de A.agilis UMCV2 (b). Árboles de decisión = 500, 
error OOB para hierro = 0% y para volátiles bacterianos = 16.67%. 

 

A partir de la información obtenida por Random Forest se realizó un análisis 

estadístico no paramétrico que se muestra en la Fig. 4. El análisis de componentes 

principales (PCA por sus siglas en inglés) mostró que las plantas de M. truncatula 

crecidas en deficiencia de hierro exudan compuestos que las diferencian de las 

crecidas en condiciones de suficiencia de hierro.  

 

Con anterioridad se ha reportado que la deficiencia de hierro afecta el perfil de 

exudación de las plantas, lo que nos confirma el efecto observado en este estudio 

y validez sobre el estrés impuesto a las plantas. El perfil químico de los exudados 

modulado por la deficiencia de hierro es explicado por el componente principal 1 
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con un 55.5% de la variación, el cual claramente diferencia entre las dos condiciones 

de disponibilidad de hierro (+Fe y –Fe) (Fig. 4). 

 

 

Fig. 4. Análisis de componentes principales construido con los 30 iones más importantes obtenidos 
del modelo Random Forest para el factor disponibilidad de hierro. El color azul muestra los perfiles 
químicos de los exudados de plantas crecidas en condiciones de suficiencia de hierro y el color rojo 
indica los exudados de plantas crecidas en deficiencia de hierro. Las diferencias entre grupos fueron 
contrastadas con una prueba PERMANOVA indicando que los grupos son estadísticamente 
diferentes  (p = 0.004). 

 

Posteriormente con los iones que presentaron los valores más altos en el índice de 

Gini, se construyó un PCA para la variable volátiles bacterianos. Este análisis 

permite observar que los perfiles químicos de los exudados de las plantas que 

fueron expuestas a los compuestos volátiles bacterianos de la cepa UMCV2 son 

estadísticamente diferentes, de acuerdo a la prueba PERMANOVA realizada (p= 

0.005), a los de las plantas control (Fig. 5). Lo anterior indica que en condiciones de 

suficiencia y deficiencia de hierro, la cepa UMCV2 está llevando a cabo una 

modulación del metabolismo de la planta que se ve reflejado en el patrón de 

exudación.  

 

Debido a la evidencia tan clara de que los volátiles microbianos modulan la 

exudación radicular de acuerdo a lo observado en el PCA de la Fig. 5, se construyó 
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un mapa de calor (Heat Map, HM) que permitió tener una representación gráfica de 

las intensidades de los iones extraídos para la variable volátiles bacterianos (Fig.6) 

 

 

Fig. 5. Análisis de componentes principales construido con los iones más importantes obtenidos por 
el modelo Random Forest para el factor volátiles bacterianos. El color azul muestra los perfiles 
químicos de los exudados de plantas crecidas en presencia de los compuestos volátiles de A. agilis 
UMCV2 y el rojo las plantas control. Las diferencias entre grupos fueron contrastadas con una prueba 
PERMANOVA (p = 0.005). 

 

En la Fig. 6 se muestra el resultado del análisis de clasificación o clusters, donde se 

puede observar que se agrupó en una sola rama al control-Fe y UMCV2+Fe e 

interesantemente, la intensidad de la mayoría de los iones para el tratamiento 

UMCV2+Fe se intensifica en respuesta a los volátiles bacterianos comparado con 

la condición control-Fe, lo que sugiere que los compuestos volátiles de la cepa 

UMCV2 en condiciones de suficiencia de hierro inducen cambios en el perfil de 

exudados emulando la existencia de un estrés abiótico por deficiencia nutrimental 

de Fe en las plantas. En una rama más externa se ubica UMCV2-Fe, e igualmente, 

la intensidad de la mayoría de los iones se intensificó cuando las plantas en 

deficiencia de hierro fueron expuestas a los volátiles de la UMCV2.  
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Fig.6. Mapa de calor generado con los 30 iones más importantes obtenidos del modelo Random 
Forest para la variable volátiles bacterianos. Al mapa de calor se agregó un análisis de cluster 
jerárquico utilizando distancia euclidiana y el algoritmo de Ward para la clasificación de los iones (eje 
x) y tratamiento (eje y). 

 

Por otro lado, el análisis jerárquico clasificó a los perfiles químicos de exudados de 

las plantas control crecidas en suficiencia de hierro (control+Fe) como diferentes al 

resto de los tratamientos, ubicándolos en una rama completamente externa, esta 

diferencia es dada por la ausencia del metabolito de m/z 623.2512 principalmente 

(Fig.6). 

 

Del mapa de calor también se destaca que los iones 327.1772 y 399.4371 m/z solo 

se encuentran presentes en los tratamientos control -Fe y +Fe, es decir, los 

compuestos volátiles bacterianos reprimieron su exudación. Otros iones que fueron 

exudados de manera exclusiva por las plantas que crecieron en presencia de los 

compuestos volátiles de A. agilis UMCV2 fueron 540.3486 m/z para la condición -

Fe, y 163.2624 y 527.2768 m/z para +Fe. Lo que indica la presencia de compuestos 

clave en respuesta a la exposición de los compuestos volátiles de la bacteria.  
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Se realizó la identificación putativa de los iones más importantes de acuerdo al 

modelo Random Forest para la variable volátiles bacterianos, se identificaron siete 

de los 30 iones extraídos con el software SpiderMass y la base de datos MassBank 

(Tabla 1). 

 

Tabla 1. Metabolitos más importantes de acuerdo al modelo Random Forest en los exudados de M. 
truncatula, los cuales permiten discriminar entre plantas en interacción con los volátiles de A. agilis 
UMCV2 y controles. La identificación se realizó de forma putativa con el software SpiderMass y 
MassBank. 
 

  

m/z 

Masa  

monoisotópica 

(Da) 

Modo de 

ionización 

Nombre del 

compuesto 

  

Función 

163.262 162.032 [M+H]
+ Umbeliferona Antimicrobiano 

295.472 272.250 [M+Na]
+ Ent-isokaureno Biosíntesis de kauralexinas 

399.437 398.504 [M+H]
+ Asacumarina B Quelante y reductor de Fe 

473.279 472.355 [M+H]
+ Hederagenina Antimicrobiano 

540.349 539.526 [M+H]
+ Oleuropeina Defensa, antioxidante 

623.251 622.190 [M+H]
+ Pectolinarina Defensa, antioxidante 

707.460 
  
  

684.548 
  

[M+Na]
+ 

 

2-Metoxi-6-all trans-

octaprenil-2-metoxi-

1,4-benzoquinol 

Transformación redox de Fe 
  

 

Los metabolitos que separan de forma significativa los tratamientos control de 

aquellos expuestos a los volátiles bacterianos de A. agilis UMCV2 principalmente 

tienen actividad de defensa, ya sea como antimicrobiano o antioxidante. Cabe 

resaltar, que dentro de los exudados radiculares de las plantas crecidas en 

interacción con la bacteria se encontraron compuestos involucrados en la quelación 

y reducción de hierro (asacumarina B 399.437 m/z y 2-metoxi-6-all trans-octaprenil-

2-metoxi-1,4-benzoquinol 707.460 m/z). 
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DISCUSIÓN 

 

El hierro es un elemento que está involucrado en muchos procesos importantes 

para la planta, de los cuales depende su crecimiento y desarrollo. El problema de la 

solubilidad del hierro en ambientes aeróbicos o de pH alcalino conlleva a una baja 

biodisponibilidad de este elemento para las plantas, por ello han desarrollado una 

diversidad de estrategias para aminorar el problema.  

 

La exudación radicular de metabolitos con propiedades quelantes o reductoras de 

hierro por las plantas, inducida por la deficiencia de hierro ha sido poco estudiada 

en comparación con el mecanismo por reducción enzimática.  

 

Sin embargo, los metabolitos secundarios que movilizan hierro pueden volverse 

cruciales para la adquisición de este elemento cuando la biodisponibilidad para las 

plantas cae por debajo de un umbral crítico como en el caso de los suelos alcalinos 

(Tsai y Schmidt, 2017). 

 

Aunado a lo anterior, la exudación radicular es un proceso determinante en la 

interacción planta-microorganismo. Los microorganismos del suelo llevan a cabo un 

papel importante en la mineralización y transformación de nutrimentos en la 

rizosfera (Marschner et al., 2011). Al igual que las plantas, los microorganismos 

modifican su ambiente circundante con la secreción de moléculas con capacidad 

solubilizadora, quelante, reductora y/u oxidante. 

 

Además, los microorganismos benéficos de la rizosfera pueden contribuir para 

mejorar la adquisición de hierro, debido a que algunos de ellos presentan diferente 

capacidad para inducir respuestas de deficiencia de hierro como por ejemplo la 

actividad férrico quelato reductasa potenciada, acidificación de la rizosfera, 

liberación de compuestos fenólicos y flavinas, y modificación del sistema radicular 

(Hinsinger et al., 2003; Jin et al., 2007; Kobayashi y Nishizawa, 2012).   
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Los estudios ómicos, como los metabolómicos, se encuentran directamente 

relacionados con el fenotipo de las plantas, lo que permite tener una visión integral 

de la fisiología y correlacionar las rutas metabólicas con el establecimiento de la 

tolerancia al estrés. Los resultados producto de la metabolómica muestran el 

funcionamiento de la planta a nivel sistémico, lo que brinda una oportunidad para 

analizar los procesos fisiológicos que ocurren durante el estrés y en los procesos 

de adaptación. 

 

Varios son los estudios llevados a cabo donde se relaciona la exudación radicular 

con la movilización de nutrimentos en la rizosfera. Sin embargo, en el presente 

estudio además de analizar los cambios generados en el perfil químico de exudados 

por la deficiencia de hierro en plántulas de M. truncatula, se analizó la modulación 

de la exudación por efecto de los compuestos volátiles de A. agilis UMCV2. 

 

Previamente, Orozco-Mosqueda et al. (2013) observaron que la exposición de 

plantas de M. truncatula a los compuestos volátiles de la cepa UMCV2 inducía 

cambios en la acidificación de la rizosfera, lo que podría ser generado por la 

extrusión de protones como parte de la estrategia de adquisición de hierro o por la 

exudación de metabolitos con la misma finalidad, sin embargo, la acidificación de la 

rizosfera se llevó a cabo en condiciones de suficiencia y deficiencia de hierro.  

 

Los resultados anteriores indican que la bacteria A. agilis UMCV2 de alguna manera 

modifica el proceso de exudación de la planta. De aquí surgió una pregunta, ¿Los 

compuestos volátiles de la cepa UMCV2 modula la producción y exudación de 

metabolitos primarios y secundarios en plantas de M. truncatula para contrarrestar 

el estrés por deficiencia de hierro? 

 

Como resultado del estudio realizado mediante UPLC-ESI-MS a exudados 

radiculares de plántulas de M. truncatula, se observó que el perfil químico de los 

compuestos exudados por las plantas crecidas en deficiencia de hierro es 

significativamente diferente del perfil de las plantas desarrolladas en suficiencia 
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(p=0.004) (Fig. 4); ha sido reportado que plantas que experimentan deficiencia de 

hierro incrementan la exudación en respuesta al estrés nutrimental, y que los 

cambios en la exudación no solo están dados por la cantidad sino también por la 

complejidad de los metabolitos liberados (Hinsinger et al., 2003). 

 

Además, se analizaron los exudados de plantas crecidas en interacción con 

compuestos volátiles de A. agilis UMCV2 durante 10 días en suficiencia y deficiencia 

de hierro. Los perfiles químicos de los exudados entre plantas control y plantas con 

volátiles de la cepa UMCV2 son estadísticamente diferentes (p = 0.005) (fig. 5), 

indicando que la interacción microbiana modula el proceso de exudación de las 

plantas de manera independiente de la disponibilidad de hierro en el medio. 

 

Acorde a los resultado obtenidos en este estudio, Pii et al. (2015) realizaron un 

análisis de exudados radiculares en plantas de pepino crecidas hidropónicamente 

o en condiciones alcalinas, se encontró que las plantas responden diferencialmente 

dependiendo del estatus nutrimental por hierro. Adicionar un inóculo de Azospirillum 

brasilense al suelo permitió una recuperación más rápida de los síntomas de 

deficiencia de hierro de las plantas, entre ellos se observó un incremento en la 

clorofila, biomasa y contenido de Fe en las hojas. Sin embargo, se observó un 

decremento en la exudación de ácidos orgánicos en plantas inoculadas y en el caso 

de los aminoácidos estos se incrementaron por efecto de la deficiencia de hierro 

incluso en las plantas inoculadas.  

 

Lo anterior muestra que microorganismos benéficos de la rizosfera pueden 

modificar los compuestos exudados por las plantas generando cambios 

significativos.  

 

Los exudados de plantas de M. truncatula en interacción con los volátiles de UMCV2 

incrementaron la exudación de los compuestos identificados como ent-isokaureno 

(295.472 m/z) y 2-metoxi-6-all trans-octaprenil-2-metoxi-1,4-benzoquinol (707.460 

m/z), ambos fueron encontrados en las dos condiciones de disponibilidad de hierro, 
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sin embargo, su abundancia se incrementa en la condición de deficiencia de hierro 

(Fig. 6). El ent-isokaureno está involucrado en la síntesis de kauralexinas, 

diterpenoides asociados a compuestos de defensa, las kauralexinas han sido 

reportadas como necesarias para la resistencia de plantas de maíz a la pudrición 

del tallo causada por Fusarium (Schmelz et al., 2011; Ding et al., 2019), estos 

compuestos se producen en repuesta a estrés biótico, sin embargo, en presencia 

de los volátiles de la cepa UMCV2 se induce su exudación. 2-metoxi-6-all trans-

octaprenil-2-metoxi-1,4-benzoquinol es un compuesto que debido a su naturaleza 

química pudiera estar participando en procesos redox en la rizosfera, como aquellos 

involucrados en los cambios de pH o en tranformación de metales como el hierro 

(Husson, 2013; Jiang et al., 2015). 

 

Las plantas crecidas en suficiencia de hierro y en exposición a los volátiles de la 

cepa UMCV2 presentaron iones exclusivos dentro del pool de exudados, 163.262 y 

527.277 m/z, los cuales no fueron detectados en el resto de los tratamientos. El 

metabolito de m/z 163.262 fue identificado putativamente como umbeliferona (7-

hidroxicumarina), el cual ha sido reportado como un compuesto con actividad 

antimicrobiana (Simkovitch et al., 2015; Yang, et al., 2018). Stringlis et al. (2018) 

mencionan que las cumarinas que tienen un efecto antimicrobiano pueden participar 

en el establecimiento del microbioma de las plantas mediante la eliminación de 

microorganismos patógenos para los cuales dichos compuestos son tóxicos. 

 

La interacción de los factores deficiencia de hierro y los volátiles bacterianos, 

provocó la exudación de hederagenina (473.279 m/z) y oleuropeina (540.349 m/z), 

compuestos antimicrobiano y antioxidante respectivamente (Petridis et al., 2012; 

Paskovic et al., 2018; Liu et al., 2019), ambos metabolitos se encuentran 

involucrados en la defensa de plantas. La oleuropeina se incrementa por efecto de 

estrés hídrico y deficiencia nutrimental por Mn, como un mecanismo adaptativo para 

reducir el daño oxidativo inducido por el estrés. 
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Como parte de los cambios inducidos por los volátiles bacterianos en el perfil de 

exudados de las plantas de M. truncatula, los iones 327.177 y 399.437 m/z, solo 

fueron detectados en los tratamientos control. El ion 399.437 m/z presenta una 

mayor abundancia en los exudados del tratamiento control-Fe y corresponde a 

asacumarina B (cumarina sesquiterpenoide), de acuerdo a MassBank, como ha sido 

mencionado con anterioridad, éstos compuestos están involucrados en el proceso 

de solubilización del hierro en la rizosfera en condiciones de deficiencia. Finalmente 

en el mapa de calor se detectó un ion que puede ser considerado como el 

responsable de la clasificación de los exudados control+Fe, 623.251 m/z, 

identificado putativamente como pectolinarina, una flavona con actividad 

antimicrobiana y antioxidante (Nazaruk y Jakoniuk, 2005). 

 

Los cambios en el contenido de metabolitos en respuesta a la deficiencia de hierro 

en las plantas de M. truncatula y por interacción con los compuestos volátiles de A. 

agilis UMCV2 pueden llevar a la planta a procesos adaptativos para mantener la 

homeostasis del Fe. 

 

Durante el análisis de los cromatogramas obtenidos de UPLC-ESI-MS se detectaron 

cambios en cuanto a la intensidad de ciertos picos en determinados tiempos de 

retención, en un análisis más profundo se determinó que los cambios estaban dados 

por los iones 379.3388 m/z y 517.1754 m/z, estos iones fueron identificados en 

MassBank y corresponden a conferona y ononina respectivamente. 

 

La ononina o formononetina-7-O-glucósido es una isoflavona presente en las 

plantas leguminosas, este metabolito incrementó significativamente en los 

exudados de la plantas por efecto de la interacción con los compuestos volátiles 

bacterianos. De acuerdo a un trabajo de Wang et al. (2017) la ononina tiene efecto 

antimicrobiano contra bacterias gram positivas (S. aureus y E. faecium) y gram 

negativas (P.aeruginosa, S. pneumonia and E. coli). 
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La ononina es un flavonoide y como tal esta reportado que tiene actividad 

antioxidante. Pi et al. (2019) realizaron un estudio en plantas de soya inoculadas 

con Sinorhizobium fredii, dentro de los resultados encontraron que los niveles 

endógenos de 19 flavonoides se incrementaron y 16 presentaron una marcada 

disminución. Dentro de los flavonoides que disminuyeron se encuentra la ononina, 

esta isoflavona tuvo un comportamiento similar cuando se agregó estrés salino al 

experimento, indicando que podría jugar un papel significativo en las rutas de 

respuesta a la inoculación con el rizobio y al estrés salino. Concluyendo que en este 

estudio la ononina podría actuar como un efector en otros procesos fisiológicos más 

que en proteger las células contra el estrés oxidativo. 

 

La propiedad antioxidante de los flavonoides es bien conocida (Yamasaki et al., 

1997), sin embargo, su impacto fisiológico no han sido abordado adecuadamente a 

nivel de toda la planta. La base química de la propiedad antioxidante de los 

flavonoides ha sido atribuida a los grupos hidroxilo en su estructura, los compuestos 

que tienen dos grupos hidroxilo en el anillo B son más eficientes para reducir ROS 

comparado con los que solo presentan uno (Agati et al., 2012). La ononina solo 

tiene un grupo hidroxilo en el anillo B. 

 

Los derivados glicosilados de flavonoides se ha observado que son donadores de 

electrones o átomos de hidrógeno en las reacciones antioxidantes (Hernandez, et 

al., 2009). Los flavonoides tienen estructuras diversas al igual que sus funciones 

fisiológicas, por ejemplo la formononetina es un intermediario esencial de 

fitoalexinas de leguminosas y tiene un papel importante en la simbiosis rhizobium-

leguminosa (Zhang et al., 2009; Agati et al., 2012).  Flavonoides monohidroxilados 

en el anillo B, como 7,4´-dihidroxiflavona, son moléculas señal en la simbiosis 

rhizobia-leguminosas y además puede interactuar con un amplio rango de bacterias 

en la rizosfera favoreciendo su reclutamiento (Szoboszlay et al., 2016).  

 

De lo anterior se deduce que la ononina dentro de los exudados radiculares de 

plantas expuestas a los compuestos volátiles de la cepa UMCV2, pudiera tener un 
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papel de molécula señal para el reclutamiento, probablemente, de la cepa 

productora de los volátiles inductores de la misma. Es probable que la ononina esté 

involucrada en la colonización de plantas de M. truncatula con la cepa UMCV2 

(bacteria endófita de leguminosas); en la figura 1b se muestra graficada la 

intensidad de este metabolito y puede observarse que en la condición de deficiencia 

de hierro la abundancia es menor en comparación con la condición de suficiencia, 

esto se correlaciona directamente con la colonización encontrada en las plantas, es 

decir, la deficiencia de hierro disminuye significativamente la colonización (datos no 

mostrados) al igual que el contenido de ononina.  

 

El ion 379.3388 m/z, se identificó en la base de datos MassBank como conferona, 

una cumarina sesquiterpenoide de la clase benzopiranoide. La abundancia relativa 

de esta metabolito se incrementa significativamente por efecto de la deficiencia de 

hierro. Se ha observado en varios estudios que las cumarinas participan en la 

respuesta adaptativa a la deficiencia de hierro (Tsai y Schmidt, 2017). Las 

cumarinas podrían ayudar en la adquisición de hierro mediante quelación o 

reducción de Fe+3, estos compuestos se producen en respuesta a la deficiencia de 

hierro. Las cumarinas son comúnmente llamadas cumarinas movilizadoras de hierro 

(IMCs, por sus siglas en inglés). 

 

La capacidad de las cumarinas para quelar y movilizar hierro son variables y 

depende de la presencia de un grupo catecólico en su estructura. Un grupo 

catecólico se caracteriza por la presencia de dos grupos hidroxilo adyacentes en el 

anillo de benceno de la estructura de la cumarina, que se asemeja a la estructura 

de los sideróforos microbianos que participan en la quelación y absorción de Fe por 

los microbios que los secretan (Neilands, 1995; Verbon et al. 2017). 

 

Recientemente, Stringlis et al. (2018) reportaron la participación de las cumarinas 

en la interacción planta-microorganismo. Previo a llevarse a cabo la colonización de 

una planta por microorganismos del suelo, es necesario competir por el nicho y tener 

la capacidad de utilizar los exudados radiculares como fuente de carbono. Sin 
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embargo, los exudados de las raíces son una mezcla compleja de metabolitos de 

los cuales algunos pueden ser utilizados como alimento y otros son perjudiciales 

para los microorganismo (Bais et al., 2006). En este sentido, las cumarinas son 

actores importantes en el reclutamiento del microbioma de la raíz. Con todo lo 

anterior, se puede concluir que los compuestos volátiles de A. agilis UMCV2 

modifican el perfil químico de exudación de plántulas de M. truncatula crecidas en 

condiciones de suficiencia y deficiencia de hierro, incrementando la exudación de 

compuestos relacionados con la movilización de hierro y la comunicación planta-

bacteria. 
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7. DISCUSIÓN 

 

El hierro (Fe) es un metal abundante en la corteza terrestre pero en condiciones 

alcalinas su biodisponibilidad disminuye, debido a esto su carencia se ha convertido 

en un problema alrededor del mundo, donde más de la tercera parte de los suelos 

arables son potencialmente deficientes en hierro (Guerinot et al., 2007). El Fe es un 

micronutrimento importante en la dieta humana y frecuentemente deficiente, se 

estima que dos billones de personas en el mundo pueden llegar a presentar 

carencia, en este contexto, la biofortificación es una forma posible de alimentar a 

los humanos de manera segura con suficiente hierro directamente en la dieta 

(Murgia et al., 2012).  

 

La absorción de hierro por las plantas es el resultado de interacciones complejas 

entre la planta y la rizosfera. La solubilidad del hierro depende de factores 

dependientes del suelo que determinan su biodisponibilidad como por ejemplo la 

especiación del Fe en la solución, la reacciones redox en la solubilización y la 

función de los quelatos en la raíz de la planta (Lindsay, 1995). 

 

En este estudio, la escasez de hierro durante 21 días causó limitación en la 

producción de biomasa aérea y de raíz, sin embargo, las plantas respondieron 

modificando la longitud de la raíz primaria como mecanismo de adaptación al estrés. 

En contraste, cuando las plantas crecieron en interacción con los compuestos 

volátiles de A. agilis UMCV2 durante 10 días, se incrementó la biomasa de la parte 

aérea y se observó una tendencia a favorecer la altura y la longitud de la raíz 

primaria en condiciones de deficiencia de hierro. El número de raíces laterales se 

incrementó de forma significativa en las plántulas por efecto de la exposición a los 

volátiles de UMCV2. Éstos efectos fenotípicos son consistentes con las 

modificaciones del sistema radicular de las plantas para maximizar la superficie de 

raíz para incrementar el área de búsqueda y absorción de nutrimentos (Marschner, 

2011). 
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La deficiencia de hierro altera la síntesis de clorofila, lo que explica el amarillamiento 

en las hojas de M. truncatula y la consecuente disminución en el contenido de 

clorofila, asociado a esto las hojas presentaron disminución en la intensidad de 

lípidos componentes del cloroplasto como el ion 797.49 m/z identificado 

putativamente como 1-18:3-2-18:3-monogalactosildiacilglicerol. La plasticidad de 

las membranas de los tilacoides en respuesta a la deficiencia de hierro es 

evidenciada mediante análisis proteómicos del cloroplasto (Timperio et al., 2007; 

Laganowsky et al., 2009). La condición de deficiencia de Fe también modifica el 

transporte de electrones en el PSI y PSII de plantas dicotiledóneas y 

monocotiledóneas (Msilini et al., 2013; Andaluz et al., 2006).  

 

El hierro es un constituyente de la cadena transportadora de electrones en 

mitocondrias y cloroplastos, la deficiencia de Fe genera cambios redox a nivel 

celular, resultando en la acumulación de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

(Mittler et al., 2004). Se sabe que los grupos hemo de las proteínas sufren 

degradación cuando son expuestos a estrés oxidativo, siendo oxidados a su forma 

férrica hemina (Müllebner et al., 2015), que es también un pro-oxidante (Lu et al., 

2012).  

 

Se ha observado que las plantas deficientes en hierro son productoras de ROS, 

probablemente debido a que el grupo hemo también se encuentra presente en 

algunas de las enzimas encargadas de detoxificar a estas especies, de manera que 

niveles bajos de hierro conducen a la acumulación de ROS (Busch y Montgomery, 

2015). Para contrarrestar el estrés oxidativo y regular los niveles de ROS, las 

plantas han desarrollado un sistema antioxidante que comprende dos niveles de 

regulación, mediados por: i) enzimas (superóxido dismutasa SOD, catalasa CAT, 

peroxidasa POX, ascorbato peroxidasa APX, glutatión reductasa GR, guaiacol 

peroxidasa GPX, monodehidriascorbato reductasa MDHAR y dehidroascorbato 

reductasa DHAR) y ii) metabolitos como ascorbato (ASC), glutatión (GSH) 

compuestos fenólicos y carotenoides (Spirt et al., 2010; Mittler et al., 2004; Lee et 

al., 2001; Shi et al., 2007; Das et al., 2014). 
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En el presente estudio mediante DLI-ESI-MS se analizó el efecto de la deficiencia 

de hierro y de los compuestos volátiles de A. agilis UMCV2 en el metaboloma de 

hojas de M. truncatula crecida en suficiencia y deficiencia de hierro. La deficiencia 

de hierro modificó el metabolismo de las hojas, el perfil químico fue estadísticamente 

diferente al control con suficiencia de hierro. Utilizando el algoritmo Random Forest 

se extrajeron los 30 iones más importantes del estudio para la variable volátiles 

bacterianos. Los resultados muestran que la presencia de los volátiles de la cepa 

UMCV2 modifica significativamente el perfil químico de las hojas de las plantas de 

M. truncatula en comparación con los tratamientos control (cepa L264 y control). 

 

Mediante el software SpiderMass, se identificaron varios metabolitos que participan 

en el proceso de contrarrestar el estrés por deficiencia de hierro en las hojas de M. 

truncatula. Algunos de ellos incrementaron su abundancia en respuesta a la 

condición deficiente, particularmente los relacionados a la biosíntesis de riboflavina 

(1-Deoxi-l-glicero-tetrulosa 4-phosphate y 5-Amino-6-d-ribitilamino uracilo), 

nospermina (poliamina) y marmesina (precursor de cumarinas). Se han reportado 

estudios donde se sugiere que la ruta biosintética de la riboflavina es sobrerregulada 

en condiciones de deficiencia de hierro, esto debido a que los compuestos flavin 

son exportados y se acumulan en las raíces carentes de Fe. Además, la riboflavina 

ha sido propuesta como donadora de electrones para las reacciones de reducción 

de Fe+3, como cofactor o como agente quelante de hierro (González-Vallejo et al., 

1998; Rodríguez-Celma et al., 2011). 

 

Las poliaminas son compuestos que son conocidos por su participación en la 

regulación de procesos de crecimiento y desarrollo, así como en respuesta a estrés 

biótico y abiótico en plantas; el grupo al que pertenece el otro compuesto que se 

modifica por efecto de la deficiencia de hierro en las hojas es el de las cumarinas, 

estos compuestos participan en la respuesta adaptativa a la deficiencia de hierro, 

mecanismo que podrían llevar a cabo mediante la quelación o reducción de hierro 

férrico (Wuddineh et al., 2017; Tsai y Schmidt, 2017). 
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Las rizobacterias PGPRs participan en la adaptación o aminoración del estrés en 

plantas. Algunas PGPRs contribuyen a reducir el daño por estrés abiótico mediante 

la modulación del contenido de metabolitos como aminoácidos y carbohidratos 

(Curzi et al., 2008; Fernández et al., 2012). Arthrobacter agilis UMCV2 modula 

mecanismos de adquisición de hierro en plantas mono y dicotiledóneas en 

condiciones tanto de suficiencia como de deficiencia de hierro (Orozco-Mosqueda 

et al., 2013, Cástulo-Rubio et al., 2015; Hernández-Calderón et al., 2018; 

Montejano-Ramírez et al., 2018). 

 

Como resultado de la interacción de las plántulas de M. truncatula con A. agilis 

UMCV2, la planta realizó una modulación química del contenido de metabolitos. Los 

volátiles de la cepa UMCV2 favorecieron la acumulación de flavonoides en las hojas 

en la condición de suficiencia y deficiencia de hierro, particularmente el kaempferol 

(287.19 m/z), otros compuestos identificados que se incrementaron en intensidad 

incluyen aquellos involucrados en el metabolismo primario de las plantas como 

piruvato (88.08 m/z), glicolato (97.83 m/z) y coenzima A (790.06 m/z). 

 

En el presente estudió, como método de validación de la técnica DLI-ESI-MS 

empleada y la identificación putativa llevada a cabo con el software SpiderMass se 

realizó la determinación y cuantificación del brasinolido (BR) mediante GC-SIM-MS, 

utilizando como estándar de referencia el 24-epibrasinolido. Las fitohormonas y 

moléculas mensajeras como las auxinas, etileno y óxido nítrico han sido reportadas 

que participan en la regulación de los procesos fisiológicos inducidos por la 

deficiencia de hierro (Römheld y Marscher, 1986; Ivanov et al., 2012).  

 

El brasinolido fue considerado debido a que en la identificación putativa que se 

realizó sobre los iones clasificadores, se identificaron a tres precursores de la ruta 

de biosíntesis de brasinoesteroides (5-dehidroepisterol 397.20 m/z, 6-

hidroxicastasterona 467.07 m/z y 6-deoxocathasterona 419.15 m/z), además 

existen reportes sobre el potencial de los BRs para mejorar la tolerancia al estrés  

(Zhang et al., 2014; Ahammed et al., 2015; Sharma et al., 2015; Hegazi et al., 2017; 
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Wang et al., 2017), y evidencia que soporta que ésta fitohormona participa en otros 

procesos fisiológicos como crecimiento y desarrollo de las plantas, así como en la 

respuesta a estrés biótico (Sasse, 2003).  

 

Los resultados muestran que la deficiencia de hierro incrementa la concentración 

del BR en plantas de M. truncatula, la concentración de la fitohormona se 

incrementa significativamente (˃10 veces) cuando además de la deficiencia de Fe, 

las plantas son expuestas a los compuestos volátiles de A. agilis UMCV2, 

observándose un efecto sinérgico. Respecto a la participación de los BRs en la 

respuesta a la deficiencia de nutrimentos, existe poca información. Uno de los 

trabajos donde se analizó el efecto de BRs sobre los mecanismos de adquisición de 

hierro es el realizado por Wang et al. (2012), donde agregaron de manera exógena 

24-epibrasinolido (EBR) a plántulas de pepino. Los resultados del estudio 

demuestran que el EBR tiene un efecto similar a la deficiencia de hierro sobre la 

actividad férrico quelato reductasa (FRO) y acidificación de la rizosfera, sin 

embargo, este efecto no se observa en plántulas crecidas en deficiencia de hierro.  

 

La aplicación del EBR incrementó la clorosis de las hojas y redujo el contenido de 

clorofila en las plántulas deficientes de hierro; resultados similares fueron 

observados en el presente estudio, donde  las hojas de las plántulas que fueron 

expuestas a los compuestos volátiles de la cepa UMCV2 por un periodo de tiempo 

de 10 días presentaron una disminución del contenido de clorofila en las dos 

condiciones de disponibilidad de hierro, siendo mayor la disminución en las plantas 

crecidas en deficiencia de hierro. Por lo tanto, el contenido de clorofila es 

inversamente proporcional al contenido de BR en las hojas, sugiriendo que los BRs 

pueden regular negativamente el contenido de clorofila en las plantas.  

 

Es importante mencionar que el contenido de clorofila es un indicativo del status de 

hierro que presenta la planta. En el trabajo de Wang et al. (2012) analizaron el 

contenido de hierro en las hojas y raíces de las plántulas de pepino, los resultados 

mostraron una disminución del contenido de Fe en las hojas pero un incremento en 
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las raíces de las plantas que fueron expuestas al EBR en suficiencia y deficiencia 

de hierro, indicando que el EBR puede probablemente incrementar la absorción de 

hierro y/o suprimir la traslocación de este elemento de las raíces a la parte aérea.  

 

Presumiblemente este efecto fue el observado como resultado de la exposición de 

las plántulas de M. truncatula a los compuestos volátiles de A. agilis UMCV2, 

apoyando lo anteriormente mencionado se encuentran los trabajos de Orozco 

Mosqueda et al., (2013), Cástulo-Rubio et al., (2015) y Hernández-Calderón et al., 

(2018) donde se ha demostrado que los VOCs de esta cepa estimulan los 

mecanismos de adquisición de hierro en plantas crecidas en condiciones de 

suficiencia y deficiencia de hierro. Resultados similares a los observados en 

plántulas de pepino fueron demostrados en plantas de arroz, planta con estrategia 

II para la adquisición de hierro, en dicho estudio se encontró que la concentración 

de hierro en la parte aérea fue negativamente regulada por BRS (Wang et al., 2015).  

 

La aplicación exógena de EBR suprimió la expresión de OsYSL2, encargado de la 

carga de Fe desde el floema a las células del mesófilo, conduciendo a una baja 

concentración de hierro en los protoplastos y una incrementada clorosis en las 

hojas. Estos resultados implican que los BRs puede estar involucrados en la 

regulación del transporte y traslocación de hierro de la raíces a los brotes. El 

decremento de la concentración de hierro en la parte aérea mediada por BRs 

incrementa la clorosis de las hojas, la cual puede retroalimentar a la raíz y activar la 

expresión de genes relacionados a la homeóstasis del Fe, lo que conduce a la 

acumulación de hierro en las raíces. En 2006, Lucerna et al. mostraron que la 

respuesta a la deficiencia de hierro no es únicamente dependiente del contenido de 

Fe en las raíces, hay señales de la parte aérea que pueden estar involucradas. En 

este contexto, se han sugerido señales sistémicas para jugar papeles en las 

respuestas inducidas por la deficiencia de hierro (Romera et al., 1992; Vert et al., 

2003).  
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Por otro lado, la agricultura moderna exige sistemas sostenibles que pueden 

mantener la productividad mientras se reducen insumos y pérdidas, aumentando la 

biodiversidad de agroecosistemas. En este contexto, entender las interacciones que 

se llevan a cabo bajo tierra que determinan la competencia y facilitación de las 

estrategias para la búsqueda de nutrimentos es esencial (Giles et al., 2017).  

 

La exudación de compuestos a través de las raíces es un proceso importante y 

determinante en las interacciones de la planta con el suelo. El proceso de 

distribución del carbono y su adaptabilidad es de vital importancia para las plantas 

para responder exitosamente a las condiciones ambientales cambiantes (Canarini 

et al., 2019). 

 

Los microorganismos del suelo también afectan el proceso de exudación de la raíz.  

Algunos microorganismos pueden liberar compuestos secundarios para estimular la 

exudación de aminoácidos en la raíz (Phillips et al., 2004), otros microorganismos 

del suelo han demostrado que pueden modificar la composición de metabolitos de 

la planta entera (Curzi et al., 2008; Fernández et al., 2012). Lo anterior resalta la 

influencia bidireccional entre las raíces y sus comunidades microbianas rizosféricas, 

por lo tanto, las estrategias de las plantas para la búsqueda de nutrimentos puede 

ser afectada por la población microbiana asociada a ella (Pii et al., 2015a; Alegria 

Terrazas et al., 2016). 

 

Como parte del objetivo 3 de este estudio se analizaron los exudados de plantas de 

M. truncatula en interacción con los compuesto volátiles de A. agilis UMCV2, con la 

finalidad de analizar si la modulación del metabolismo que lleva cabo la cepa 

UMCV2 en el follaje de la planta influencia la proceso de exudación, favoreciendo 

compuestos que pudieran contribuir con la aminoración del estrés por deficiencia de 

hierro. 

 

Los exudados radiculares de plántulas de M. truncatula fueron colectados de forma 

axénica y fueron concentrados 100 veces previo a su análisis mediante UPLC-ESI-
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MS. Los resultados obtenidos demostraron que la deficiencia de hierro altera el perfil 

químico de exudación de las plantas, el cual fue estadísticamente diferente a los 

exudados de las plantas crecidas en suficiencia de hierro. La liberación de 

moléculas hacia la rizosfera esta reportado como un componente importante de la 

respuesta de la planta a estreses ambientales (Badri y Vivanco, 2009). Los 

exudados que se colectaron de plantas que se desarrollaron en interacción con los 

compuestos volátiles de UMCV2 fueron estadísticamente diferentes a sus 

respectivos controles de acuerdo a la prueba de PERMANOVA realizada (p = 

0.005), indicando que los compuestos volátiles de UMCV2 modulan el 

metabolismos de la plantas lo que se refleja en el patrón de exudación. La 

modificación de metabolismo de la planta por efecto de microorganismos del suelo 

ha sido reportado con anterioridad (Curzi et al., 2008; Fernández et al., 2012). 

 

Los exudados radiculares pueden funcionar como compuestos aleloquímicos o 

alterar el medio circundante. Una fracción importante de los exudados de plantas 

con estrategia I para la adquisición de hierro crecida en deficiencia de hierro son 

compuestos fenólicos incluidos los flavonoides (Cesco et al., 2010). En este sentido, 

los metabolitos derivados de la ruta de los fenilpropanoides se encuentran 

generalmente involucrados en defensa química o estructural (Stringlis et al., 2019).  

Flavonoides, antocianinas y taninos participan en aspectos de adaptación al estrés 

ambiental (Vogt, 2010). Los flavonoides han emergido en la literatura como 

mediadores importantes en la comunicación química entre plantas leguminosas y 

bacterias fijadoras de nitrógeno. 

 

En el análisis de los exudados radiculares se encontraron variaciones en ciertos 

iones abundantes dentro de los cromatogramas. El ion 379.34 m/z es modulado 

significativamente por la deficiencia de hierro, es decir, se encuentra de forma 

abundante en los exudados de las plantas de M. truncatula desarrollada en 

condiciones deficientes de hierro. Este ion fue identificado mediante la base de 

datos MassBank, correspondiendo a conferona, una cumarina sesquiterpenoide de 

la clase benzopiranoide. Se ha reportado ampliamente desde la década pasada que 
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las cumarinas participan en la movilización del hierro y que son exudadas por 

plantas crecidas en condiciones carentes de hierro, recientemente se reportó que 

están involucradas en interacciones planta-microorganismo (Stringlis et al., 2019).  

 

Se mencionó con anterioridad en este apartado que los compuestos volátiles de la 

cepa UMCV2 indujeron cambios en la exudación de plántulas de M. truncatula, uno 

de los cambios más evidentes corresponde al ion 517.175 m/z, dicho ion fue 

identificado con base en la información MS2 obtenida. El ion corresponde a 

formononetina-7-O-glucósido (ononina), la cual presentó un incremento del 60% en 

los exudados colectados de plantas crecidas en exposición a los compuestos 

volátiles de la cepa UMCV2. En el capítulo 2 de este trabajo se identificó a la 

formononetina como un compuesto importante que se modula en las hojas de las 

plantas por efecto de la presencia de volátiles bacterianos de la cepa UMCV2, en el 

mapa de calor correspondiente puede observarse que este compuesto está ausente 

en el tratamiento con UMCV2. 

 

La formononetina al glucosilarse se convierte en ononina, un flavonoide 

monohidroxilado en el anillo B, al igual que 7,4´-dihidroxiflavona (molécula señal en 

la simbiosis rhizobia-leguminosas), de manera que las plantas que crecen en 

interacción con la cepa UMCV2 favorecen la exudación de este compuesto, donde 

estaría realizando un papel de molécula señal para el reclutamiento, 

probablemente, de la cepa productora de los volátiles inductores de la misma o de 

otros microorganismos ya que puede interactuar con un amplio rango de bacterias 

en la rizosfera favoreciendo su reclutamiento (Szoboszlay et al., 2016).  

 

Como se ha mencionado en el capítulo 3, los exudados se agruparon de manera 

diferencial de acuerdo a su tratamiento. Dentro del análisis de la información de los 

exudados se logra identificar ciertos metabolitos que pueden considerarse como 

marcadores de la presencia de los volátiles de la cepa UMCV2. 
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El ion 540.349 m/z es exclusivo de los exudados colectados de plantas crecidas en 

exposición a los volátiles de UMCV2 en condiciones deficientes de hierro; de 

acuerdo a la base datos MassBank, es un compuesto fenólico llamado oleuropeina, 

este compuesto ha sido reportado en plantas de oliva donde tiene una función 

antioxidante y suele incrementarse por efecto de la exposición a ciertos tipos de 

estrés abiótico como un mecanismo de adaptación para reducir el daño oxidativo 

inducido por el estrés (Petridis et al., 2012; Paskovic et al., 2018). 

 

Otros iones exclusivos en los exudados de plantas de M. truncatula en interacción 

con los volátiles de UMCV2 en suficiencia de hierro son 163.262 y 527.277 m/z, los 

cuales no fueron detectados en el resto de los tratamientos. Dentro del análisis 

también pudieron encontrase compuestos cuya exudación fue inhibida por 

presencia de los volátiles bacterianos, iones 327.177 y 399.437 m/z. El ion 399.437 

m/z presenta una mayor abundancia en los exudados del tratamiento control con 

deficiencia de hierro y corresponde a asacumarina B (cumarina sesquiterpenoide). 

Finalmente en el mapa de calor se detectó un ion que se considera responsable de 

la clasificación de los exudados control con suficiencia de hierro, 623.251 m/z, este 

ion corresponde al metabolito pectolinarina, una flavona con actividad 

antimicrobiana (Nazaruk y Jakoniuk, 2005). Los compuestos antimicrobianos en la 

rizosfera modulan el microbioma de la planta, probablemente favoreciendo el nicho 

para el establecimiento de PGPRs y de esta manera beneficiar la inmunidad y 

promover el desarrollo de la planta. 
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8. CONCLUSION 

 

Los compuestos volátiles de Arthrobacter agilis UMCV2 modulan el metaboloma de 

Medicago truncatula, lo que conduce a un incremento de la abundancia de 

metabolitos que contribuyen a la tolerancia de la planta al estrés por la deficiencia 

de hierro. 
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