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1. RESUMEN 

Para enfrentar la deficiencia de hierro, las plantas han desarrollado dos 

estrategias, una basada en la reducción previa del hierro antes de su transporte 

(estrategia I) y otra basada en su quelación (estrategia II). Los genes “Ferric 

Reductase Oxidase” (FRO), son clave en la estrategia I, debido a que codifican la 

enzima férrico quelato reductasa que reduce Fe (III) a Fe (II). En Medicago 

truncatula se han identificado seis genes FRO, sin embargo, se desconoce su 

expresión órgano específica. En el presente trabajo, demostramos que los genes 

MtFRO1 y MtFRO3 se expresan en raíz; el gen MtFRO2 se expresa en hoja, flor y 

vaina; el gen MtFRO4 se expresa en hoja y en raíz; el gen MtFRO5 se expresa en 

raíz, tallo y hoja y el gen MtFRO6 se expresa en raíz, flor y vaina. Adicionalmente 

se sabe que las bacterias “Plant Growth-Promoting Rhizobacteria” (PGPRs) 

favorecen la disponibilidad de nutrientes para la planta y su absorción por parte de 

esta. Nuestros resultados demuestran que la bacteria PGPR Arthrobacter agilis 

UMCV2 induce la expresión de los genes MtFRO en los diferentes, siendo el efecto 

mayor en condiciones de deficiencia de hierro. Explicamos el fenómeno de 

inducción de los genes MtFRO mediante “Induced Systemic Tolerance” (IST); que 

favorece la resistencia al estrés abiótico y es desencadenada simultáneamente con  

“Induced Systemic Resistance” (ISR) y  “Systemic Acquired Resistance” (SAR), 

debido a que se observó una inducción de los genes MtDEF2.1 (relacionado a ISR) 

y MtPR1 (relacionado a SAR) al inocular A. agilis UMCV2, siendo el efecto mayor 

en deficiencia de hierro. 

 

Palabras clave: Medicago truncatula, Arthrobacter agilis UMCV2, MtFRO, defensa. 
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1.1 ABSTRACT 

To deal with the iron deficiency, plants have developed two strategies, one based 

on the pre-reduction of iron previously to its transport (strategy I) and another based 

on its chelation (strategy II). The Ferric Reductase Oxidase (FRO) genes are key to 

the strategy I, because they encode a ferric chelate reductase enzyme which 

reduces Fe (III) to Fe (II). In Medicago truncatula six FRO genes were identified, 

however their organ-specific expression is unknown. In this work, we show that the 

MtFRO1 and MtFRO3 genes are expressed in root; the MtFRO2 gene is expressed 

in leaf, flower and pod; the MtFRO4 gene is expressed in leaf and root; the MtFRO5 

gene is expressed in root, stem and leaf and the MtFRO6 gene is expressed in root, 

flower and pod. Additionally, Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR) are 

known to favor the availability of nutrients for the plant and its absorption. Our results 

show that the PGPR Arthrobacter agilis UMCV2 induces the expression of MtFRO 

genes in different organs, having the greatest effect under iron deficiency conditions. 

We explain the phenomenon of MtFRO genes induction by Induced Systemic 

Tolerance (IST); which promotes abiotic stress resistance,  triggered  simultaneously 

with Induced Systemic Resistance (ISR) and Systemic Acquired Resistance (SAR) 

due to an induction of genes MtDEF2.1 (related to ISR) and MtPR1 (related to SAR) 

observed by A. agilis UMCV2 inoculation, having the greatest effect on iron 

deficiency. 

 

Keywords: Medicago truncatula, Arthrobacter agilis UFMC2, MtFRO, defense. 
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2. INTRODUCCIÓN 

El Hierro (Fe) tiene una función central en reacciones bioquímicas esenciales: 

transporte de electrones durante la respiración y la fotosíntesis, cofactor para 

metaloproteínas que utilizan el oxígeno, el hidrógeno o el agua como sustratos 

(Karlin, 1993). El hierro participa en la biosíntesis de DNA (forma parte de la enzima 

ribonucleótido reductasa que cataliza la formación de deoxirribonucleótidos, 

utilizados para la síntesis de DNA) y en el metabolismo del nitrógeno (es un cofactor 

de enzimas de la vía reductiva asimilatoria, como nitrato reductasa, nitrito reductasa 

y glutamato sintasa) (Anshika y Connolly, 2013). 

 

En las plantas, el hierro funciona en reacciones metabólicas vitales y su 

desequilibrio afecta el metabolismo celular (Vigani et al., 2013). Este metal es 

esencial para la biosíntesis de la clorofila debido a que participa en la síntesis del 

ácido δ-aminolevulinico, un primer componente de la vía de síntesis de porfirina que 

conduce a la síntesis de clorofila. El hierro también está involucrado en la formación 

de protoclorofilida, un precursor de la clorofila (Anshika y Connolly, 2013). 

 

Por lo anterior el hierro es un nutriente esencial para todos los organismos, 

debido a su función fundamental en numerosos procesos celulares (Hell y Stephan, 

2003). A pesar de que la abundancia del hierro es comúnmente alta en la geósfera, 

su escasa solubilidad en el suelo restringe su disponibilidad para las raíces de la 

planta (Mimmo et al., 2014). Aproximadamente el 30% de los suelos del mundo son 

considerados limitados en hierro para el crecimiento de las plantas (Wu et al., 2002). 

 

La solubilidad del hierro disminuye en suelos con condiciones aerobias, 

especialmente en suelos alcalinos calcáreos (con elevadas cantidades de 

carbonato de calcio (Marschner, 1995). Teóricamente, la solubilidad del hierro 

disminuye 1000 veces por cada unidad de incremento del pH En presencia del 

oxígeno, el hierro se precipita al formar complejos Fe(III)-oxihidróxido insolubles 

(Guerinot y Yi, 1994). Para enfrentar la baja disponibilidad de hierro, las plantas 

utilizan dos mecanismos orientados a movilizar dicho metal de la rizosfera y 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4496560/#B31
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transportarlo a través de la membrana plasmática de las células de la raíz. En la 

estrategia I, utilizada por todas las dicotiledóneas y monocotiledóneas no gramíneas 

y depende de la acidificación de la rizosfera para aumentar la solubilidad del hierro 

a través de la liberación de protones mediante una enzima ATPasa (Curie et al., 

2003). Posteriormente, existe la secreción de compuestos fenólicos, carboxilatos y 

flavonoides a partir de la proteína “Pleiotropic Drug Resistance 9” (PDR9) que 

quelan Fe(III) (Ito y Gray, 2006). El Fe(III) libre o quelado es reducido a Fe (II) por 

acción de la enzima férrico quelato reductasa mediada por el gen “Ferric Reductase” 

Oxidase 2 (FRO2) (Robinson et al., 1999). Finalmente, el hierro reducido es 

internalizado a las células de la raíz a través de la proteína “Iron Regulated 

Transporter 1” (IRT1) (Eide et al., 1996) En la estrategia II, utilizada por las 

gramíneas, existe la liberación de fitosideróforos de la familia del ácido muginéico 

(MA por sus siglas en inglés) a través del transportador “Transporter Of MA” (TOM) 

para solubilizar Fe en la rizosfera (Nozoye et al., 2011) y posteriormente, transportar 

el complejo Fe(III)-fitosideróforo a través de la membrana plasmática de las células 

epidérmicas de la raíz vía la proteína transportadora “Yellow Stripe” 1 (YS1) (Curie 

y Briat, 2001). 

 

Adicionales a las estrategias utilizadas por las plantas para la toma de hierro, 

existen microorganismos en el suelo con funciones en la mineralización y 

transformación de nutrientes dentro de la rizosfera. Entre estos microorganismos se 

encuentran las llamadas rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPRs 

(por sus siglas en inglés) (Marschner et al., 2011) que son capaces de modificar la 

disponibilidad de nutrientes a través de cambios en el ambiente: como la secreción 

de moléculas con capacidades quelantes y reductoras; estas capacidades permiten 

a las plantas la toma de nutrimentos, incluido el hierro (De Nobili et al., 2001). 

 

Además de modificar los nutrientes disponibles en el suelo, las PGPRs estimulan 

el crecimiento de las plantas mediante la síntesis de compuestos involucradas en el 

crecimiento como auxinas, citocininas e incluso ciclodipeptidos (Ortíz-Castro et al., 

2013) este tipo de promoción del crecimiento es nombrada promoción directa. La 
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promoción indirecta ocurre cuando las PGPRs eliminan o disminuyen el daño 

causado a las plantas por microorganismos deletéreos (Bashan, 1986).  

 

En nuestro grupo de trabajo se ha observado el efecto de los Compuestos 

Orgánicos Volátiles (VOCs, por sus siglas en inglés) producidos por la PGPR 

Arthrobacter agilis UMCV2, sobre las plantas Medicago truncatula y Sorghum 

bicolor. La presencia de los VOCs de A. agilis UMCV2, principalmente 

dimetilhexadecilamina (DMHDA) aumentó la longitud y biomasa de parte aérea y 

raíz, además del contenido de clorofila en M. truncatula (Orozco-Mosqueda, 2013) 

y en S. bicolor (Castulo et al., 2015). Tanto los VOCs como la DMHDA producidos 

por A. agilis UMCV2, aumentaron la expresión de 5 genes FRO de M. truncatula en 

parte aérea y raíz (Montejano-Ramírez, 2014) y el gen FRO de parte aérea de S. 

bicolor (Castulo-Rubio, 2015), el efecto se incrementó en plantas crecidas en 

deficiencia de hierro. Por lo anterior se concluye que los VOCs de A. agilis UMCV2 

participan regulan de manera positiva la respuesta a deficiencia de hierro. 

Recientemente en nuestro grupo de trabajo, se observó mediante Hibridación 

Fluorescente In situ  (FISH, por sus siglas en inglés) que A. agilis UMCV2 es capaz 

de colonizar a la planta M. truncatula en condiciones in vitro (Avilés-García et al., 

2016), sin embargo se desconoce el comportamiento de esta bacteria en 

condiciones de invernadero y si la presencia de ésta dentro de la planta tiene los 

mismos efectos de promoción de la expresión de los genes MtFRO que sus VOCs 

en condiciones artificiales in vitro. Por lo anterior, en el presente trabajo se evaluará 

el efecto de A. agilis UMCV2 como endófita de M. truncatula sobre la expresión de 

los genes MtFRO, además de la expresión órgano-específica de dichos genes, 

debido a que actualmente no se tiene un perfil de expresión de éstos y se desconoce 

el efecto de la bacteria sobre los genes MtFRO de cada órgano de la planta. 
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3. ANTECEDENTES 

3.1 Características generales del hierro 

El hierro es un metal de transición con un número atómico de 26. Su símbolo es 

Fe (del latín fĕrrum) y tiene una masa atómica de 55.6 unidades de masa atómica 

unificada (u). Es un metal maleable, tenaz, de color gris plateado y presenta 

propiedades magnéticas (es ferromagnético a temperatura ambiente y presión 

atmosférica) (Garritz y Chamizo, 2001). El hierro se caracteriza por la relativa 

facilidad con la que puede cambiar su estado de oxidación (cambiar de Fe(lll) a 

Fe(ll)) y por su capacidad para formar complejos octaédricos con distintos ligandos, 

con una gran variación en el potencial redox de Fe(ll)/Fe(lll) dependiendo del 

ligando. Este metal es el cuarto elemento más abundante en la corteza terrestre 

después de silicio, oxígeno y aluminio, representa el 5.1% de su peso total, su 

contenido en suelo se estima en un 3,8% (Lindsay y Schawab, 1982). La mayoría 

del hierro se presenta en las estructuras cristalinas de numerosos minerales. Al igual 

que para el resto de nutrientes, el punto de partida del Fe en el suelo son los 

minerales primarios, que incluyen silicatos ferromagnéticos (olivino, augita, 

hornblenda y biotita); estos minerales constituyen la mayor fuente de hierro en las 

rocas ígneas. A partir de la meteorización (descomposición 

de minerales y rocas que ocurre sobre o cerca de la superficie terrestre cuando 

estos materiales entran en contacto con la atmósfera, hidrosfera y la biosfera) de 

los minerales primarios, se libera Fe soluble a la disolución, que podrá ser utilizado 

por los organismos, unirse a distintos ligandos orgánicos o bien ser transformado a 

minerales secundarios tales como sulfuros, carbonatos, minerales de arcilla, pero 

fundamentalmente óxidos e hidróxidos de distinta composición y grados de 

cristalización, que serán los que controlen principalmente la solubilidad de este 

elemento en el suelo (Murad y Fischer, 1988).  

 

De los dos estados de oxidación en que se presenta el hierro en el suelo [férrico, 

Fe(lll) y ferroso, Fe(ll)], la planta toma preferentemente el Fe(ll), para ello se ve 

obligada a reducir la forma predominante de hierro en los suelos aerobios (Fe(lll)) 

(Bienfait, et al., 1985). A pesar de su importancia, el hierro también puede ser tóxico 

https://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAmero_at%C3%B3mico
https://es.wikipedia.org/wiki/Lat%C3%ADn
https://es.wikipedia.org/wiki/Unidad_de_masa_at%C3%B3mica
https://es.wikipedia.org/wiki/Mineral
https://es.wikipedia.org/wiki/Roca
https://es.wikipedia.org/wiki/Atm%C3%B3sfera
https://es.wikipedia.org/wiki/Hidrosfera
https://es.wikipedia.org/wiki/Biosfera


 

7 
 

cuando se acumula a niveles altos, debido a que en su forma libre puede participar 

en la reacción de Fenton y generar radicales hidroxilo citotóxicos. Como resultado 

de ello, las vías de adquisición de hierro deben estar altamente reguladas, de modo 

que las plantas puedan adquirir cantidades suficientes de hierro para satisfacer las 

demandas de los diversos órganos, tipos de células y orgánulos evitando la 

sobrecarga de hierro. Es claro que la absorción, almacenamiento y la relocalización 

de hierro, son procesos cuidadosamente regulados (Anshika y Connolly, 2013). 

 

3.2 Estrategia I para la absorción de hierro basada en la reducción 

En respuesta a la deficiencia de hierro, las plantas estrategia I (Fig. 1) llevan a 

cabo tres procesos para adquirir el hierro: Primero, la rizosfera es acidificada vía la 

extrusión de protones por una ATPasa localizada en la membrana plasmática (Santi 

y Schmidt, 2009). Dicha acción permite aumentar la solubilidad de los complejos de 

hierro férrico (Fe(lll)). Los quelatos de hierro férrico (Fe(lll)) posteriormente, son 

reducidos a hierro ferroso (Fe(ll)) mediante la enzima FRO y subsecuentemente los 

iones de Fe2+ son internalizados a las células de la raíz por el transportador de 

metales divalente “Iron Regulated Transporter” (IRT) (Eide et al., 1996). El gen IRT 

es esencial, debido a que mutantes en irt presentan clorosis grave hasta que son 

suplementadas con grandes cantidades de hierro exógeno (Vert et al., 2002). Las 

plantas también responden a la deficiencia de hierro a través de cambios 

morfológicos (raíz primaria más larga y mayor formación de raíces laterales) que 

resultan en aumentos en el área de superficie de la raíz para la reducción y 

absorción de hierro (Schmidt, 1999).  
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Por otra parte, existen elementos adicionales asociados al mecanismo basado 

en reducción, que incluyen la excreción de compuestos orgánicos a la rizosfera 

como carboxilatos, fenoles y flavonoides que forman complejos con el hierro, 

afectando su disponibilidad directa o indirectamente (Tomasi et al., 2008). Se han 

propuesto a varios miembros de la familia de transportadores “Multidrug And Toxic 

Compound Extrusion” (MATE) y “ATP-Binding Cassette” (ABC) en el tráfico de los 

compuestos orgánicos (Cesco et al., 2010). “Phenolics Efflux Zero” (PEZ1), 

miembro de una subfamilia MATE, es inducido por la ausencia de hierro, se localiza 

en la membrana plasmática y está involucrado en el eflujo de los ácidos 

protocatéquico y cafeico (Ishimaru et al., 2010). PEZ1 es requerido para la 

movilización de hierro en el estele de arroz y las plantas transgénicas con 

sobreexpresión de PEZ1 crecen mejor en suelos con pH alto y una baja 

disponibilidad de hierro (Ishimaru et al., 2011). La contraparte de PEZ1 no ha sido 

identificada en plantas no gramíneas (Rodríguez-Celma et al., 2013) 

Adicionalmente AtPDR9, miembro de la familia “Pleiotropic Drug Resistance” (PDR),  

Fig. 1. Estrategia I para la toma de hierro.  Las plantas dicotiledóneas  absorben el hierro mediante 

una serie de procesos que involucran: la acidificación de la rizosfera (mediante ATPasas); la 

formación de quelatos (por la liberación de compuesto orgánicos a partir de PEZ1 y PDR9); la 

reducción de Fe3+ (por la enzima FRO) y la consecuente internalización de dicho metal (mediada 

por la proteína transportadora IRT). EC, representa el exterior celular; IC, indica el interior celular. 
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subfamilia de los transportadores ABCG37, se expresa predominante en la cubierta 

de las raíces laterales en la punta de la raíz en respuesta a deficiencia de hierro (Ito 

y Gray., 2006) y está involucrado en la secreción de compuestos fenólicos desde la 

raíz al medio en respuesta a deficiencia de hierro (Fourcroy et al., 2014).  

3.2.1 Regulación de la expresión génica en plantas estrategia I 

Los genes FRO e IRT son regulados por el factor de transcripción “Fer-Like Iron 

deficiency-induced Transcripcion factor” (FIT) (Bauer et al., 2007). FIT es un 

ortólogo funcional de FER, factor de transcripición tipo “Basic Helix-Loop-Helix” 

(bHLH) esencial para la respuesta a deficiencia de hierro en tomate (Ling et al., 

2002). FIT controla la maquinaria de absorción de hierro a múltiples niveles: FRO 

es regulado transcripcionalmente por FIT, mientras que IRT es regulado tanto 

transcripcional como postranscripcionalmente por FIT (Colangelo et al., 2004). Se 

ha demostrado una regulación dual de FIT por deficiencia de hierro. A nivel 

transcripcional, FIT es inducido por deficiencia de hierro con la subsecuente 

acumulación de proteínas. La regulación postranscripcional de FIT, se demostró con 

el uso de inhibidores proteosomales (MG132) y traduccionales (cicloheximida). En 

condiciones de hierro limitado, la proteina FIT se sintetiza promueve la trascripción 

de los genes IRT y FRO2 y rápidamente es ubiquitinizada lo que ocasiona su 

degradación proteosomal 26S. La síntesis y degradación de FIT permite ciclos 

transcripcionales subsecuentes y la amplificación de la transcripción de genes 

blancos de FIT (Sivitz, et al, 2011). La sobrexpresión de FIT no afecta la expresión 

de FRO ni de IRT en la raíz, debido a que éste requiere de otros factores de 

transcripción bHLH adicionales (los bHLH 38/39/100/101) con los que forma forma 

heterodímeros para ser funcional (Yuan et al., 2005; Giehl et al., 2009).  

Otros factores de transcripción que se han encontrado y se les ha involucrado 

en la homeostasis del hierro son: I) POPEYE (PYE), un factor tipo bHLH y II) 

BRUTUS (BTS), una ubiquitina ligasa E3 putativa que se inducen en deficiencia de 

hierro y presentan una expresión más alta en el periciclo de la raíz (Long et al., 

2010). PYE fue localizada en el núcleo de todas las células en raíces sometidas a 

deficiencia de hierro, sugiriendo que después de la inducción en el periciclo por 
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deficiencia de hierro, PYE podría moverse a través de la raíz. La mutante pye-1 

exhibe clorosis e inhibición del crecimiento radicular en condiciones de hierro 

deficiente, lo que sugiere que PYE es un regulador importante de la deficiencia de 

hierro. Análisis de inmunoprecipitación de cromatina acoplada a microarreglos de 

DNA (ChIP-chip) revelaron que PYE tiene como blanco genes clave implicados en 

la homeostasis de metales: la nicotianamina sintasa (NAS4), FRO6 que codifica una 

férrico quelato reductasa y ZIF1, transportador localizado en la vacuola, importante 

para la tolerancia a Zn (Haydon et al., 2007). 

En las mutantes pye-1, la expresión de estos genes aumenta significativamente, 

lo cual sugiere que PYE actúa normalmente reprimiendo la actividad de dichos 

genes. Ensayos de doble híbrido en levadura sugieren que la proteína PYE 

interactúa con factores de transcripción tipo bHLH, incluyendo “IAA-LEUCINE 

RESISTANT3"(ILR3), involucrado en la homeostasis de hierro. Adicionalmente, 

ILR3 interactúa con una tercera proteína, BTS. Por lo anterior, se sugiere que la 

proteína PYE interactúa indirectamente con BTS. Adicionalmente, estudios en 

mutantes bts-1 con pérdida parcial de función, exhiben un aumento en la longitud 

de raíces y acidificación de la rizosfera en condiciones de hierro limitado, lo que 

sugiere que BTS es un regulador negativo de la respuesta a deficiencia de hierro 

(Long et al, 2010). La proteína codificada por BTS consiste de varios dominios 

conservados, incluyendo tres de hemeritrina (HHE) de unión a cationes localizados 

cerca del N terminal; un dominio tipo dedo de zinc (CHY) y otro “Really Intersting 

New Gene” (RING) cercano a la región C terminal (Kobayashi et al., 2013). 

El hierro está típicamente coordinado dentro del domino HHE vía las cadenas 

carboxiladas laterales de los aminoácidos Glu, y Asp y cinco residuos de histidina 

(Shu et al., 2012). La presencia del dominio RING sugiere que éste podría tener 

capacidad de ligasa E3 (Kobayashi et al., 2013). Estudios recientes realizados en 

Arabidopsis thaliana con la recombinante ProBTS::β-GLUCORINADASA sugieren 

que BTS se expresa en los embriones en desarrollo y otros tejidos reproductivos. 

Los resultados obtenidos en este estudio, también indican que la interacción entre 

BTS y factores de transcripción bHLH similares a PYE ocurre dentro de núcleo y 
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son dependientes de la presencia del dominio RING. Adicionalmente, se han 

presentado evidencias de que BTS facilita la degradación de proteína PYEL (PYE-

like) en el proteosoma 26S en ausencia de hierro. Finalmente, se reveló que 

después de la unión de hierro al dominio HHE de BTS, esta última se desestabiliza, 

lo cual depende de residuos específicos dentro del dominio HHE. Este estudio 

proporcionó un mecanismo único e importante para la homeostasis de hierro en 

plantas donde una ubiquitina ligasa E3 controla postraduccionalmente componentes 

de la red transcripcional regulatoria involucrada en la respuesta a deficiencia de 

hierro (Selote et al., 2015). 

3.3  Mecanismo de las plantas estrategia II basado en quelación de hierro 

Las monocotiledóneas gramíneas, realizan la liberación de fitosideróforos (PS, 

por sus siglas en inglés), como el ácido mugineico (MA), que une el Fe3+ con gran 

afinidad, a fin de adquirir hierro desde la rizosfera en condiciones limitadas de este 

metal (Fig. 2) (Conte y Walker, 2011). Los fitosideróforos se sintetizan a partir de la 

nicotianamina (NA), un aminoácido formado por la condensación de tres moléculas          

de S-adenosil metionina. Aun cuando todas las plantas sintetizan NA, que funciona 

como un quelante de metales de transición, sólo las gramíneas pueden convertir la 

NA en PS. Una vez liberados a la rizosfera, los fitosideróforos forman complejos 

Fe(lll)-PS que posteriormente son internalizados a la célula mediante el 

transportador “Yellow Stripe 1” (YS1), aislado por primera vez en maíz (Curie et al, 

2001). Análisis electrofisiológicos revelaron que YS1 funciona como un simportador 

protón-acoplado, para varios metales de unión a ácido mugineico (MA), incluyendo 

Fe (lll), Zn(ll), Cu(ll) y Ni(ll) (Schaaf et al., 2004).  Dos transportadores, “Major 

Facilitor Family” (MFS), “Transporter Of MA” (OsTOM1 y HvTOM1) de arroz y 

cebada respectivamente, están involucrados en el eflujo de PS. Lo anterior debido 

a que oocitos de Xenopus que expresaban cualquiera de los dos transportadores 

pudieron liberar al ácido deoximugineico etiquetado con C14, pero no a la NA 

marcada con C14. Adicionalmente se caracterizaron dos miembros más de la familia 

MFS en arroz: ENA1 y ENA2, que fueron identificados como trasportadores de NA 

por su capacidad para transportar NA etiquetada con C14, pero no ácido 
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deoximugineico etiquetado de la misma forma (Nozoye et al., 2011). ENA es similar 

a AtZIF1, que se localiza en la membrana vacuolar y está involucrado en la 

detoxificación de Zn. A pesar de que originalmente AtZIF1 se consideró como un 

transportador de Zn, una mutante atzif1 funcionó de forma similar a ENA1, 

implicando a AtZIF1 como un transportador de NA (Haydon et al., 2012). El arroz 

posee un transportador OsIRT1 que puede internalizar Fe2+. Lo anterior fue 

demostrado usando una mutante de arroz en el gen “NICOTIANAMINE 

AMINOTRANSFERASA” (NAAT), incapaz de sintetizar PS, sin embargo, dicha 

mutante creció normalmente cuando era suplementada con Fe2+ (Cheng et al., 

2007). A pesar de estos antecedentes, se sabe que las plantas estrategia II no 

presentan actividad férrico quelato reductasa, que es clásica de la estrategia I. Esto 

se debe probablemente a una adaptación del arroz a los suelos anegados, que son 

suelos anaerobios con altos niveles de Fe2+ (Ishimaru et al., 2006). 

 

 

 

Fig. 2. Estrategia II para la toma de hierro.  Las plantas monocotiledóneas sintetizan 

fitosideróforos, como el ácido mugineico, los cuales son secretados mediante la proteína TOM1 y 

forman quelatos con Fe3+ y Fe2+. Los complejos Fe3+/Fe2+-fitosideróforos, son internalizados a las 

células epidérmicas de la planta; disociándose y quedando el hierro disponible para la planta. EC, 

representa el exterior celular; IC, indica el interior celular. 
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3.3.1 Regulación química en las plantas estrategia II 

    En los perfiles de expresión de microarreglos en arroz, la proteína bHLH, OsIRO2 

fue identificado como un factor de transcripción que es sobrerregulado en 

deficiencia de Fe (Ogo et al., 2006). IRO2 se expresa tanto en raíces y brotes en 

condiciones de hierro deficiente. Cuando OsIRO2 se sobreexpresa, las plantas 

crecen mejor comparadas con las Wild Type (Wt) bajo condiciones de deficiencia 

de hierro; mientras que en plantas con iRNA, el crecimiento es menor que la Wt. 

Adicionalmente, las líneas de sobreexpresión presentan mayor expresión de los 

genes involucrados en la síntesis y transporte de PS, mientras las líneas iRNA 

presentan disminución en la expresión de los mismos genes (Ogo et al., 2011). Iron 

“Deficiency binding Factor” 1 y 2 (OsIDEF1 y 2), miembros de las familias de factores 

de transcripción ABI3/VP1 y NAC, respectivamente, también han sido identificados 

como reguladores positivos de la respuesta a deficiencia de hierro debido a su 

habilidad para unirse a secuencias que confieren regulación al hierro en el promotor 

IDS2 específico de la raíz de cebada. Estas secuencias son llamadas “Iron 

Deficiency-Responsive Elements” 1 y 2 (IDE1 e IDE2) (Kobayashi et al., 2003). 

Interesantemente, secuencias homólogas a IDE1 también se encuentran en otros 

promotores inducibles por deficiencia de hierro, como OsNAS1, OsNAS2, OsIRT1, 

AtIRT1, AFRO2, OsIDEF1 y OsIDEF2. Los transcritos OsIDEF1 se expresan 

constitutivamente y los niveles no dependen del contenido de hierro (Kobayashi et 

al., 2007). Plantas de arroz con iRNA en OsIDEF1 son susceptibles a estadios 

tempranos en deficiencia de hierro, mientras que en plantas con sobreexpresión de 

OsIDEF1 son más tolerantes a la deficiencia de dicho metal. Análisis de expresión 

diferencial, revelaron que, en condiciones de hierro limitante, OsIDEF1, regula 

positivamente la inducción de varios genes involucrados en la absorción de hierro 

en arroz: OsIRO2, OsYSL15, OsYSL2, OsIRT1, OsNAS1, OsNAS2 y OsNAS3 

(Kobayashi et al., 2009). Lo anterior sugiere que OsIDEF1 podría funcionar en la 

percepción del estado de deficiencia de hierro (Kobayashi et al., 2012). A través de 

análisis de transcriptoma de arroz en condiciones de deficiencia de hierro, otro factor 
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de transcripción bHLH se ha identificado en la homeostasis de hierro. Este factor de 

transcripción, OsIRO3 se induce altamente tanto en raíz con en parte aérea en 

condiciones de deficiencia de hierro. Plantas de arroz con sobreexpresión de 

OsIRO3 fueron hipersensibles a deficiencia de hierro y lo acumularon menos hierro 

en la parte aérea que las Wt. Adicionalmente, genes que se expresan normalmente 

en deficiencia de hierro como OsNAS1, OsNAS2, OsIRO2, OsIRT1, OsYSL15 y 

OsNRAMP1 no se inducen en plantas que sobreexpresan OsIRO3. Análisis 

filogenéticos mostraron que OsIRO3 es el más similar de tres ortólogos de arroz, a 

POPEYE de A. thaliana. Estos datos proponen a OsIRO3 como un regulador 

negativo de la respuesta a deficiencia de hierro en arroz y que actúa río arriba de 

OsIRO2 (Zheng et al., 2011).  

 

3.4  Homeostasis del hierro 

 

      El proceso de homeostasis de hierro involucra la internalización de este metal a 

las células epidérmicas de las raíces de las plantas por diferentes mecanismos 

(estrategia I y II) mediante los cuales, dicho metal es reducido o quelado. 

Posteriormente dentro de la célula, el hierro es movilizado a los distintos órganos 

de la planta a través del xilema o floema, formando complejos con citrato o 

nicotianamina (Abadía et al., 2011). El hierro solubilizado Fe(II) entra en el espacio 

apoplástico donde constituye el 75% del Fe total de la raíz (Bienfait et al., 1985).  

Después de entrar a las células epidérmicas de la raíz, el Fe se mueve 

simplásticamente vía plasmodesmata hacia la vasculatura y es llevado desde las 

células del parénquima del xilema a los vasos del xilema donde es quelado por 

citrato para formar un complejo tri-Fe(III) tri-citrato para realizar el transporte a larga 

distancia a la parte aérea (Larbi et al., 2010). Los elementos clave en este proceso 

son los miembros de la familia “Multidrug and Toxin Efflux” (MATE), “Ferric 

Reductase Defective 3” (FRD3) y uno de los dos miembros de la familia “Iron 

Regulated 1/Ferroportin 1” (IREG1/FPN1) (Green y Rogers, 2004). El transportador 

FRD3 se localiza en el periciclo de la raíz (Rogers y Guerinot, 2002) y transporta 

citrato desde las células del parénquima del xilema a los vasos del xilema (Durrett 
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et al., 2007) y actúa en conjunto con IREG1/FPN1, el cual modula el eflujo de Fe en 

los vasos del xilema. La carencia de transporte de hierro a larga distancia en los 

vasos del xilema resulta en la clorosis de parte aérea y afecta la señalización de Fe 

en la mutante frd3. La mutación en ireg1/fpn1 no afecta la acumulación de hierro en 

la vasculatura de la raíz, sugiriendo la presencia de otro transportador de que 

funcione redundantemente (Morrissey et al., 2009). 

 

          El siguiente paso en el transporte de Fe dentro de la planta incluye la 

reabsorción de Fe desde el apoplasto de los vasos del xilema en la parte aérea para 

su distribución en las células del parénquima de la hoja, carga de floema apoplástico 

para su distribución en tejidos demandantes y recirculación del floema en la raíz. 

Los transportadores involucrados en este proceso pertenecen a 2 clados distintos 

de la familia “Oligopeptide Transporter” (OPT), el transportador Yellow Stripe-like 1 

(YSL1) y OPT, del cual se nombra la familia. El transportador YSL1 está involucrado 

en el transporte de metales a larga distancia (Fe, Cu y Zn) asociados a 

nicotianamina (DiDonato et al., 2004). Por otro lado, OPT3 contribuye en la carga 

de hierro a la semilla y la pérdida de función en la mutante opt3-1 causa letalidad 

en el embrión (Stacey et al., 2002). OPT3 se expresa en el floema donde se localiza 

con células acompañantes y funciona en la distribución de Fe(II) desde órganos 

fuente (hojas maduras) a órganos demandantes (hojas jóvenes y semillas) 

(Mustroph et al., 2009). Adicionalmente OPT3 funciona en el reciclado de Fe desde 

el xilema y actúa como liga funcional entre xilema y floema (Zhai et al., 2014). 

 

       Se cree que los organelos como la mitocondria y cloroplastos presentan una 

función central en la economía del hierro celular, debido a que este metal funciona 

como cofactor esencial para muchas enzimas involucradas en la cadena de 

transporte de electrones en mitocondria y en los complejos fotosintéticos en el 

cloroplasto. Se ha demostrado que la deficiencia de hierro cambia la estructura y 

función de la mitocondria (Vigani y Zocchi, 2009). Los supercomplejos “Photosystem 

I Light-Harvesting Complex I” (PSI-LHCI) también exhiben alteraciones 

estructurales y funcionales bajo condiciones de deficiencia de hierro (Yadavalli et 
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al., 2012). Por tanto, la deficiencia de hierro afecta los procesos respiratorios y 

fotosintéticos. Sin embargo, el hierro excesivo exacerba la generación de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) en estos centros redox, lo que ocasiona efectos 

deletéreos en la célula. Por lo tanto, el metabolismo del hierro en mitocondria y 

cloroplasto son de particular importancia para la homeostasis celular del hierro 

(Nouet et al., 2011). 

 

          Una variedad de proteínas está involucrada en el mantenimiento de la 

homeostasis del hierro mitocondrial. El descubrimiento y la caracterización del 

transportador “Mitocondrial Iron Transporter” (MIT) en el arroz, el cual está 

involucrado en la absorción de hierro por la mitocondria, y la chaperona de hierro 

mitocondrial, frataxina (FH) han demostrado la importancia de la absorción 

mitocondrial de hierro y el tráfico/distribución para el crecimiento y desarrollo de la 

planta (Busi et al., 2006). Se cree que la mitocondria también contiene la proteína 

de almacenamiento, ferritina que sirve para almacenar hierro y protegerla contra la 

producción de ROS catalizada por hierro (Briat et al., 2010).  El descubrimiento de 

un exportador de hierro mitocondrial (MIE) en ratón provee nuevas evidencias para 

el entendimiento de la homeostasis intracelular de hierro (Ichikawa et al., 2012). El 

descubrimiento de los transportadores Yellow Stripe-Like (YSL4 y YSL5) de 

Arabidopsis, que están involucrados en la liberación de hierro de los cloroplastos, 

sugiere posibles funciones para otros miembros de la familia YSL en el eflujo de 

hierro mitocondrial (Divol et al., 2013). Recientemente se identificó la mutante 

“yellow and sensitive to iron-deficiency 1” (yid1) híper sensible a deficiencia de 

hierro. El gen YID1 codifica para la subunidad MED16 del complejo mediador en 

Arabidopsis. Se demostró que YID1/MED16 interactúan con la subunidad MED25, 

la cual tiene una función importante en la regulación de la homeostasis del hierro 

por interacción con “ethylene-insensitive 3” (EIN3) y “ethylene insensitive 3-like 1” 

(EIL1), dos factores de transcripción de la señalización del etileno asociados a la 

regulación de la homeostasis de hierro. Las mutantes yid1 y med25 fueron 

afectadas por la deficiencia de hierro y presentaron niveles de transcripción 

reducidos para “Fer-Like Iron deficiency-induced Transcripcion factor” (FIT), “Iron 



 

17 
 

Regulated Transporter” (IRT1) y “Ferric Reductase Oxidase 2” (FRO2) bajo 

condiciones de deficiencia de hierro. Los resultados indican que YID1/MED16 y 

MED25 regulan positivamente la homeostasis de hierro en Arabidopsis (Yang et al., 

2014). 

3.5  Estructura de la enzima FRO 

 

La enzima férrico quelato reductasa es requerida por las plantas para adquirir 

hierro soluble (Fig.3). Los genes FRO, que se expresan en plantas en deficiencia 

de Fe, codifican dicha enzima. Estos genes pertenecen a la superfamilia de los 

flavocitocromos que transportan electrones a través de la membrana. Estudios de 

la topología dela proteína AtFRO2 revelaron que contien eocho hélices 

transmembranales, cuatro de las cuales comprenden el núcleo altamente 

conservado de la proteína. Este núcleo se conserva a través de la familia de 

flavocitocromos. El domino soluble en agua de AtFRO2, contiene NADPH, FAD y la 

secuencia motivo óxidorreductasa que se localiza en el citosol. AtFRO2 también 

contiene cuatro residuos altamente conservados de histidina que coordinan dos 

grupos hemo intramembranosos que intervienen en el proceso de transferencia de 

electrones (Robinson et al., 1999). 

 

 Fig. 3. Estructura de la enzima FRO. La enzima FRO contiene ocho hélices transmembranles, 

cuatro de los cuales conforman un dominio hidrofílico, en el cual se localizan los motivos 

característicos de la enzima: NADPH, FAD y férrico reducción.  En la enzima FRO, se encentran 

dos grupos hemo, coordinados por cuatro histidina; dichos grupos modulan la etapa final de la 

transferencia de electrones. 



 

18 
 

3.5.1 Los genes FRO en plantas estrategia I 

Aunque en algas no se reporta la presencia de genes FRO, Chlamydomonas 

reinhardtii, presentó un aumento de 15 veces en la actividad férrico quelato 

reductasa en deficiencia de hierro. Estos resultados indican que la asimilación de 

hierro por C. reinhardtii involucra un paso de reducción, semejante al mecanismo 

de absorción de hierro en plantas superiores estrategia I (Eckhardt y Buckhout, 

1998). Adicionalmente, el alga verde Chlorella kesslerii presentó un mecanismo 

reductivo para adquirir Fe(lll) desde el ambiente extracelular, en el cual una férrico 

reductasa, reduce quelatos de Fe(lll) a Fe(ll) (Sonier y Weger, 2010). 

Recientemente, se estudiaron los mecanismos de absorción de hierro en la 

microalga Dinobryon, debido a que ésta crece en ambientes de hierro limitante. Se 

demostró que Dinobryon presenta actividad férrico reductasa estimulada por la luz, 

sin embargo, la privación de hierro no aumentó esta actividad pero si inhibió la 

absorción de hierro contrario a lo observado en otras algas (Carmel et al., 2014). 

 

En plantas estrategia I, existen varios reportes de genes FRO. El primer gen 

FRO aislado fue FRO2 en A. thaliana, el cual se expresó en raíces en deficiencia 

de hierro. La férrico quelato reductasa de las raíces de la planta tiene similitud 

funcional y estructural con la enzima humana NADPH-oxidasa fagocítica gp91phox 

y con las férrico quelato reductasas de levadura FRE1 y FRP1. Mediante la reacción 

en cadena de la polimerasa (PCR), usando oligos degenerados diseñados para 

alinear con la secuencia que codifica el único motivo tetrapéptido (sitio de unión a 

FAD) común a gp91phox  y FRE, además del motivo conservado asociado con los 

sitios de unión a NADPH; se amplificaron varios productos a partir del DNA 

genómico de A. thaliana. Siete productos fueron clonados y secuenciados, de los 

cuales uno codificó para un polipéptido rico en serina. La secuencia de este 

producto de PCR fue usado para búsqueda genómica en librerías de DNA 

complementario, obteniéndose así, la secuenciación de un fragmento genómico que 

contenía los genes FRO1 y FRO2.  Se demostró mediante RT-PCR que la 

transcripción de FRO2 en las raíces, fue más abundantes que FRO1 y que estos 

últimos se acumularon en respuesta a la deficiencia de hierro. Los resultados 
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sugirieron que el aumento en la actividad férrico quelato reductasa bajo estas 

condiciones involucra la síntesis de la enzima, y no solamente la activación de la 

reductasa preexistente (Robinson et al., 1999). 

 

 Posteriormente se identificaron ocho genes FRO en el genoma de A. 

thaliana, empleando como sonda la secuencia homóloga a AtFRO2. Se identificaron 

tres genes localizados en el cromosoma 1 de Arabidospsis y cinco más en el 

cromosoma 5. Las proteínas mostraron un alto nivel de similitud de secuencia de 

aminoácidos entre sí. Mediante un ensayo de actividad de la férrico quelato 

reductasa, descubrieron que AtFRO2, AtFRO3, AtFRO4, AtFRO5, AtFRO7 y 

AtFRO8 confieren un aumento significativo en la reducción de hierro respecto al 

control. Para analizar la actividad antes mencionada, los genes fueron clonados y 

expresados en células de levadura. Concluyeron que los seis genes AtFRO 

codifican una férrico quelato reductasa y funcionan en la homeostasis del hierro en 

Arabidopsis. Adicionalmente estudios de RT-PCR, mostraron que los genes FRO 

tienen una expresión tejido-específica: AtFRO2 y AtFRO3 se expresaron 

principalmente en raíces de Arabidopsis, AtFRO5 y AtFRO6 en los brotes y las 

flores, AtFRO7 en los cotiledones y tricomas y AtFRO8 en las venas de las hojas 

(Wu et al., 2005). Mukherjee et al., (2006) a través de un análisis de PCR acoplado 

a retrotrascripción (RT-PCR) examinaron la expresión de cada gen FRO en 

diferentes tejidos de Arabidospis y a diferencia de Wu et al., (2005), encontraron 

que AtFRO2 y AtFRO5 se expresan principalmente en las raíces, AtFRO3 se 

expresa en raíces y brotes, AtFRO6 y AtFRO7 muestran alta expresión en todas las 

partes verdes de la planta y AtFRO8 se expresa en los brotes. Los genes FRO 

también se han identificado en otras plantas.  

 

En el chícharo (Pisum sativum) se describió que el gen FRO1, codifica una 

férrico quelato reductasa de 712 aminoácidos con dominios FAD, NADH y de 

oxidorreducción. Posteriormente, se analizó la capacidad de FRO1 para conferir 

actividad férrico quelato reductasa cuando se expresa en levadura. Las células de 

levadura, fueron cultivadas en un medio deficiente de hierro para reprimir la 
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expresión de las férrico reductasas endógenas de la levadura. Las células 

deficientes de hierro que expresaban FRO1 tenían una alta actividad reductasa en 

comparación con el control, mostrando que FRO1 codifica una férrico quelato 

reductasa funcional. Se determinaron también los sitios de expresión de FRO1 en 

raíces, hojas, y nódulos. De igual manera, se identificaron niveles de mRNA de 

FRO1 en células epiteliales de la raíz, en células epidérmicas externas y en células 

del mesófilo de las hojas de plantas crecidas en deficiencia de fierro. De acuerdo 

con los autores, estos resultados indican que FRO1 participa en la toma de hierro 

por parte de la raíz, además de intervenir en la distribución de este metal a través 

de toda la plantan y en la fijación de nitrógeno (Waters et al., 2002) contrastando 

con los hallazgos de Wu et al., (2005) y de Mukherjee et al., (2006). 

 

En este mismo sentido, Holden et al., (1991), identificaron la actividad férrico 

quelato reductasa en la membrana plasmática de raíces de tomate (Lycopersicon 

esculentum Mill). Posteriormente se aisló y caracterizó el gen LeFRO1 de dicha 

planta, el cual codifica para una férrico quelato reductasa. Se mostró que cuando 

este gen se expresa en levadura, incrementa la actividad de la proteína 

mencionada. Además, por medio de análisis de RT-PCR, se detectó que LeFRO1 

tiene distintos sitios de expresión: en raíces, hojas, cotiledones, flores y frutos 

jóvenes. Los niveles de abundancia de mRNA de LeFRO1 fueron menores en los 

frutos jóvenes en comparación con otros tejidos. Se observó también, que la 

transcripción del gen LeFRO1 en las raíces, depende del contenido de hierro, 

mientras que en las hojas se expresa constitutivamente. Con base en estos 

resultados, los autores concluyen que se requiere LeFRO1 en raíces y brotes, así 

como en los órganos reproductivos, para la homeostasis de hierro (Li et al., 2004).  

 

Li et al., (2002), compararon la expresión del gen CjFRO2 en Citrus junus  

(tolerante a la deficiencia de hierro) y el gen PtFRO2 de Poncirus trifoliata 

(susceptible a la deficiencia de hierro) para observar las diferencias fisiológicas 

causadas en plantas con varios modelos de tolerancias al estrés por hierro. La 

actividad de la férrico quelato reductasa fue detectada en las raíces, y se estimuló 
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aproximadamente 20 veces en Citrus junos y sólo alrededor de 3 veces en Poncirus 

trifoliata. Además, se determinó la expresión del gen en tejidos de Citrus junos y 

Poncirus trifoliata bajo estrés de hierro. Se observaron altos niveles de transcrito en 

la parte de absorción de la raíz, tallo verde y hojas nuevas de Citrus junos bajo 

estrés de hierro durante dos semanas. En Poncirus trifoliata los transcritos se 

acumularon sólo ligeramente. Los resultados mostraron que el aumento evidente de 

la actividad de la férrico quelato reductasa fue una razón importante para la 

tolerancia de Citrus junos a la deficiencia de hierro, pero ante la deficiencia de hierro 

no todas las plantas son inducidas con la misma intensidad.  

 

El pepino (Cucumis sativus L. cv Ashley), es otra de las plantas en las cuales 

se han estudiado los genes FRO. Waters et al., (2007), clonaron y caracterizaron 

los genes CsFRO1 y CsIRT1 del pepino, que codifican una férrico quelato reductasa 

y un transportador de membrana para la internalización de hierro. También aislaron 

dos genes H(+)-ATPasa en las raíces: CsHA1 y CsHA2. Observaron que la 

expresión del primer gen está regulada por la deficiencia de hierro, mientras que el 

gen CsHA2 se expresa de forma constitutiva. Los autores utilizaron tratamientos 

con inhibidores y precursores de etileno, teniendo como antecedentes que éste 

participa en la regulación de la actividad de la férrico quelato reductasa, la 

acidificación de la rizósfera y el desarrollo de los pelos radiculares subapicales. 

Obtuvieron que, la expresión de CsHA1, CsFRO1 y CsIRT1 se disminuyó en las 

raíces deficientes de hierro por el tratamiento con los inhibidores de etileno, como 

Co (cobalto) o AOA (ácido aminooxiacético). El tratamiento con precursores de 

etileno, como ACC (ácido 1 -aminociclopropano-1 - carboxílico) o Etefón (ácido 2-

cloroetilfosfónico), resultó en un incremento de la expresión de CsHA1, CsFRO1 y 

los niveles de transcripción CsIRT1. Con estos resultados, los autores concluyen 

que el etileno está implicado en la regulación de la expresión de los genes CsHA1, 

CsFRO1 y CsIRT1.  

 

Por su parte Ding et al., (2009) generaron policultivos de plantas de 

cacahuate con plantas de maíz y observaron que las raíces del maíz en policultivos, 
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secretaban mayores cantidades de fitosideróforos (durante la floración del 

cacahuate) en comparación con las raíces del maíz en monocultivo. Del cacahuate 

(Arachis hypogaea), aislaron el gen AhFRO1, el cual codifica una férrico quelato 

reductasa. Para confirmar la función del gen AhFRO1, éste se clonó y expresó en 

levadura, confiriendo actividad férrico quelato reductasa a las células. Los mRNA 

de AhFRO1 se acumularon en condiciones de deficiencia de hierro. Ding et al (2009) 

también identificaron que durante la pre-antesis, la actividad de la férrico quelato 

reductasa y los niveles de transcripción de AhFRO1 fueron similares en monocultivo 

y policultivo de cacahuate con maíz. Interesantemente Observaron también que 

cuando las plantas de cacahuate desarrollaron clorosis inducida por deficiencia de 

hierro tanto la actividad de la férrico quelato reductasa como los niveles de transcrito 

de AhFRO1 fueron mayores en policultivo que en cacahuates en monocultivo. Los 

investigadores llegaron a la conclusión de que el gen AhFRO1 del cacahuate y los 

fitosideróforos del maíz cooperan para mejorar la absorción de hierro, pero el 

mecanismo por el cual esto sucede no se determinó.  

 

El primer gen FRO de Medicago truncatula (MtFRO1), fue identificado por 

Andaluz et al., (2009). Los autores analizaron la expresión de los genes que 

codifican para Fe reductasa en la raíz de M. truncatula, mediante RT-PCR 

semicuantitativo. Posteriormente, utilizaron secuencias conocidas de cDNA de M. 

truncatula como molde para diseñar oligonucleótidos específicos de genes. Las 

plantas fueron sometidas a deficiencia de hierro, y se observó una mayor expresión 

del gen MtFRO1 en comparación con las plantas control, por lo cual, los autores 

concluyeron que dicho gen, participa en la homeostasis de este metal. 

 

En un estudio realizado por Orozco-Mosqueda et al., (2012), mediante una 

búsqueda in silico, identificaron otros cinco genes FRO en M. truncatula: MtFRO2, 

MtFRO3, MtFRO4, MtFRO5 y MtFRO6. Todos los genes MtFRO mostraron alta 

identidad con los genes FRO  homólogos de Lycopersicon esculentum, Citrus junos 

y Arabidopsis thaliana. Las copias de genes también presentaron motivos FAD y 

NADPH, regiones transmembranales y motivos oxidorreductasa altamente 
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conservados. La expresión tejido-específica de los genes MtFRO fue detectada 

mediante análisis de RT-PCR.  Se observó un patrón de expresión diferencial para 

cada gen MtFRO respecto al estatus nutricional por hierro. En condiciones de 

suficiencia hierro, MtFRO1, MtFRO4 y MtFRO5 presentaron una expresión 

considerado basal, mientras que MtFRO3 y MtFRO6 mostraron un nivel de 

expresión fuerte en los brotes. En condiciones deficientes de hierro, todos los genes 

MtFRO incrementaron su expresión en las raíces y los brotes. Los autores sugieren 

que el genoma de M. truncatula contiene múltiples copias de genes FRO  

funcionales, y que su patrón de expresión, probablemente depende de la 

concentración de hierro en el medio.  

 

3.5.2 Genes FRO en plantas estrategia II 

         En plantas estrategia II, también se han reportado genes FRO. Con la finalidad 

de construir una visión general sobre la homeóstasis de hierro en el arroz (Oryza 

sativa), se analizaron un total de cuarenta y tres genes pertenecientes a cinco 

familias de proteínas conocidas: dieciocho “Yellow Stripe” (YS), dos FRO, trece 

“Zinc regulated transporter/Iron regulated transporter Protein” (ZIP), ocho “Natural 

Resistance-Associated Macrophage Protein” (NRAMP), y dos proteínas de ferritina. 

Para identificar los genes FRO se buscaron genes homólogos a PsFRO1 y AtFRO2 

en las secuencias genómicas del arroz. Los dos genes FRO encontrados, fueron 

llamados OsFRO1 y OsFRO2. Para examinar con más atención las similitudes de 

las proteínas de la familia FRO, se realizó un alineamiento múltiple de los 

polipéptidos OsFRO con los miembros FRO descritos anteriormente en Arabidopsis 

y el chícharo.  Las proteínas OsFRO tienen todos los sitios previstos para los 

cofactores de unión hemo y dinucleótido, lo que sugiere una actividad funcional 

similar para estas nuevas enzimas. OsFRO1 mostró más de 39 % de identidad con 

las proteínas de referencia. OsFRO2 mostró identidad de sólo el 26 % con AtFRO2 

y PsFRO1. Sin embargo, considerando los aminoácidos altamente conservados en 

torno a los sitios catalíticos (cuatro histidinas que coordinan el grupo hemo, HPFT 

que corresponde al motivo de unión a FAD y GPYG al motivo de unión a NADPH) 
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es razonable considerar a OsFRO2 funcionalmente relacionado con otras proteínas 

FRO (Chandel et al., 2010). 

 

         En la cebada (Hordeum vulgare), otra planta estrategia II, también se llevó a 

cabo la búsqueda de genes FRO. Mikami et al., (2011) obtuvieron secuencias 

parciales de cDNA de HvFRO1 y HvFRO2, sus clones genómicos por PCR invertido 

y secuencias del marco de lectura abierto (ORF, por sus siglas en inglés) del cDNA 

de cebada. Posteriormente, las secuencias de las proteínas de HvFRO1 y HvFRO2 

se compararon con las proteínas FRO del arroz y de A. thaliana: HvFRO1 fue similar 

a OsFRO1, AtFRO6, y AtFRO7; HvFRO2 fue similar a OsFRO2. Los autores 

confirmaron también por medio de RT-PCR, la expresión de HvFRO1 y HvFRO2 en 

hojas de cebada y observaron que la expresión HvFRO1, aumenta en deficiencia 

de hierro. Interesantemente, los autores señalan que estos genes no se expresaron 

en las raíces. En Sorghum bicolor (estrategia II), existe el reporte de un análisis 

semicuantitavo de la expresión de un gen FRO, sin embargo, los autores no 

reportan la secuencia de dicho gen, ni dan más información acerca de éste. 

Alejandre-Ramírez, (2012) realizó un análisis in silico para identificar las posibles 

secuencias de genes FRO en el genoma de S. bicolor: identificaron una secuencia 

que se agrupó con la del gen OsFRO1 y mostró homología con otras secuencias de 

genes FRO, por lo tanto, se identificó como SbFRO1.  

 

3.5.3 Localización intracelular de los genes FRO 

    Aunque el mecanismo involucrado en la adquisición de Fe en cloroplastos, no es 

claro, es probable que los cloroplastos adquieran tanto Fe(ll) como Fe(lll) vía 

múltiples rutas observado en cianobacterias modernas. Se ha demostrado que las 

cianobacterias de vida libre adquieren Fe a través de transportadores Fe2+ desde 

una poza de complejos Fe(lll)-dicitrato (Katoh et al., 2001) lo que indica que algunas 

especies de cianobacterias son capaces de utilizar mecanismos basados en 

reducción para la absorción de hierro (Kranzler et al., 2014). Los cloroplastos que 

se originaron de cianobacterias ancestrales, parecen utilizar una estrategia similar 

para la absorción de Fe. Estudios de AtFRO7 demostraron que los cloroplastos 
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utilizan una estrategia basada en la reducción para la adquisición de hierro (Fig. 4a). 

AtFRO7 se localiza en cloroplastos y una pérdida de función en dicho gen resulta 

en una reducción significante en la actividad férrico reductasa en la superficie del 

cloroplasto. Adicionalmente, mutantes Atfro7, mostraron una reducción del 30% en 

el contenido de hierro en cloroplastos. Las mutantes Atfro7 crecen pobremente en 

medio carente de sacarosa y muestran eficiencia fotosintética reducida, consistente 

con la idea de que AtFRO7 es crucial para la entrega de Fe y la función adecuada 

de los complejos fotosintéticos (Jeong et al., 2008). Trabajos en remolacha 

azucarera, también apoyan la existencia de un mecanismo basado en reducción 

para la toma de hierro por los cloroplastos (Solti et al., 2012). Por otra parte, se ha 

identificado un posible transportador de Fe en cloroplastos, PIC1 (Permease in 

chlorplast) (Duy et al., 2007). Sin embargo, aún no está claro si AtFRO7 y 

“Permease in Chloroplast 1” (PIC1) funcionan en conjunto para la toma de hierro en 

cloroplastos ni si PIC1 transporta Fe(II) o Fe(III). Estudios en A. thaliana, han 

identificad una chaperona de hierro (Vazzola et al., 2007) y proteína de eflujo 

putativas involucradas en el metabolismo de hierro en mitocondria (Chen et al., 

2007).  

 

Adicionalmente, se describió un transportador de hierro mitocondrial en arroz 

(Fig. 4b), MIT1 que es esencial para el crecimiento de las plantas (Bashir et al, 

2011). A pesar de que se ha predicho que AtFRO3 y AtFRO8 se localizan en la 

membrana mitocondrial, su función no ha sido totalmente caracterizada 

(Heazlewood et al, 2004). Las funciones de las AtFRO3 y AtFRO8 permanecen 

inciertas y no hay estudios que demuestren la participación de una metalorreductasa 

en la mitocondria de un organismo. Finalmente, se han reportado transportadores 

de Fe vacuolares en plantas. “Vacuolar iron transporter 1” (VIT1) de Arabidopsis, 

transportan hierro en el organelo (Fig. 4c), mientras que NRAMP3 y NRAMP4 

modulan el exporte de Fe. Sin embargo, no se han reportado metalorreductasas 

vacuolares en plantas, hasta la fecha (Kim et al., 2006). 
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3.6 Vía de señalización en respuesta a la deficiencia del hierro 

  

Experimentos de injerto y división de raíz sugieren que existen dos señales 

sistémicas involucradas en la respuesta a deficiencia de hierro (Schikora y Schmidt, 

2001). Las señales deben ser transmitidas por una cascada de traducción de 

señales que regula de la transcripción de genes efectores localizados río arriba del 

sistema de absorción de hierro. Aunque existen varios candidatos para la 

señalización de hierro a larga distancia en plantas, incluyendo el quelante de 

metales NA (Curie et al., 2003), aún no se ha identificado un receptor local de Fe. 

Recientemente, se propuso que un receptor de Fe celular debe cumplir los 

siguientes criterios: (1) unirse a hierro o a moléculas íntimamente relacionadas, (2) 

cambiar su función en respuesta a la unión y (3) regular la homeostasis de hierro 

(Kobayashi y Nishizawa, 2014). Tanto IDEF1 y Zinc-Finger Protein / BRUTUS 

(HRZ/BTS) unen Fe y Zn y regulan respuestas a deficiencia de hierro, satisfaciendo 

los criterios 1 y 2. Selote et al., (2015), reportaron que la estabilidad de BTS es 

dependiente del hierro, lo que resulta en el criterio 3. Adicionalmente se demostró 

que BTS producido por síntesis in vitro a partir del transcrito de BTS con un lisado 

de germen de trigo, fue menos abundante que cuando el hierro fue incluido en la 

reacción de traducción. Este efecto fue eliminado por una mutación en un residuo 

Fig. 4. Localización subcelular de las enzimas FRO en A. thaliana. a) En el cloroplasto de A. 

thaliana se ha identificado la presencia de la enzima AtFRO7, la cual reduce Fe3+ y éste es 

posteriormente internalizado al organelo a través de las proteínas PIC1 y MAR1. b) La mitocondria 

contiene dos enzimas FRO: AtFRO3 y AtFRO4, sin embargo, se desconoce si son funcionales. c) 

En la vacuola, no se han identificado metalorreductasas, pero se sabe que presenta importadores  

y exportadores de Fe. 
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putativo de unión a hierro en el domino de hemeritrina, sugiriendo que el hierro unido 

al dominio de hemeritrina desestabiliza e inhibe la función de BTS. 

Cuando hay una deleción en el dominio de hemeritrina de BTS, se incrementa 

la estabilidad de la proteína. Sin embargo, ensayos de complementación usando 

mutantes knockdown bts de Arabidopsis revelaron que una versión trunca de BTS 

sin el domino de hemeritrina funciona más o menos similar a BTS de longitud 

completa respecto con la respuesta fisiológica al hierro, sugiriendo la importancia 

limitada de la degradación de BTS vía el dominio de hemeritrina. La caracterización 

posterior de los mecanismos que involucran la degradación y función de HRZ/BTS 

en relación a la unión del hierro, Zn, oxígeno o clusters Fe-S es esencial para 

identificar si estos reguladores son los sensores centrales de hierro que determinan 

la respuesta río abajo a la deficiencia del hierro. De igual forma, es necesaria la 

identificación de mecanismos moleculares por los cuales IDEF1 altera su función 

debido a la unión de Fe o Zn. Es posible que la detección primaria de hierro en las 

células de la planta sea establecida por factores desconocidos, mientras que IDEF1 

y HRZ/BTS modulan estos eventos, así como la respuesta apropiada a la deficiencia 

de hierro.  En este escenario, la identificación de un regulador central que cambie 

su función en respuesta a la unión del hierro o moléculas íntimamente relacionadas, 

podría ser clave para como un receptor central de hierro (Kobayashi y Nishizawa, 

2015).  

 

3.6.1 Fitohormonas involucradas en la señalización de hierro. 

Se han propuesto fitohormonas involucradas en la respuesta a hierro, como las 

auxinas.  Se ha sugerido la comunicación cruzada entre auxinas y la homeostasis 

de hierro son evidencias claras de que las auxinas intervienen en la respuesta 

morfológica de la raíz a deficiencia de hierro (Schmidit et al., 2000). La deficiencia 

de hierro conduce a un aumento en la síntesis de auxinas en Arabidopsis lo que 

resulta en un incremento en la expresión de FIT y FRO2. La aplicación exógena de 

auxinas estimula la transcripción de estos genes. En mutantes con una 

sobreproducción de auxina, la expresión de yucca, FIT y FRO2 incrementó en 
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deficiencia de hierro en comparación con plantas Wt (Chen et al., 2010). Lo anterior 

para plantas estrategia 1. 

En plantas estrategia II, como el arroz, se ha demostrado que las auxinas 

modulan el proceso de desarrollo de la arquitectura de la raíz (Romera et al., 2011) 

Plantas de arroz con una mutación en el factor de transcripción de genes de 

respuesta a auxinas, OsARF12, alteró la arquitectura de la raíz y el contenido de 

micronutrimentos esenciales fue menor que en plantas Wt. Estos resultados indican 

que OsARF12 funciona en la comunicación cruzada entre la respuesta a auxinas y 

la señalización del hierro (Qi et al., 2011). El etileno es otra de las fitohormonas 

involucradas en la señalización de deficiencia de Fe. En plantas estrategia I, 

crecidas en deficiencia de Fe, se produce etileno (Romera et al., 2004) y afectan la 

expresión de FIT o FER, el etileno puede regular la respuesta a deficiencia de Fe 

en Arabidopsis y tomate (Waters et al., 2007).  El tratamiento con ACC (un precursor 

de etileno) de Arabidopsis y tomate en deficiencia de hierro, aumenta la expresión 

de FIT o FER y por tanto, también se aumenta la expresión de FRO e IRT. El 

tratamiento con inhibidores de etileno en plantas crecidas en hierro limitante, 

reprime la expresión de estos genes (Lucena et al., 2006). 

La idea de que el etileno está involucrado en a homeostasis de hierro en plantas 

estrategia II, proviene de un estudio en arroz. La producción de etileno por raíces 

de arroz crecidas en deficiencia de hierro, aumentó y el tratamiento con ACC confirió 

tolerancia de deficiencia de hierro. Adicionalmente, se demostró que la abundancia 

de transcrito de OsIRO2, OsNAS1, OsNAS2, OsYSL15 y OsIRT1 aumentó, 

demostrando que el etileno está involucrado en la regulación positiva de sistemas 

de absorción de hierro Fe(II) y Fe (III) (Wu et al., 2011). 

El Óxido Nítrico (NO), al igual que el etileno y las auxinas, se ha propuesto como 

una molécula de señalización de la deficiencia de Fe. En plantas de maíz con una 

mutación en la absorción de Fe, el NO puede revertir la clorosis (Graziano et al., 

2005). Por otra parte, se ha demostrado que NO estabiliza la abundancia de la 

proteína FIT. La aplicación inhibidores de FIT causó un decremento en los niveles 

y la actividad de la proteína FIT (Meiser et al., 2011). 
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Recientemente Kobayashi et al., (2016), utilizando plantas de arroz, colocadas 

en condiciones de deficiencia de hierro, mostraron que varios genes inducidos por 

jasmonato también son regulados negativamente por las ubiquitina ligasas 

“Hemerythrin motif-containing really interesting new gene (RING)-and zinc-finger 

protein 1/2” (OsHRZ1/2) y regulados positivamente por los factores de transcripción 

IDEF1. Adicionalmente, observaron un incremento en el contenido de ácido 

jasmónico en plantas transgénicas silenciadas en la expresión de OsHRZ1 (iHRZ1) 

en condiciones de suficiencia de hierro y que, en plantas no transgénicas, la 

deficiencia de hierro per se, aumentaba la síntesis de dicha fitohormona, por lo cual 

se propone, que en estas condiciones, dicha fitohormona induce la expresión de 

IDEF1, el cual a su vez aumenta la síntesis de esta y por tanto, se incrementa la 

expresión de los genes involucrados en la toma y translocación de hierro. 

En nuestro grupo de trabajo, Raya-González et al., (2016) observaron en plantas 

de A. thaliana, que el VOC dimetilhexadecilamina producido por la PGPR A. agilis 

UMCV2 induce la expresión del gen de síntesis de jasmonato, LOX2 y que en 

plantas mutantes en la conjugación (jar1), percepción (coi1-1) y en la expresión de 

genes de respuesta a esta fitohormona (myc2), no se presenta el fenotipo 

característico de las plantas sometidas a dimetilhexadecilamina. 

3.6.2 Regulación de la respuesta a deficiencia de hierro por sacarosa 

Numerosos estudios han demostrado que la sacarosa regula la biosíntesis, 

transporte y metabolismo de las auxinas (Meir et al., 1985), adicionalmente, el 

aumento de dióxido de carbono atmosférico (CO2), aumenta la producción de 

sacarosa y a su vez, la actividad FCR y la expresión de FER, LeFRO1 y LeIRT1 en 

raíces de tomate deficientes de hierro (Jin et al., 2009).  Con la finalidad de 

demostrar que la sacarosa actúa río arriba de las auxinas para modular la respuesta 

a deficiencia de hierro en plantas estrategia I, Yong et al., (2016), investigaron el 

efecto de la deficiencia de hierro en los niveles de sacarosa en raíces de A. thalina. 

Se observó que, a 12 horas del tratamiento con deficiencia de hierro, los niveles de 

sacarosa incrementaron; este incremento fue progresivo después de 12 horas, lo 

cual indica que la acumulación de sacarosa incrementa de manera específica en 
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deficiencia de hierro. Posteriormente, los autores estudiaron el efecto de la sacarosa 

exógena sobre la actividad FCR, encontrando que 2 mM de sacarosa fue suficiente 

para aumentar la actividad FCR. La aplicación de sacarosa también aumentó el 

contenido de clorofila en deficiencia de hierro, la concentración de hierro en raíz y 

parte aérea. En plantas trasgénicas sobreacumuladoras de sacarosa que portaban 

la construcción 35S::SUC2, se observó mediante PCR en tiempo real que la 

expresión del gen FIT aumentó significativamente respecto al control, mientras que 

en plantas silvestres Col-0 en deficiencia de hierro y con sacarosa exógena, la 

expresión de los genes FRO2 e IRT1 aumentó de manera significativa respecto al 

control y al tratamiento con deficiencia de hierro.  Sin embargo, la aplicación de 

sacarosa fue incapaz de recuperar la expresión de FRO2 e IRT2 en mutantes fit. 

Por tanto, se concluye que la sacarosa confiere resistencia a deficiencia de hierro 

vía la inducción de la actividad férricoquelato reductasa dependiente de FIT. 

 

3.7  Rizobacterias que facilitan la absorción de hierro 

Además de las estrategias, las fitohormonas y la sacarosa utilizadas por las 

plantas para la toma de hierro, existen microorganismos en la rizosfera conocidos 

como PGPRs, con funciones centrales en la mineralización y transformación de 

nutrientes que ayudan a las plantas en la toma de dicho metal (Marschner et al., 

2011). Estos microorganismos secretan moléculas con capacidades quelantes, 

reductoras y oxidantes. Sin embargo, las actividades de los microorganismos en el 

suelo están restringidas por la disponibilidad de las fuentes de carbono (De Nobili 

et al., 2001), por lo tanto, los exudados de las plantas representan una fuente de 

carbono accesible para las bacterias del suelo (Badri et al., 2009). 

Las plantas que experimentan deficiencia de hierro, además de inducir cambios 

morfológicos y modificaciones fisiológicas en su sistema radicular, incrementan no 

sólo la cantidad, sino la complejidad de las moléculas que liberan al medio 

(Hinsinger et al., 2003). Uno de los aspectos mejor estudiados de la interacción 

planta-bacteria es su capacidad para inducir efectos positivos sobre el crecimiento 

de las plantas y aumentar la toma de nutrientes. Las rizobacterias aumentan la 

movilidad de Fe mediante la liberación sideróforos (Saha et al., 2013). La comunidad 
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de microorganismos en la rizosfera cambia con el estado de hierro de las plantas. 

La proporción de microorganismos productores de sideróforos aislados de suelos 

incubados con exudados de las raíces de plantas deficientes de hierro, es más alta 

que en suelos controles (Jin et al., 2010). En conclusión, las plantas en deficientes 

de hierro, inducen cambios en la estructura de la comunidad microbiana de la 

rizosfera que favorecen la toma de hierro por parte de la planta. 

3.7.1 Las rizobacterias modulan la resistencia a estrés salino 

         Las PGPRs, además de suprimir enfermedades causadas por patógenos a 

través cambios físicos y químicos relacionados a la defensa de la planta (Sarma et 

al., 2012)  en un  proceso conocido como Resistencia Sistémica Inducida (ISR, por 

sus siglas en inglés) (Van Loon et al.,  1998), aumentan la tolerancia de las plantas 

al estrés abiótico como sequía, salinidad y altas o bajas temperaturas (Yang et al., 

2009), este fenómeno se conoce como Tolerancia Sistémica Inducida (IST, por sus 

siglas en inglés) (Bakker et al., 2007).   

 

         La salinidad del suelo es un problema serio para el rendimiento de los cultivos, 

debido a que las tierras cultivables están siendo afectadas por este tipo de estrés 

(Rengasamy, 2006). Las PGPRs con capacidad de inducir ISR en las plantas, tienen 

el potencial para inducir IST, debido a que algunos de los genes involucrados en la 

defensa (genes de la vía de etileno, ácido jasmónico y ácido abscísico son comunes 

con los genes expresados en situaciones de estrés salino (Cheong et al., 2002). 

Zhang et al., (2008), observaron que la bacteria Bacillus subtilis GB03 confiere 

tolerancia salina en A. thaliana por regulación tejido específica de “high-affinity K+ 

transporter” (HKT1). GB03 bajo estrés salino baja la expresión de HKT1 en raíces y 

la aumenta en parte aérea, lo cual resulta en baja acumulación de Na+ a través de 

la planta, comparada con los controles. Barriuso et al., (2008) utilizaron 4 cepas de 

PGPRs para inducir resistencia sistémica en A. thaliana Col 0 contra estrés salino y 

encontraron que la cepa Bacillus. sp. L81 y Arthrobacter oxidans BB1 reducen 

significativamente la mortalidad de la planta debida a estrés salino. También 

mostraron que la vía dependiente de ácido salicílico estaba involucrada en la 

defensa inducida por L81 y BB1, debido al aumento en la expresión del gen 
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“Pathogenis Related 1” (PR1) asociado a dicha vía. En otro experimento, Han y Lee, 

(2005), observaron que la inoculación de 2 PGPRs, Serratia proteamaculans ATCC 

3547 y Rhizobium leguminosarum 128C56G erradicó los efectos de la salinidad 

sobre enzimas antioxidantes, fotosíntesis, contenido de minerales y crecimiento en 

L. sativa crecida en suelo salino. 

       

3.7.2 Los VOCs producidos por las PGPRs incrementan la expresión de 

genes de respuesta a deficiencia de hierro en plantas 

 

          La bacteria PGPR, Bacillus subtilis GB03 emite una mezcla de VOCs que 

activan la promoción del crecimiento en A. thaliana (Ryu et al., 2003). Debido a que 

esta mezcla de VOCs aumenta la maquinaria fotosintética (Zhang et al., 2007) y el 

hierro es fundamental para la fotosíntesis, Zhang et al., (2009), evaluaron la 

capacidad de B. subtilis GB03 para activar la maquinaria de adquisición de hierro 

en A. thaliana. Las plantas y la bacteria fueron crecidas en cajas Petri dividas (las 

plantas en medio MS y la bacteria en agar soya) para evitar el contacto directo y 

promover la interacción a través de VOCS. La presencia de los VOCs de B. subtilis 

GB03, aumentó de manera progresiva la actividad FCR en condiciones de hierro 

suficiente, al igual que aumentó el contenido de clorofila. Adicionalmente, los VOCs 

de GB03 causaron la acidificación de la rizosfera mediante el aumento en la 

liberación de protones. Mediante PCR en tiempo real, se observó un aumento 

significativo respecto al control en la expresión de los genes FRO2 e IRT1 

necesarios para la toma de hierro. En mutantes con pérdida de función, fit1-2, no se 

observó efecto de los VOCS de GB03 sobre la asimilación de hierro y eficacia 

fotosintética. Estos resultados demostraron el potencial de las bacterias para 

controlar la adquisición de hierro en plantas.  

 

          En nuestro grupo de trabajo se observó el efecto de los compuestos orgánicos 

volátiles (VOCs) de Arthrobacter. agilis UMCV2 y la dimetilhexadecilamina 

(DMHDA) sobre la expresión génica de los MtFROs de M. truncatula. Al analizar la 

expresión de los genes mediante qRT-PCR, se determinó que los genes MtFRO1, 
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MtFRO3, MtFRO4, MtFRO5 de parte aérea y el gen MtFRO5 de raíz, incrementaron 

su expresión en presencia de la bacteria A. agilis UMCV2 en condiciones de  

deficiencia de hierro, mientras que los genes MtFRO1, MtFRO3, MtFRO4 y MtFRO6 

de raíz y el gen MtFRO6 de parte aérea presentaron mayor nivel de expresión en 

presencia de la DMHDA en condiciones de deficiencia de hierro (Montejano-

Ramírez, 2014).  

 

          Recientemente en nuestro grupo de trabajo, Castulo et al., (2015), analizaron 

la expresión del gen SbFRO1 utilizando PCR en tiempo real y encontraron que la 

expresión de dicho gen fue modulada por los compuestos orgánicos volátiles 

producidos por A. agilis, específicamente la dimetilhexadecilamina, lo cual indica 

que los VOCs de A. agilis UMCV2 también presentan efecto de aumento de 

expresión en genes FRO de plantas estrategia II.  

 

3.7.3 Interacción entre los mecanismos de defensa inducidos por bacterias 

y el proceso de toma de hierro en plantas. 

 

          En un modelo propuesto por Mohamed et al., (2013), se indica que los VOCs 

producidos por las PGPRs aumentan la síntesis de acído salicílico y ácido 

jasmónico, lo cual, a su vez, induce la expresión de los genes PR1 y DEF, 

disparando las respuestas SAR e ISR relativamente. Adicional a la activación de las 

vías de resistencia sistémica, dichos VOCs, aumentan la tolerancia de las plantas 

al estrés abiótico, incluyendo la deficiencia de hierro. La presencia de los VOCs 

induce la expresión del factor de transcripción FIT, aumentando la expresión de los 

genes FRO e IRT para favorecer la toma de hierro. Por lo anterior, en dicho modelo, 

se indica que tanto el establecimiento de las respuestas de defensa como la 

inducción de los genes para toma de hierro, ocurren de manera simultánea en la 

planta por la presencia de PGPRs. 

 

         Posteriormente, Koen et al., (2014), observaron que la deficiencia de hierro en 

plantas de A. thaliana, induce la expresión de los genes PR1 y DEF1.2 y que dicha 
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inducción se presentó aún en estadios transitorios de deficiencia de dicho metal, 

siendo mayor que en presencia de ácido β aminobutírico, el cual se sabe, induce la 

resistencia de las plantas tanto a estrés biótico como abiótico. El aumento en la 

expresión de los genes de defensa, fue aditivo en presencia del hongo fitopatógeno 

Botrytis cinerea y en condiciones de deficiencia de hierro. Con base en estos 

resultados, los autores concluyen que la deficiencia de hierro coloca a la planta en 

un estado de defensa, reforzando así, su resistencia a futuros ataques por 

microorganismos fitopatógenos. 

 

          Zamioudis et al., (2015) demostraron que los VOCs producidos por la bacteria 

inductora de ISR Pseudomonas simiae WCS417 aumentan la expresión de los 

genes FRO2 e IRT de A. thaliana y son inductores del factor de transcripción 

MYB72, necesario para el establecimiento de ISR. MYB72 aumenta su expresión 

en deficiencia de hierro, y está involucrado en la respuesta a deficiencia de dicho 

metal modulando la expresión de genes para la síntesis de compuestos fenólicos. 

En respuesta al tratamiento con VOCs, MYB72 se coexpresa con los genes 

relacionados a la toma de hierro, FRO2 e IRT1 de forma dependiente de FIT. Los 

resultados resaltan la función de MYB72 en el establecimiento de ISR y la activación 

de la maquinaria de toma de hierro en las plantas hospederas e involucran 

elementos de la defensa de plantas en el proceso de absorción de hierro.  

 

          En M. truncatula se han identificado genes de defensa: PR1 mediador de la 

Resistencia Sistémica Adquirida (SAR) y DEF 1 y 2 mediadores de ISR. Peleg-

Grossman et al., (2012), analizaron la función de las especies reactivas de oxígeno 

(ROS, por sus siglas en inglés) sobre la expresión de genes de defensa PR1 en M. 

truncatula durante simbiosis con Sinorhizobium meliloti y patogénesis por 

Pseudomonas putida. Los autores demostraron que la producción de ROS es más 

fuerte y larga durante las interacciones simbióticas en comparación con 

interacciones patógenas. El aumento en la acumulación de ROS, por adición de 

H2O2 redujo la expresión del gen PR1 mientras que la catalasa tuvo un efecto 

opuesto, estableciendo que la expresión de dicho gen es opuesta a los niveles 
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citoplásmicos de ROS. Adicionalmente Hanks et al., (2005) identificaron dos 

defensinas (DEF1 y DEF2) en M. truncatula. Análisis in silico, así como Northern 

blot y RT-PCR indicaron que los genes DEF1 y DEF2 se expresan en varios 

órganos, incluyendo hojas, flores, vainas, semillas maduras y raíces. No obstante, 

lo anterior, no se ha demostrado que dichos genes estén involucrados en las 

respuestas a deficiencia de hierro. 

 

     Debido a los antecedentes que existen en nuestro grupo de trabajo sobre hierro 

y genes FRO en M. truncatula y a la presencia de genes relacionados a defensa, 

esta leguminosa es nuestro modelo de estudio. 

 

3.8 Características generales de Medicago truncatula. 

 

M. truncatula es una especie anual, importante en el sur de Australia: 

proporciona alimento para el ganado, así como también beneficia la fertilidad del 

suelo a través de la fijación de nitrógeno.  M. truncatula presenta características 

ventajosas, tales como tamaño pequeño, tiempo de generación corto y 

autofertilización. Es una planta diploide, tiene un genoma relativamente pequeño, 

con un total de 500-550Mbp, características que la hacen un modelo biológico 

adecuado para estudios en laboratorio (Bell et al., 2000). 

M. truncatula se compone de un eje principal que se puede organizar ya sea en 

una roseta (es decir, las hojas están en el nivel del cuello con entrenudos muy 

cortos) o como un eje alargado, y ramas de diferentes órdenes (por ejemplo, 

primarias, secundarias, terciarias). La Morfología y arquitectura de la planta, varía 

fuertemente entre los genotipos y son muy dependientes del ambiente y sus 

condiciones (Aitken, 1955).  

Cada eje en una planta se compone de fitómeros. Un fitómero es la unidad 

elemental funcional de un eje (Lecoeur, 2005): Tanto para M. truncatula, como para 

los chícharos un fitómero se compone de: 
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- Un entrenudo (sección de tallo entre dos nodos adyacentes): la longitud de los 

entrenudos puede variar de acuerdo a las condiciones ambientales y de acuerdo a 

los ejes. En M. truncatula, los entrenudos son angulares; 

- Una hoja: a excepción de la primera hoja verdadera que es unifoliada, las hojas de 

M. truncatula son trifoliadas. Cada hoja se compone de un pecíolo; tres foliolos que 

son dentados y con pelos en su parte superior, a veces con una mancha oscura en 

el centro y dos estípulas basales (excrecencias cargadas en cada lado de la base 

del pecíolo), cuya función es proteger la yema axilar. 

- Un meristemo axilar, capaz de producir ramas (si el fitómero que lleva el meristemo 

axilar ha aparecido antes de la formación de las flores) u órganos reproductivos (si 

el fitómero que tiene el meristemo axilar ha aparecido después de la formación de 

las flores). 

La germinación de M. truncatula es epigea (los cotiledones se expanden 

sobre el suelo). Una vez que los cotiledones emergen, las hojas que se producen 

por lo general se organizan en una roseta que es el eje principal de la planta. Las 

hojas que se producen son entonces organizadas en una filotaxia alternada (dos 

hojas sucesivas son acomodadas alternadamente a uno y otro lado del axis) 

(Moreau, 2006). 

 

Durante el desarrollo de la planta, las ramas primarias se desarrollan en la 

axila de las hojas del eje principal. La rama primara se forma de la axila de la primera 

hoja del eje principal desarrollada (la hoja unifoliada). Después, aparecen 

sucesivamente las otras ramas primarias, a partir de la axila de la que se 

desarrollan. Puesto que cada rama primaria se desarrolla de la axila de una hoja del 

eje principal, la disposición de las ramas primarias en la planta es parecida a la 

filotaxia del eje principal. Las ramas secundarias y terciarias generalmente se 

desarrollan en la axila de las hojas de las ramas primarias y secundarias 

respectivamente. Las ramas cotiledonares también se pueden formar en la axila de 

los cotiledones. Las ramas tienen una filotaxia discontinua, pero, debido a torsión 
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de los ejes, dos hojas sucesivas pueden estar situadas en el mismo lado (Moreau, 

2006). 

M. truncatula muestra un crecimiento indeterminado, dando lugar a un 

período prolongado de producción de flores y semillas después de desarrollar el 

meristemo de la inflorescencia primaria. La planta es autógama y las semillas son 

autofertilizadas de manera eficiente en ausencia de polinización de insectos 

(Gallardo et al, 2006).  

Posee pequeños racimos de inflorescencias, los cuales llevan de 1 a 5 flores 

amarillas de 5-8 mm de longitud. Las flores contienen 10 óvulos y únicamente abren 

después de que su polen ha fertilizado sus óvulos. La semilla es de color marrón 

claro arriñonada. Las flores poseen un “mecanismo tripping”, que es una 

característica floral compartida en todo el género Medicago (Lesins y Lesins, 2012). 
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4 JUSTIFICACIÓN  

La planta M. truncatula cuenta con 6 genes FRO reportados. Se sabe que los 

compuestos orgánicos volátiles de la bacteria A. agilis UMCV2, modulan la 

expresión de los genes FRO de dicha planta, siendo el efecto aditivo en condiciones 

de deficiencia de hierro. Sin embargo, se desconoce si el efecto es similar a nivel 

órgano específico. Adicionalmente, existen reportes que indican que tanto la 

deficiencia de hierro como la presencia de un microrganismo patógeno, inducen la 

expresión de los genes marcadores de las vías de resistencia sistémica en plantas 

y que la inducción es mayor cuando se combinan ambas condiciones. 

 Por lo anterior, es importante conocer si A. agilis UMCV2 incrementa la 

transcripción de los genes FRO en los distintos órganos de M. truncatula e induce 

la expresión de los elementos de las vías de resistencia sistémica de dicha planta, 

teniendo un efecto mayor en deficiencia de hierro. 
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5. HIPÓTESIS 

A. agilis UMCV2 aumenta la expresión órgano específica de los genes FRO 

de M. truncatula, en condiciones de deficiencia como de suficiencia de hierro, de la 

misma manera que induce los elementos de las vías de resistencia sistémica de la 

planta. 

 

5.1 OBJETIVO GENERAL 

Determinar el efecto de la bacteria A. agilis UMCV2 en condiciones de 

suficiencia y deficiencia de hierro, sobre la expresión órgano específica de los genes 

FRO de M. truncatula y genes marcadores de las vías de resistencia sistémica de 

la planta. 

 

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

• Realizar un escrutinio in silico de la expresión órgano especifica de los genes 

FRO de M. truncatula. 

• Determinar la expresión órgano específica de los genes FRO de M. truncatula 

en condiciones de suficiencia y deficiencia de hierro. 

• Determinar la modificación de la expresión órgano específica de los genes 

FRO de M. truncatula por efecto de A. agilis UMCV2 en condiciones de 

suficiencia y deficiencia de hierro. 

• Evaluar el efecto de la bacteria A. agilis UMCV2 en los genes marcadores de 

resistencia sistémica en condiciones de suficiencia y deficiencia de hierro. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Escrutinio in silico de la expresión órgano específica de los genes 

MtFRO 

Se obtuvieron las secuencias de oligonucleótidos de los genes MtFRO en 

secuencia FASTA. Posteriormente, se realizó un blast con dichas secuencias en la 

base de datos “Medicago truncatula Gene Expression Atlas” (MtGEA) 

(http://mtgea.noble.org/v3/blast_search_form.php) usando la opción “Chip Target”  y 

se seleccionó la sonda con la puntuación más alta. Finalmente, se efectuó un 

análisis de coexpresión en los órganos de interés (raíz, tallo, hoja, flor y vaina) con 

las sondas obtenidas de un análisis utilizando la herramienta “Basic Local Alignment 

Search Tool” (blast), correspondientes a cada gen. 

 

6.2 Condiciones de crecimiento de las plantas de Medicago truncatula 

Se utilizaron plantas de M. truncatula ecotipo Jemalong A17. Las semillas 

fueron sumergidas en un tubo vial con 1 ml de ácido sulfúrico  y se agitaron 

constantemente hasta la aparición de pequeños puntos negros en el tegumento (8 

min aproximadamente). El exceso de ácido fue removido y las semillas fueron 

enjuagadas 7 veces con agua desionizada estéril. La esterilización se llevó a cabo 

con una solución de hipoclorito de sodio 12% durante 2 min. Posteriormente, las 

semillas se enjuagaron 5 veces con agua desionizada estéril. Las semillas fueron 

germinadas en cajas Petri con medio Murashige Skoog (MS) y transferidas a 

condiciones de invernadero en macetas con sustrato estéril (esterilizado dos veces 

en olla de presión, durante 1 horas) 5 días después de su germinación. Las plantas 

fueron regadas 2 veces por semana con agua desionizada y una vez por semana 

con Hoagland para aplicar el tratamiento de suficiencia o deficiencia de hierro. 

 

 

 

http://mtgea.noble.org/v3/blast_search_form.php
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6.3 Preparación del medio MS 

El medio MS se preparó de la siguiente manera: en 1 L de agua se agregó 1 

ml de solución stock 1 (25 g de CaCl2), 10 ml de solución stock 2 (9. 25 g de MgSO2 

y 4.25 g de KH2PO4), 5 ml de solución stock 3 (0.5 g de FeSO4  y 0.7 g de NaEDTA), 

1 ml de solución stock 4 (1.69 g  de MnSO4, 1.05 g de ZnSO4, 0.62 g de H3BO3, 

0.83 g de KI, 0.025 g de Na2MoO4. 0.0025 g de CuSO4 y 0.0025 g CoCl2 ), 10 ml de 

solución stock 5 (0.5 g de glicina, 0.0125 g de piridoxina, 0.025 g de Ac. Nicotínico, 

0.0025 g de Tiamina y 1.5 g de Myo-inositol) y 10 ml de solución stock 6 (41.25g de 

NH2NO3 y 47.5 g KNO3). Posteriormente el pH del medio MS se ajustó a 6.5. 

Finalmente, el medio se esterilizó durante 20 minutos. 

 

6.4 Preparación de Hoagland 

Se preparó un stock 10 × de Hogland a 20 μM de Fe, utilizando el siguiente 

protocolo: en 1 L de agua desionizada se agregaron 10.2 gr de KNO3, 4.92 gr de Ca 

(No3), 2.3 gr de NH4H2, 4.9 gr de MgSO4, 28.6 mg de H3BO3, 18.1 mg de MnCl2. 

2H2O, 0.6 mg de CUSO4. 5H2O, 2.2 mg Zn2SO4. 5H2O, 0.9 mg de NaMoO4. H2O y 

0.6 ml de FeSO4. 7H2O al 0.5%. El Hoagland se usó a 1 ×, para lo cual se agregaron 

100 ml de Hogland 10 × en 900 ml de agua desionizada y se ajustó el pH a 6.5. 

Para la solución 1 × con hierro deficiente, se omitió la adición de 0.6 ml de FeSO4. 

7H2O al 0.5%. 

 

6.5 Inóculo de la bacteria A. agilis UMCV2 

  De un cultivo previo de A. agilis UMCV2, con 48 horas de crecimiento en caja 

Petri, se tomó el estriado con un asa de henle y se colocó en un vial de 50 ml con 3 

ml de agua desdionizada estéril para homogenizar. En una celda de cuarzo, se 

colocó 1 ml del homogeneizado contenida en el tubo falcón, se leyó a 595 nm en el 

espectrofotómetro. Se utilizó la fórmula V1= C2V2/C1 para dejar el inóculo a una 

densidad óptica final de 0.1 (1x107 UFC). 
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6.6 Inducción de la expresión de los genes MtFRO 

Se colocaron 3 plantas por maceta en condiciones de invernadero, 

teniéndose 3 macetas por tratamiento (9 plantas). Los tratamientos correspondían 

a suficiencia de hierro (Fe+), suficiencia de hierro con A. agilis UMCV2 

(UMCV2Fe+), deficiencia de hierro (Fe-) y deficiencia de hierro con A. agilis UMCV2 

(UMCV2Fe-). A los 15 de días, las plantas fueron inoculadas en la raíz por pipeteo, 

con 1 ml de A. agilis UMCV2. Se realizaron tres inoculaciones más, una cada 15 

días. Las plantas fueron crecidas hasta la aparición de vainas (5 meses). 

 

6.7 Cuantificación de clorofila 

Para la cuantificación de clorofila se usó un medidor de clorofila “OPTI-

SCIENCES CCM-200 ®”. Se tomaron 3 lecturas de cada hoja para un resultado de 

mayor exactitud. 

6.8 Extracción de RNA 

La extracción de RNA se realizó en muestras compuestas (mezcla del órgano 

de interés de las 3 plantas de cada maceta, por tratamiento) en raíces, tallos, hojas, 

flores y vainas. El proceso de extracción de RNA fue el siguiente: las muestras se 

molieron con nitrógeno líquido y se transfirieron a viales que contenían 500 μl de 

trizol (Sigma-Aldritch) previamente enfriados en hielo. Las muestras 

homogeneizadas se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente. Se 

agregaron 0.2 ml de cloroformo por 1 ml de TRIzol y se agitó vigorosamente por con 

la mano por 15 segundos. Las muestras fueron incubadas por 3 min a temperatura 

ambiente. La mezcla fue centrifugada a 12, 000 G por 15 minutos a 4°C, se removió 

el sobrenadante y se adicionaron 500 μl de isopropanol. Las muestras se mezclaron 

por inversión y se dejaron a temperatura ambiente por 10 minutos, tiempo tras el 

cual fueron centrifugadas a 12,000 G por 10 minutos a 4°C.  El sobrenadante fue 

desechado y la pastilla que contiene el ARN se lavó con 1 ml de etanol al 75%, se 

mezcló cuidadosamente en vórtex y se centrifugó 5 minutos a 7,500 g a 4°C. La 
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pastilla se dejó secar al aire por 10 minutos y fue resuspendida en 50 μl de H2O dde. 

Finalmente se procedió a dar el tratamiento con DNAsa y se corrió en gel de agarosa 

1%, a 90 V para corroborar su integridad. 

 

6.9 Tratamiento con DNasa 

A los 50 μl de RNA, se les agregó 5 μl del buffer de reacción 10X DNasa I, 

4.5 μl de agua DEPC y 0.5 μl de la enzima DNasa I.  La mezcla se incubó por 15 

min a temperatura ambiente. Posteriormente, la enzima se inactivó por adición de 1 

μl de EDTA 25 mM. Finalmente, la muestra se calentó 10 min a 65°C y se procedió 

a la cuantificación de RNA. 

 

6.10 Esterilización de la cámara de electroforesis 

Los peines y la cámara de electroforesis se esterilizaron con Benzal al 10% 

y posteriormente se enjuagó con H2O dde 3 veces.  

 

6.11 Cuantificación de RNA 

Las muestras fueron cuantificadas por triplicado en un nanodrop Thermo 

Scientific ™, agregando 1.5 μl de cada muestra para la lectura. 

 

6.12 Síntesis de cDNA usando Oligo (dT) 

La síntesis de cDNA, se realizó de acuerdo a las especificaciones del kit 

“SuperScriptTM First-Strand Synthesis System for RT-PCR”. 
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6.13 Reacción de PCR 

Se utlizó cDNA de cada órgano de interés para cada tratamiento por triplicado 

y para llevar a cabo la reacción de PCR en un termociclador iCycler TM, con las 

siguientes condiciones: temperatura de desnaturalización inicial a 95 °C por 1 ciclo 

por 3 min, 35 ciclos de amplificación con una temperatura de desnaturalización de 

95 °C por 1 min, temperatura de alineamiento de 60°C por 1 min y una extensión a 

72°C por 2 min y finalmente, 1 ciclo para una extensión final a 72°C por 5 min. Se 

utilizaron 10 μl de la enzima GoTaq Master Mixes (Promega), 1 μl del oligo Foward,  

1 μl del oligo Reverse, 1 μl de cDNA (4 ng) y 7 μl de agua desionizada esteril. Se 

utilizaron los oligos diseñados por Orzco-Mosqueda et al., (2012) para la 

amplificación de los genes MtFRO y MtActina. Adicionalmente, se diseñaron oligos 

para amplificar el gen MtFRO2 (F’ ACTATGCAGGCTCTTGCAGC y R’ 

TAATCCAATCCCGCCCGAAC) Los productos de la amplificación fueron corridos 

en gel de agarosa al 1%, a 95 V. 

 

6.14 Reacción de PCR en tiempo real 

Las reacciones de PCR en tiempo real (qPCR) se llevaron a cabo por 

triplicado para cada órgano y para cada gen, en cada tratamiento  en un 

termociclador ABI The StepOne™ System de Applied Biosystems. Adicionalmente, 

se llevó a acaba la reacción qPCR con cDNA de hojas de cada tratamiento, por 

triplicado, para genes de la vía SAR e ISR, usando los siguientes oligos: MtPR1 F’ 

ACTTTAATACACACACCCATTTGC y R’ TCAGTTAAGATCTAGAGTCCCACA; 

MtDEF2 F’ ACT TTA ATA CAC ACA CCC ATT TGC y R’ TCA GTT AAG ATC TAG 

AGT CCC ACA. El cDNA fue diluido 1:5 para realizar curva estándar de los genes 

MtFRO2, MtPR1 y MtDEF2. Las reacciones de qPCR se realizaron con el kit de 

SYBR-Green (Applied Biosystems) usando el siguiente protocolo: 10 μl de SYBR-

Green, 1 μl de los oligos Foward y Reverse, 1 μl de cDNA y 7 μl de agua. Las 

muestras se corrieron a 95°C por 4 min, seguido de 95 °C por 15 seg, 60 °C por 30 

seg por 40 ciclos. Para elaborar la curva de melting, las muestras se corrieron a 

95°C por 15 s, 60°C por 1 min y posteriormente la temperatura fue elevada a 95°C 

http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/en/US/adirect/lt?cmd=catProductDetail&productID=4376357
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a una proporción de 0.3°C/s.  La expresión de los genes MtFRO se evaluó utilizando 

el método comparativo de ΔΔCt.  

 

.6.15 Análisis estadísticos 

Los resultados fueron analizados usando Statistica 7.0. La prueba de t de 

Student fue usada para comparar grupos (expresión de los genes MtFRO) y la 

prueba de ANOVA y Duncan fue usada para comparaciones múltiples (clorofila) 

(p<0.05). 
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7. RESULTADOS 

 

7.1 Características generales de los genes MtFRO 

El servidor web MtGEA, proporciona información relacionada con los genes 

de interés (anotaciones GO y dominios). De acuerdo con los resultados, los genes 

MtFRO1, MtFRO2, MtFRO3, MtFRO4 y MtFRO5, tienen función férrico quelato 

reductasa, además de presentar los motivos de unión a FAD, NADPH y férrico 

reductasa característicos de éstos. Interesantemente, el gen MtFRO6 es descrito 

como una “Respiratory burst oxidase homolog protein B” en el servidor MTGEA, sin 

embargo, al igual que el resto de los genes MtFRO, contiene los dominios 

característicos de éstos (Tabla 1).  

     

                  . 

 

 

Tabla 1. Características generales de los genes MtFRO. El servidor web MTGEA indica mediante 

anotaciones Go, las posibles funciones de los genes de interés; así, como los dominios de la proteína. 
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7.1.1 Expresión órgano específica in silico de los genes MtFRO 

Con la finalidad de evaluar si la expresión de los genes MtFRO es órgano 

específica, se realizó un análisis in silico en la plataforma web “Medicago truncatula 

Gene Expression Atlas” (MtGEA) con las secuencias de oligonucleótidos de dichos 

genes (Fig. 5). Se obtuvieron las sondas para cada gen MtFRO mediante un blast. 

Las sondas fueron usadas para realizar un análisis de multitranscrito en raíz, tallo, 

hoja, flor y vaina de los genes MtFRO. Se observó que el gen MtFRO1 se expresa 

en raíz, debido a la abundancia transcripcional presente en dicho órgano y a la 

ausencia de transcrito el resto de los órganos (Fig. 5a). El gen MtFRO2 Se expresa 

principalmente en hoja por el alto grado de transcrito presente en este órgano, pero 

se considera que tiene una expresión basal en tallo, debido a la presencia de 

transcrito en este órgano (Fig. 5b).  Los genes MtFRO3 y MtFRO4 se incluyen en la 

misma sonda debido a que presentan un 50% de cobertura de secuencia y un 94% 

de identidad; estos genes mostraron un mayor contenido de transcrito en raíz, sin 

embargo, también presentan expresión basal en tallo, hoja, flor y vaina (Fig. 5c). 

Adicionalmente, el gen MtFRO5 mostró una muy alta expresión relativa en hoja, no 

obstante, también mostró niveles de expresión en tallo, flor y vaina (Fig. 5d).  

Finalmente, el gen MtFRO6 se expresa en todos los órganos, por lo que se 

considera un gen universal (Fig. 5e).  De acuerdo con el escrutinio in silico, los genes 

MtFRO tiene un patrón de expresión órgano especifica en la planta M. truncatula. 
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7.1.2 Relaciones filogenéticas de los genes MtFRO 

Con la finalidad de identificar homologías de los genes MtFRO con genes 

FRO previamente reportados, se realizó un árbol filogenético con éstos, empleando 

el algoritmo de “máxima parsimonia” (Fig. 6). Los resultados forman tres cluster, en 

el primero de ellos se relacionan los genes AtFRO5, AtFRO4, MtFRO3, MtFRO4, 

LsFRO1, MtFRO1, CsFRO1, AtFRO2, AtFRO1, AtFRO3, HvFRO2, y OsFRO2, cuya 

expresión se localiza en raíz; el segundo cluster relaciona a los genes HvFRO1, 

OsFRO1, SbFRO1, AtFRO7, AtFRO6, MtFRO2 y MtFRO5, que se expresan en 

hoja; el tercer cluster agrupa a los genes AtFRO8, gp91phox, FRE1, RBOHA y 

MtFRO6  cuya proteína difiere estructuralmente a los genes FRO, pero contiene los 

Fig. 5. Análisis in silico de la expresión órgano específica de los genes MtFRO. Los análisis 

de expresión se realizaron en la plataforma web, “Medicago truncatula Gene Expression Atlas” con 

las secuencias Fasta de los genes MtFRO. a) Expresión relativa del gene MtFRO1 en los órganos 

analizados. b) Expresión relativa del gene MtFRO2 en los órganos analizados. c) Expresión relativa 

de los genes MtFRO3 y MtFRO4 en los órganos analizados. d) Expresión relativa del gene MtFRO5 

en los órganos analizados. e) Expresión relativa del gene MtFRO6 en los órganos analizados. El 

número de sonda obtenido del blast se indica en la parte superior. 
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motivos para realizar la reducción de hierro.  En el segundo cluster, se observa que 

los genes MtFRO2 y MtFRO5 son los más cercanos al gen AtFRO7, el cual codifica 

para una proteína que se localiza en el cloroplasto.  

 

7.1.3 Localización subcelular de los genes MtFRO 

Debido a que, en el árbol filogenético, se observó que los genes MtFRO2 y MtFRO5 

se relacionan con el gen AtFRO7 cuya proteína se localiza en el cloroplasto, se 

ubicó la localización subcelular de éstos en el servidor web ProtComp, utilizando la 

secuencia de aminoácidos de su proteina (Tabla 2). De acuerdo con la predicción 

de ProtComp, los genes MtFRO1, MtFRO3, MtFRO4, MtFRO5 y MtFRO6 codifican 

para proteínas que se localizan en la membrana plasmática lo cual es una 

característica general de los estos genes. Adicionalmente, el gen MtFRO2 además, 

de localizarse en la membrana plasmática, también se encuentra en cloroplasto, 

realizando posibles funciones de reducción de hierro en dicho organelo.  

Fig. 6. Análisis filogenético de los genes MtFRO.   Se construyó un árbol filogenético de los genes 

MtFRO y genes FRO de diversas especies, empleando el algoritmo de “máxima parsimonia”. Los 

números de las ramas representan el bootstrap, con base en 1000 repeticiones. 
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7.2 Análisis de la expresión órgano específica de los genes MtFRO 

mediante PCR 

Previo a la extracción de mRNA de plantas de M. truncatula deficientes (o no) 

de Fe e inoculas (o no) con A. agilis UMCV2, se realizó la cuantificación de clorofila 

en plantas de 5 meses de edad, sometidas a dichos tratamientos, empleando a la 

clorofila como un indicador de la absorción de este micronutrimento (Fig. 7). Las 

plantas inoculadas con A. agilis UMCV2 y en condiciones de suficiencia de hierro, 

presentaron un aumento en el contenido de clorofila de 9.7 unidades arbitrarias (ua) 

(aproximadamente un 25%) respecto al control con Fe. La deficiencia de hierro 

ocasionó una disminución del contenido de clorofila de 11.8 ua (aproximadamente 

un 40%) respecto al control con Fe, sin embargo, la presencia de la bacteria en esta 

condición, aumentó el contenido de clorofila 6.4 ua (aproximadamente un 25%) 

respecto a la condición de deficiencia sin bacteria. 

 

Tabla 2. Localización subcelular de los genes MtFRO. Se identificó la localización subcelular de 

los genes MtFRO en el servidor web ProtComp, utilizando la secuencia de aminoácidos de sus 

proteínas secuencias. Se identificó presencia de todos los genes en la membrana plasmática, sin 

embargo, el gen MtFRO2 también se localizó en el cloroplasto. 
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Estos resultados indican que las condiciones de en deficiencia de hierro 

utilizadas se reflejaron en el estatus nutrimental de la planta, al mostrar valores más 

bajos de clorofila y que la presencia de la bacteria A. agilis UMCV2, aumentó el 

contenido de ésta tanto en condiciones de suficiencia como deficiencia de hierro. 

 

Previo a realizar las reacciones de PCR con cDNA, se probó la calidad de los oligos: 

se efectuó un control positivo (con DNA, Master Mixer, oligos y agua desionizada 

estéril) (Fig. 8a) y un control negativo (con Master Mixer, oligos y agua desionizada 

estéril) (Fig. 8b). 

 

 

 

Fig. 7. Contenido de clorofila en las plantas sometidas a diferentes tratamientos.  El contenido de 

clorofila fue medido en un foliolo, por triplicado en las nueve plantas de cada tratamiento en plantas de 

M. truncatula de 5 meses. El control representa la condición de hierro suficiente y sin bacteria, UMCV2 

indica la condición de suficiencia de hierro con presencia de bacteria, -Fe hace referencia a la condición 

de deficiencia de hierro sin bacteria y UMCV2 -Fe indica deficiencia de hierro y presencia de bacteria 

Las letras son usadas para indicar diferencia estadística determinadas por una prueba de rango múltiple 

de Duncan p ≤0.5 n=9. 

 

g 
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Una vez que se sintetizó el cDNA, se realizaron las reacciones de PCR para 

evaluar la expresión órgano específica de los genes MtFRO en los diferentes 

órganos de la planta y se cargaron 3 μl de reacción en cada pozo del gel de agarosa. 

De acuerdo con las reacciones de PCR realizadas con cDNA de la raíz (Fig. 8), se 

observó que los genes que se expresan en este órgano corresponden a MtFRO1 

MtFRO3, MtFRO4, MtFRO5 y MtFRO6 (Fig. 9) El aumento en la intensidad de la 

banda, indica que la expresión de los genes MtFRO, aumenta en deficiencia de 

hierro, respecto al control; sin embargo, la presencia de la bacteria A. agilis UMCV2, 

aumenta la expresión sin importar el estatus nutrimental de hierro. Adicionalmente, 

se utilizó el gen endógeno MtActina como control de carga. No existe expresión del 

gen MtFRO2 en la raíz debido a la ausencia de banda en el gel. 

 

 

Fig. 8. Prueba de evaluación de la calidad los oligos.  a) Se extrajo DNA de las plantas de M. 

truncatula y se evaluó la calidad de los oligos mediante PCR. b) No se agregó templado, para evaluar 

que los oligos no estuvieran contaminados con DNA; se utilizó cDNA para amplificar el gen de actina. 

 

 

 



 

53 
 

  

 

 

 

 

 

 

Los experimentos de PCR con cDNA del tallo de M. truncatula muestran la 

expresión del gen MtFRO5 en dicho órgano (Fig. 10). La expresión del MtFRO5 

aumenta en deficiencia de hierro respecto al control y la inoculación con A. agilis 

UMCV2, aumenta la expresión de este gen, indistintamente del contenido de hierro 

de la planta. El resto de los genes FRO de M. truncatula no mostraron expresión en 

tallo. Se utilizó el gen MtActina como control de carga  

 

 

 

 

Fig. 9. Expresión de los genes FRO en la raíz de M. truncatula. A partir de cDNA de raíz se 

realizaron reacciones de PCR para evaluar la expresión de los genes MtFRO.  Se utilizó el gen 

endógeno MtActina como control de carga. Las bandas correspondientes a los genes evaluados, 

se observan en cada tratamiento. La letra M, representa el marcador de peso molecular, C 

representa la condición control, A indica la condición de suficiencia de hierro con presencia de 

bacteria, -Fe hace referencia a la condición de deficiencia de hierro sin bacteria y A -Fe indica 

deficiencia de hierro y presencia de bacteria.  
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De acuerdo con los resultados de PCR, las hojas de M. truncatula expresan 

los genes MtFRO2, MtFRO4 y MtFRO5 (Fig. 11). Con base en la intensidad de las 

bandas y al comparar con el control, la expresión de los genes MtFRO2 y MtFRO4 

aumenta en deficiencia de hierro y en presencia de bacteria sin importar las 

condiciones de hierro. Las bandas de expresión del gen MtFRO5 se observaron 

únicamente en deficiencia de hierro y en deficiencia de hierro con inóculo de A. agilis 

UMCV2, lo cual indica que dichas condiciones aumentan la expresión de este gen. 

Los genes MtFRO1, MtFRO3 y MtFRO6 no se expresan en hoja, debido a que no 

se observó presencia de banda en los geles. Se utilizó el gen MtActina como control 

de carga. 

 

 

 

Fig. 10. Expresión de los genes FRO en el tallo de M. truncatula. A partir de cDNA del tallo se 

realizaron reacciones de PCR para evaluar la expresión de los genes MtFRO. Se utilizó el gen 

endógeno MtActina como control de carga. Las bandas correspondientes a los genes evaluados, 

se observan en cada tratamiento. La letra M, representa el marcador de peso molecular, C 

representa la condición control, A indica la condición de suficiencia de hierro con presencia de 

bacteria, -Fe hace referencia a la condición de deficiencia de hierro sin bacteria y A -Fe indica 

deficiencia de hierro y presencia de bacteria.  
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Finalmente, la expresión de los genes MtFRO en flor y vaina de M. truncatula 

fue igual, habiendo expresión de los genes MtFRO2 y MtFRO6 (Fig.12 y Fig. 13). 

En el caso de MtFRO2 se observó aumento de la expresión en condiciones de 

deficiencia de hierro y al inocular A. agilis UMCV2, sin importar las condiciones de 

hierro. Adicionalmente, el gen MtFRO6 únicamente se expresó en deficiencia de 

hierro con presencia de bacteria. Los genes MtFRO1, MtFRO3, MtFRO4 yMtFRO5, 

no se expresan en dichos órganos, lo cual se comprueba con la ausencia de banda 

en los geles. Se utilizó el gen MtActina como control de carga.  

 

 

Fig. 11. Expresión de los genes FRO en la hoja de M. truncatula. A partir de cDNA de hoja se 

realizaron reacciones de PCR para evaluar la expresión de los genes MtFRO. Se utilizó el gen 

endógeno MtActina como control de carga. Las bandas correspondientes a los genes evaluados, se 

observan en cada tratamiento. La letra M, representa el marcador de peso molecular, C representa la 

condición control, A indica la condición de suficiencia de hierro con presencia de bacteria, -Fe hace 

referencia a la condición de deficiencia de hierro sin bacteria y A -Fe indica deficiencia de hierro y 

presencia de bacteria.  

 

 



 

56 
 

 

 

 

Fig. 12. Expresión de los genes FRO en la flor de M. truncatula. A partir de cDNA de flor se realizaron 

reacciones de PCR para evaluar la expresión de los genes MtFRO. Se utilizó el gen endógeno MtActina 

como control de carga. Las bandas correspondientes a los genes evaluados, se observan en cada 

tratamiento. La letra M, representa el marcador de peso molecular, C representa la condición control, A 

indica la condición de suficiencia de hierro con presencia de bacteria, -Fe hace referencia a la condición 

de deficiencia de hierro sin bacteria y A -Fe indica deficiencia de hierro y presencia de bacteria.  

 

 

 

 

 

Fig. 13. Expresión de los genes FRO en la vaina de M. truncatula. A partir de cDNA de vaina se 

realizaron reacciones de PCR para evaluar la expresión de los genes MtFRO. Se utilizó el gen endógeno 

MtActina como control de carga. Las bandas correspondientes a los genes evaluados, se observan en 

cada tratamiento. La letra M, representa el marcador de peso molecular, C representa la condición 

control, A indica la condición de suficiencia de hierro con presencia de bacteria, -Fe hace referencia a 

la condición de deficiencia de hierro sin bacteria y A -Fe indica deficiencia de hierro y presencia de 

bacteria. 
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En todos los genes que se expresan en los diferentes órganos de M. truncatula, se 

observa un incremento en la intensidad de la banda en suficiencia de hierro con 

bacteria, siendo más marcado en deficiencia de hierro y aditivo en deficiencia con 

presencia de bacteria, sin embargo, al ser la técnica de PCR, semicuantitativa, se 

requiere analizar la expresión de los genes mediante una técnica más sensible y que 

sea cuantitativa. 

7.3 Efecto de la bacteria Arthrobacter agilis UMCV2 en la expresión órgano 

específica de los genes FRO de Medicago truncatula 

A partir del cDNA previamente sinterizado de los diferentes órganos de M. 

truncatula, se realizaron reacciones por triplicado de qPCR considerando cada 

tratamiento (Control, UMCV2, -Fe y UMCV2 -Fe) y se analizó la expresión de los 

genes MtFRO, utilizando el método de ΔΔCt. 

En la raíz, la expresión de los genes MtFRO1, MtFRO3, MtFRO4, MtFRO5 y 

MtFRO6, aumentó de manera significativa en cada tratamiento respecto al control. 

La expresión de los genes MtFRO1 (Fig. 14a), MtFRO3 (Fig. 14c), MtFRO4 (Fig. 

15d), MtFRO5 (Fig. 14e) y MtFRO6 (Fig. 14f) en condiciones de suficiencia de hierro 

y presencia de A. agilis UMCV2 se indujo 2, 2.8, 3.13, 2.5 y 1.4, veces en 

comparación al control respectivamente; en condiciones de deficiencia de hierro se 

indujo 14.7, 20, 34.9, 14.4 y 14.8, veces respectivamente con respecto al control; 

en condiciones de deficiencia de hierro y UMCV” se indujo 494, 291.3, 203.9, 48.3 

y 152.5 veces respectivamente.  El gen MtFRO2 (Fig. 14b) no se expresa en raíz. 

Los resultados indican que la condición de deficiencia de hierro, induce la expresión 

de los genes MtFRO y el efecto es sinérgico al inocular A. agilis UMCV2, sin 

embargo, la presencia de la bacteria per se, induce la expresión de dichos genes, 

como lo indican los resultados de la condición hierro más A. agilis UMCV2. 
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Con base en los resultados de qPCR, la expresión del gen MtFRO5 del tallo de 

M. truncatula, aumenta 3.7 veces respecto al control, en presencia de A. agilis 

UMCV2 y hierro; 16.6 veces en deficiencia de hierro y 44.8 veces en deficiencia de 

hierro con A. agilis UMCV2 (Fig. 15f). Los genes MtFRO1 (Fig. 15a), MtFRO2 (Fig. 

15b), MtFRO3 (Fig. 15c), MtFRO4 (Fig. 15d) y MtFRO6 (Fig. 15e) no se expresan en 

tallo. Los resultados indican que la bacteria A. agilis UMCV2 induce la expresión del 

gen MtFRO5 de tallo, pero el efecto es mayor en combinación con condiciones de 

deficiencia de hierro. 

 

Fig. 14. Análisis por qPCR de la expresión de los genes MtFRO en la raíz de M. truncatula. A partir 

de cDNA de la raíz se realizaron reacciones de qPCR para evaluar el efecto de A. agilis UMCV2 sobre la 

expresión de los genes MtFRO.  a) Expresión del gen MtFRO1 en los diferentes tratamientos. b) Expresión 

del gen MtFRO2 en los diferentes tratamientos en los diferentes tratamientos. c) Expresión del gen 

MtFRO3 en los diferentes tratamientos en los diferentes tratamientos. d) Expresión del gen MtFRO4 en 

los diferentes tratamientos en los diferentes tratamientos. e) Expresión del gen MtFRO5 en los diferentes 

tratamientos en los diferentes tratamientos. f) Expresión del gen MtFRO6 en los diferentes tratamientos 

en los diferentes tratamientos. El control representa la condición de hierro suficiente y sin bacteria, 

UMCV2 indica la condición de suficiencia de hierro con presencia de bacteria, -Fe hace referencia a la 

condición de deficiencia de hierro sin bacteria y UMCV2 -Fe indica deficiencia de hierro y presencia de 

bacteria. 
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Los resultados de expresión de los genes MtFRO de hoja de M. truncatula, 

muestran que MtFRO2 (Fig. 16b), MtFRO4 (Fig. 16d) y MtFRO5 (Fig. 16e) aumentan 

su expresión 4.4, 2.5 y 2 veces respecto al control en condiciones de hierro suficiente 

y presencia de A. agilis UMCV2; 23.7, 36.5 y 9.74 veces en condiciones de deficiencia 

de hierro y 72.93, 36.35 y 89.1 veces en deficiencia de hierro e inoculación con A. 

agilis UMCV2. Los genes MtFRO1 (Fig. 16a), MtFRO3 (Fig. 16c) y MtFRO6 (Fig. 16f), 

no se expresan en hoja. Los datos indican que, en la hoja, la expresión de los genes 

MtFRO2, MtFRO4 y MtFRO5 se induce con la presencia de A. agilis UMCV2 y el efecto 

es mayor en combinación con deficiencia de hierro 

Fig. 15. Análisis por qPCR de la expresión de los genes MtFRO en el tallo de M. truncatula. 

A partir de cDNA del tallo se realizaron reacciones de qPCR para evaluar el efecto de A. agilis 

UMCV2 sobre la expresión de los genes MtFRO.  a) Expresión del gen MtFRO1 en los diferentes 

tratamientos. b) Expresión del gen MtFRO2 en los diferentes tratamientos en los diferentes 

tratamientos. c) Expresión del gen MtFRO3 en los diferentes tratamientos en los diferentes 

tratamientos. d) Expresión del gen MtFRO4 en los diferentes tratamientos en los diferentes 

tratamientos. e) Expresión del gen MtFRO5 en los diferentes tratamientos en los diferentes 

tratamientos. f) Expresión del gen MtFRO6 en los diferentes tratamientos en los diferentes 

tratamientos. El control representa la condición de hierro suficiente y sin bacteria, UMCV2 indica la 

condición de suficiencia de hierro con presencia de bacteria, -Fe hace referencia a la condición de 

deficiencia de hierro sin bacteria y UMCV2 -Fe indica deficiencia de hierro y presencia de bacteria. 
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Fig. 16. Análisis por qPCR de la expresión de los genes MtFRO en la hoja de M. truncatula. 

A partir de cDNA de la hoja se realizaron reacciones de qPCR para evaluar el efecto de A. agilis 

UMCV2 sobre la expresión de los genes MtFRO.  a) Expresión del gen MtFRO1 en los diferentes 

tratamientos. b) Expresión del gen MtFRO2 en los diferentes tratamientos en los diferentes 

tratamientos. c) Expresión del gen MtFRO3 en los diferentes tratamientos en los diferentes 

tratamientos. d) Expresión del gen MtFRO4 en los diferentes tratamientos en los diferentes 

tratamientos. e) Expresión del gen MtFRO5 en los diferentes tratamientos en los diferentes 

tratamientos. f) Expresión del gen MtFRO6 en los diferentes tratamientos en los diferentes 

tratamientos. El control representa la condición de hierro suficiente y sin bacteria, UMCV2 indica la 

condición de suficiencia de hierro con presencia de bacteria, -Fe hace referencia a la condición de 

deficiencia de hierro sin bacteria y UMCV2 -Fe indica deficiencia de hierro y presencia de bacteria. 
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La expresión de los genes MtFRO  en la flor y  la vaina de M. truncatula fue 

similar: En condiciones de hierro suficiente e inoculo de A. agilis UMCV2 MtFRO2 

(Fig. 17b y Fig. 18b) y MtFRO6  (Fig. 17f y  Fig. 18f) mostraron un aumento de 5.6 

y 5.2 veces respecto al control en flor y  un aumento de 3 y 4.1 veces en vaina; en 

deficiencia de hierro el aumento fue de 28.2 y 12.8 veces en flor y  8.8 y 9.3 veces 

en vaina; finalmente en condiciones de deficiencia de hierro y presencia de A. agilis 

UMCV2 se observó un aumento 128.4 y 298 veces en flor y 66.8 y 191.2 en vaina 

veces, siempre respecto al control. Los genes MtFRO1 (Fig. 17a y Fig. 18a), MtFRO3 

(Fig. 17c y Fig. 18c), MtFRO4 (Fig. 17d y Fig. 18d) y MtFRO5 (Fig. 17e y Fig. 18e) 

no se expresan en flor ni en vaina de acuerdo. Se concluye que tanto la deficiencia 

de hierro con la bacteria A. agilis UMCV2 inducen la expresión de los genes MtFRO2 

y MtFRO6 en flor y en vaina. 
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Fig. 17. Análisis por qPCR de la expresión de los genes MtFRO en la flor de M. truncatula. A 

partir de cDNA de la vaina se realizaron reacciones de qPCR para evaluar el efecto de A. agilis 

UMCV2 sobre la expresión de los genes MtFRO.  a) Expresión del gen MtFRO1 en los diferentes 

tratamientos. b) Expresión del gen MtFRO2 en los diferentes tratamientos en los diferentes 

tratamientos. c) Expresión del gen MtFRO3 en los diferentes tratamientos en los diferentes 

tratamientos. d) Expresión del gen MtFRO4 en los diferentes tratamientos en los diferentes 

tratamientos. e) Expresión del gen MtFRO5 en los diferentes tratamientos en los diferentes 

tratamientos. f) Expresión del gen MtFRO6 en los diferentes tratamientos en los diferentes 

tratamientos. El control representa la condición de hierro suficiente y sin bacteria, UMCV2 indica la 

condición de suficiencia de hierro con presencia de bacteria, -Fe hace referencia a la condición de 

deficiencia de hierro sin bacteria y UMCV2 -Fe indica deficiencia de hierro y presencia de bacteria. 
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Adicionalmente, se realizaron ensayos de qPCR con genes relacionados a la 

defensa: MtDEF2.1, un gen de respuesta a ácido jasmónico, involucrado con la 

Resistencia Sistémica Inducida (ISR por sus siglas en inglés) y MtPR1, un gen de 

respuesta a ácido salicílico, involucrado con la Resistencia Sistémica Adquirida 

(SAR por sus siglas en inglés). Estos genes, aumentan su expresión en presencia 

de microorganismos endófitos (ISR, generalmente) o patógenos (SAR, 

generalmente) debido a que su presencia desencadena respuestas de defensa en 

la planta. Se observó un aumento en la expresión del gen MtDEF2.1 de 12.9 veces 

respecto al control al inocular la bacteria, sin embargo, la deficiencia de hierro 

también indujo la expresión del gen, la cual aumento 4 veces en deficiencia de 

hierro, sin bacteria y 29.1 veces en deficiencia de hierro y presencia de bacteria 

(Fig. 19a). La expresión del gen MtPR1, también aumentó, pero fue menor en 

Fig. 18. Análisis por qPCR de la expresión de los genes MtFRO en la vaina de M. truncatula. 

A partir de cDNA de la vaina se realizaron reacciones de qPCR para evaluar el efecto de A. agilis 

UMCV2 sobre la expresión de los genes MtFRO.  a) Expresión del gen MtFRO1 en los diferentes 

tratamientos. b) Expresión del gen MtFRO2 en los diferentes tratamientos en los diferentes 

tratamientos. c) Expresión del gen MtFRO3 en los diferentes tratamientos en los diferentes 

tratamientos. d) Expresión del gen MtFRO4 en los diferentes tratamientos en los diferentes 

tratamientos. e) Expresión del gen MtFRO5 en los diferentes tratamientos en los diferentes 

tratamientos. f) Expresión del gen MtFRO6 en los diferentes tratamientos en los diferentes 

tratamientos. El control representa la condición de hierro suficiente y sin bacteria, UMCV2 indica la 

condición de suficiencia de hierro con presencia de bacteria, -Fe hace referencia a la condición de 

deficiencia de hierro sin bacteria y UMCV2 -Fe indica deficiencia de hierro y presencia de bacteria. 
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comparación con MtDEF2.1; se observó un aumento de 12.7 veces respecto al 

control en presencia de la bacteria, 3.2 en deficiencia de hierro y 14.3 en deficiencia 

de hierro e inóculo de A. agilis UMCV2 (Fig. 19b). Lo anterior indica que la bacteria 

A. agilis UMCV2 desencadena los dos tipos de defensa (ISR y SAR) en M. 

truncatula, pero la inducción expresión de los genes relacionados a ISR es mayor 

en presencia de esta; también se observó un aumento en la expresión de los genes 

de defensa, relacionado a la deficiencia de hierro, lo cual está relacionado con la 

Tolerancia Sistémica Inducida (IST) que se desencadena junto a la ISR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 19. Análisis por qPCR de la expresión de los genes MtDEF 2.1 y MtPR1 en la planta M. 

truncatula. A partir de cDNA de la hoja se realizaron reacciones de qPCR para evaluar el efecto 

de A. agilis UMCV2 sobre la expresión de los genes MtDEF 2.1 y MtPR1.  a) Expresión del gen 

MtDEF2.1 en los diferentes tratamientos. b) Expresión del gen MtPR1 en los diferentes tratamientos 

en los diferentes tratamientos. El control representa la condición de hierro suficiente y sin bacteria, 

UMCV2 indica la condición de suficiencia de hierro con presencia de bacteria, -Fe hace referencia 

a la condición de deficiencia de hierro sin bacteria y UMCV2 -Fe indica deficiencia de hierro y 

presencia de bacteria. 
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8 DISCUSIÓN 

La deficiencia de hierro, es uno de los principales problemas nutrimentales 

que enfrentan las plantas, debido a la escasa solubilidad del hierro en el suelo, lo 

cual limita la disponibilidad de este metal para las raíces de las plantas (Mimmo et 

al., 2014).  Debido a la importancia del hierro en la biosíntesis de clorofila, esencial 

para el proceso de fotosíntesis (Anshika y Connolly, 2013), las plantas requieren 

absorber hierro suficiente, para lo cual han desarrollado dos estrategias: la 

estrategia I basada en la reducción de hierro (Curie et al., 2003) y la estrategia II 

basada en al quelación de hierro (Curie y Briat, 2001). Los genes FRO, son 

elementos clave en la estrategia I, debido a que se ha demostrado que estos genes 

realizan la reducción de Fe3 a Fe2 (Robinson et al., 1999), estos genes han sido 

estudiados en diversas plantas estrategia I: A. thaliana (Robinson et al., 1999; Wu 

et al., 2005; Mukherjee et al., 2006), P. sativum (Waters et al, 2002), L. esculentum 

(Li et al., 2004), C. junus y P. trifoliata (Li et al., 2002), C. sativum (Waters et al., 

2007), A. hypogaea (Ding et al., 2009).  

En la planta M. truncatula se han identificado 6 genes FRO (Andaluz et al., 

2009; Orozco-Mosqueda et al., 2012), cuya expresión se ha observado tanto en 

parte aérea como en raíz, no mas no de manera órgano específica. En el presente 

trabajo se realizó un escrutinio in silico de los genes MtFRO en el servidor web 

MtGEA, dicho servidor, clasificó mediante anotaciones GO, la función de los genes 

de interés; todos los genes evaluados presentaron actividad de férrico quelato 

reductasa, a excepción de MtFRO6, el cual estuvo involucrado en el metabolismo 

del oxígeno y fue clasificado como una “Respiratory burst oxidase homolog protein 

B”; sin embargo, de acuerdo con el servidor, contiene los dominios característicos 

de una enzima FRO, además de que Orozco-Mosqueda et al., 2012, previamente 

evaluó la función de dicho gen en el proceso de deficiencia de hierro. Los resultados 

del escrutinio, sobre la expresión de los genes MtFRO indican que el gen MtFRO1 

se expresa en raíz, el gen MtFRO2 se expresa principalmente en hoja y tiene una 

expresión basal en tallo, los genes MtFRO3 y MtFRO4 se expresan en raíz y 

presentan expresión basal en tallo, hoja, flor y vaina, el gen MtFRO5 se expresa en 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4496560/#B31
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hoja y muestra niveles basales de expresión en tallo, flor y vaina, finalmente, el gen 

MtFRO6 se expresa en todos los órganos  

Una estrategia similar ya ha sido utilizada para conocer la expresión órgano 

especifica de genes parálogos. Zhou et al, (2011), utilizando en el servidor web 

MtGEA, analizaron la expresión de 3 genes “PIN FORMED” (PIN) de M. truncatula 

involucrados en el transporte de eflujo de auxinas: MtPIN4, MtPIN5 y MtPIN10 

debido a la similitud de estos con el gen PIN1 de A. thaliana el cual transporta 

auxinas al meristemo y cuya pérdida de función ocasiona ausencia de flores y 

órganos laterales, además de defectos en la separación de éstos. Los análisis de 

expresión, indicaron que en general, la expresión de MtPIN4 es más alta que la de 

MtPIN10. Adicionalmente, la expresión de MtPIN5 fue muy baja, excepto en la 

semilla en desarrollo y la cubierta de la semilla. De acuerdo con los resultados 

obtenidos del servidor web MtGEA, los autores concluyen que el aumento de la 

expresión de MtPIN5, pero no de MtPIN4 y MtPIN10, en la cubierta de la semilla 

podría implicar una función particular de este gen en dicho órgano. Guefrachi et al., 

(2014), también utilizaron le servidor web MtGEA para evaluar la expresión de 334 

genes “Nitrogen Catabolite Repression” (NCR) en 267 de las 274 condiciones 

presentes en el servidor y observaron que todos, excepto cinco de los 334 genes 

se expresaron en nódulos, pero no en otros órganos de la planta.  A pesar de que 

se puede considerar que la predicción de la expresión de genes de M. truncatula, 

realizada con el servidor web MtGEA, es buena debido a que los datos que se 

obtienen provienen de experimentos realizados previamente, utilizando 

microarreglos; es necesario comprobar los resultados mediante PCR, lo cual no fue 

realizado por los autores. 

Una vez que se identificó que la expresión de los genes MtFRO sí es órgano 

específica, se realizó un árbol filogenético para comparar los genes MtFRO, con los 

genes FRO previamente reportados. Se identificaron tres clusters: uno de genes 

que se expresan en raíz, otro de genes que se expresan en hoja y uno de genes 

cuya proteína difiere estructuralmente de los genes FRO; en este tercer cluster se 

identificó al gen MtFRO6, el cual se relacionó con el gen AtRBOHA. Adicionalmente, 
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los genes FRO de plantas monocotiledóneas se relacionan con los genes FRO de 

plantas dicotiledóneas, lo cual indica que estos genes surgieron antes de la 

separación de dichas plantas. Existen genes FRO de una misma especie que se 

agrupan (AtFRO5 y AtFRO4, AtFRO1 y AtFRO3, AtFRO7 y AtFRO6; MtFRO3 y 

MtFRO4; MtFRO2 y MtFRO5), lo que sugiere que dichos genes se originaron por 

duplicación. Finalmente, debido a la formación de clusters para genes que se 

expresan en diferentes órganos, se considera que hubo un evento temprano de 

especialización órgano específica. 

Debido a que los genes MtFRO2 y MtFRO5, se relacionan con el gen AtFRO7 

que codifica para una enzima FRO, localizada en el cloroplasto (Jeong et al., 2008) 

se realizó una predicción de la localización subcelular de los seis genes FRO de M. 

truncatula en el servidor web ProtComp, utilizando su secuencia de aminoácidos. 

Los resultados del árbol filogenético concuerdan con los obtenidos el en ser web: 

únicamente el gen MtFRO2 se localiza en cloroplasto  

Posterior al escrutinio in silico, se realizaron reacciones de PCR con cDNA 

de cada uno de los órganos de interés para los 6 genes MtFRO, con la finalidad de 

tener una evidencia física de la expresión órgano específica de los genes MtFRO. 

De acuerdo con los resultados de PCR, se observa que el gen MtFRO1 y MtFRO3 

se expresan en raíz, MtFRO2 se expresa en hoja, flor y vaina, MtFRO4 se expresa 

en raíz y hoja, MtFRO5 se expresa en raíz, tallo y hoja y MtFRO6 se expresa en 

raíz, flor y vaina. El hecho de observar expresión de diversos genes FRO en un sólo 

órgano, podría indicar que estos se localizan en las diferentes células y tejidos de 

este, para así, facilitar la reducción y transporte de hierro (Mukherjee et al., 2006). 

Adicionalmente, la intensidad de la banda de los genes MtFRO, aumento en 

condiciones de deficiencia de hierro y fue mayor en deficiencia de hierro con inóculo 

de A. agilis UMCV2 y se observó un ligero aumento en la intensidad de la banda en 

condiciones de suficiencia de hierro con inóculo; lo cual indica que la presencia de 

la bacteria induce la expresión de los genes MtFRO. Los resultados concuerdan con 

los de Andaluz et al., (2009) que aislaron el primer gen FRO de M. truncatula y 

también observaron un aumento en la intensidad de banda de éste en condiciones 
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de deficiencia de hierro. Orozco-Mosqueda et al, 2012 aisló fragmentos de 5 genes 

MtFRO adicionales mediante una búsqueda in silico y observó la expresión de estos 

en raíz y parte aérea en condiciones de suficiencia o deficiencia de hierro. Los 

resultados son similares a los de Andaluz et al., (2009) y los del presente trabajo: 

se observó un aumento en la intensidad de banda en condiciones de deficiencia de 

hierro. En diversos experimentos, también se ha observado aumento en la 

expresión de los genes FRO en condiciones de deficiencia de hierro: A. thaliana 

(Robinson et al., 1999), P. sativum (Waters et al, 2002), L. esculentum (Li et al., 

2004), C. junus y P. trifoliata (Li et al., 2002), C. sativum (Waters et al., 2007), A. 

hypogaea (Ding et al., 2009). Lo anterior, indica que los genes FRO reportados 

hasta el momento, son funcionales y responden a la deficiencia de hierro. 

En M. truncatula no existen trabajos previos a este, relacionados a la 

expresión órgano específica de los genes FRO, sin embargo, Wu et al., (2005) y 

Mukherjee et al., (2006), elaboraron perfiles de expresión de los genes FRO en 

distintos órganos de A. thaliana, obteniendo resultados distintos. Wu et al., 2005 

realizó reacciones de PCR y observó que AtFRO1 se expresa basalmente en raíz, 

AtFRO2 se expresa en raíces y flores, AtFRO3 en raíces, flores y cotiledones, 

AtFRO4 se expresa en cotiledón, AtFRO5 se expresa en flor, AtFRO6 se expresa 

en flor, AtFRO7 se expresa en flor, cotiledón y tricomas y AtFRO8 se expresa en 

flor y venas de las hojas. Por otra parte, Mukherjee et al., 2006  mediante qPCR, 

observaron expresión de AtFRO1 en silicua, AtFRO2  en raíz, tallo, roseta, silicua y 

flor, AtFRO3 en raíz, tallo, roseta, silicua y flor, AtFRO4 expresión basal en silicua, 

AtFRO5 Expresión basal en roseta y flor, además de expresarse  en raíz, AtFRO6 

expresión en Roseta y tallo y expresión alta en silicua, AtFRO7 expresión en Roseta 

y silicua y expresión alta en silicua y expresión de AtFRO8 en tallo, roseta y flor, 

además de expresión basal en silicua. Tanto Wu et al., (2005 como Mukherjee et 

al., 2006, percibieron aumento de la expresión de los genes FRO en deficiencia de 

hierro, al igual que se observó en el presente trabajo. 

La técnica de qPCR es un método esencial para las investigaciones de 

expresión genética y análisis de vías biológicas por varias razones: la técnica es 
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rápida, altamente sensitiva y altamente reproducible (Vandesompele et al., 2002). 

Adicional a los experimentos de PCR para probar el efecto de A. agilis sobre la 

expresión de los genes MtFRO, se realizaron reacciones de qPCR con cDNA de 

cada uno de los órganos de interés y se utilizó el método de ΔΔCt para analizar la 

inducción de la expresión de los genes. 

Se observó que, en todos los órganos evaluados, la expresión de los genes 

MtFRO aumentó en presencia de la bacteria, sin embargo, la deficiencia de hierro 

junto con A. agilis UMCV2 tuvieron efecto sinérgico, mostrando dicha combinación 

la inducción en la expresión más alta en dichos genes. En la raíz, se obtuvieron los 

valores de inducción más altos que fueron desde 152.2 a 493 veces respecto al 

control, cuando las plantas deficientes de hierro fueron inoculadas con la bacteria 

Sobreexpresiones tan altas en genes FRO no son inusuales Connolly et al., (2003), 

cuantificó por qPCR que en condiciones de deficiencia de Fe el gene FRO2 de A. 

thalina: se indujo 2720 respecto al control. Por su parte, Ye et al., (2015), observaron 

que el gen AtFRO2 se indujo 147 veces y el gen AtIRT1 i 999 veces en condiciones 

de deficiencia de hierro respecto al control., lo cual concuerda con nuestros 

resultados. Paralelamente, Mukherjee et al., (2006) obtuvieron valores de inducción 

en la expresión de AtFRO2 de 500 veces en deficiencia de hierro comparado con el 

control.  

En nuestro grupo de trabajo se tienen diversos antecedentes sobre A. agilis 

UMCV2, la cual se ha observado que, mediante compuestos orgánicos volátiles, 

promueve el crecimiento vegetal (PGPR) en Medicago sativa (Velázquez-Becerra 

et al., 2011), M. truncatula (Orozco-Mosqueda et al., 2013) y en Sorghum bicolor 

(Castulo-Rubio et al., 2015); el efecto se atribuye principalmente al aminolípido 

dimetilhexadecilamina. En un trabajo reciente, Montejano-Ramírez, (2014), observó 

un aumento en la expresión de los genes MtFRO de raíz o parte aérea, en presencia 

de los compuestos volátiles orgánicos de A. agilis UMCV2 o en presencia del 

compuesto puro dimetilhexadecilamina, siendo el efecto mayor en combinación con 

deficiencia de hierro. Un efecto similar se observó en la expresión del gen SbFRO1 
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bicolor (Cástulo-Rubio et al., 2015), el cual se tuvo mayor inducción en deficiencia 

de hierro y presencia de los volátiles de A. agilis UMCV2 o dimetilhexadecilamina. 

En el presente trabajo se utilizó un sistema in vivo, por tanto, los resultados 

de aumento en la expresión de los genes MtFRO, obtenidos en el presente trabajo 

no pueden explicarse por una acumulación de compuestos orgánicos volátiles en 

un espacio confinado como el empleado por Velázquez-Becerra et al. (2011), 

Orozco-Mosqueda et al. (2013) y Cástulo-Rubio et al., (2015) y se requiere otra 

explicación. Una posibilidad que se exploró fue la inducción de los genes de 

defensa: MtDEF 2.1 y MtPR1. 

Se sabe que las bacterias PGPR inducen la defensa ISR (Van Loon et al., 

1998) y por tanto la expresión de genes relacionados a esta: PDF1.2 y Hel, 

paralelamente se conoce que, actinobacterias endófitas aisladas del trigo, inducen 

la expresión tanto de genes relacionados a SAR (PR1 y PR4) como a ISR (PDF1.2 

y Hel), lo cual concuerda con los resultados de este trabajo. Interesantemente, las 

PGPRs también inducen un fenómeno nombrado “Tolerancia Sistémica Inducida” 

(IST) el cual desencadena resistencia a sequía, salinidad y altas o bajas 

temperaturas (Yang et al., 2009). Las ISR, SAR e IST son respuestas relacionadas. 

En un modelo propuesto por Mohamed et al., (2013), se considera que los 

compuestos orgánicos volátiles de las bacterias PGPRs, desencadenan la 

respuesta SAR e ISR, por medio del aumento en la síntesis de etileno y ácido 

salicílico, lo cual induce la expresión de los genes PR y DEF, por lo tanto, establece 

dichas respuestas. Por otro lado, los compuestos orgánicos volátiles inducen la 

expresión de factor de transcripción FIT1 en toda la planta, induciendo la expresión 

de los genes FRO2 e IRT1 y mejorando la respuesta a deficiencia de hierro, 

desencadenando así, la IST. En nuestros resultados, se observó la relación de las 

respuestas, antes mencionada, debido a un aumento en la expresión de los genes 

MtDEF 2.1 y MtPR1 en deficiencia de hierro y un efecto sinérgico en deficiencia de 

hierro e inóculo de A. agilis UMCV2 y un comportamiento similar de los genes 

MtFRO. Kobayashi et al., (2016) proponen otro modelo en plantas estrategia II, para 

relacionar la ISR con la toma de hierro (IST) debido a que observaron que en 



 

71 
 

deficiencia de hierro se incrementa la expresión de los genes inducibles por 

jasmonato , además de que el factor de transcripción IDEF1 que induce la expresión 

de genes de respuesta a hierro, también aumentó la expresión de los genes de 

respuesta a jasmonato y este a su vez, aumentó la expresión de dicho factor, 

mostrando que la vía de señalización de respuesta a deficiencia de hierro y la vía 

de señalización del jasmonato están conectadas. Debido a que, en nuestros 

resultados, en condiciones de deficiencia de hierro, se presenta una inducción en la 

expresión del gen DEF2.1, el cual responde a jasmonato, se puede considerar que 

ocurre un fenómeno de regulación tanto a nivel de defensa como en la toma de 

hierro, en la planta estrategia I M. truncatula, similar al que sucede en la planta 

estrategia II Oryza sativa.  Adicionalmente, Kieu et al., 2012, observaron un aumento 

en la expresión de los genes PR de A. thaliana en condiciones de deficiencia de 

hierro. Posteriormente Koen et al., (2014), demostraron que la deficiencia de hierro 

plantas de A. thaliana, induce la expresión de los genes PR1 y DEF1.2 y que dicha 

inducción se presentó aún en estadios transitorios de deficiencia de dicho metal, 

siendo mayor que en presencia de ácido β aminobutírico, inductor de la resistencia 

en plantas tanto a estrés biótico como abiótico. El aumento en la expresión de los 

genes de defensa, fue aditivo en presencia del hongo fitopatógeno Botrytis cinerea 

y en condiciones de deficiencia de hierro. Los resultados obtenidos en nuestro 

trabajo, demuestran que la inducción de la expresión de ambos genes de defensa, 

también se induce en deficiencia de hierro y que, el efecto es mayor en presencia 

de la bacteria PGPR A. agilis UMCV2. Recientemente, Raya-González et al., 2016, 

observaron en plantas de A. thaliana, que el VOC dimetilhexadecilamina producido 

por la PGPR A. agilis UMCV2 induce la expresión del gen de síntesis de jasmonato, 

LOX2 y que en plantas mutantes en la conjugación (jar1), percepción (coi1-1) y en 

la expresión de genes de respuesta a esta fitohormona (myc2), no se presenta el 

fenotipo característico de las plantas sometidas a dimetilhexadecilamina. 

Considerando que, en el presente trabajo, las plantas de M. truncatula se inocularon 

con A. agilis UMCV2, se considera que ocurrió un fenómeno similar al anteriormente 

descrito, lo cual conllevó a la inducción en la expresión del gen DEF2.1. 
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Con esta evidencia se propone que los VOCs (principalmente DMHDA), 

producidos por la bacteria A. agilis UMCV2, inducen la expresión de genes en la 

planta M. truncatula, los cuales participan en la toma de hierro y en la vía de síntesis 

de ácido jasmónico y salicílico, desencadenando respuestas de resistencia al estrés 

biótico y abiótico. Adicionalmente, se considera que dichos efectos son mayores en 

condiciones de deficiencia de hierro (Fig. 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 20. Modelo general del efecto de la deficiencia de hierro y la presencia de A. agilis UMCV2 sobre 

la toma de hierro y las vías de resistencia en M. truncatula. Con base en los resultados y los 

antecedentes que se tienen, se propone un modelo en el que se relacionan elementos de la vía de defensa 

ISR, con elementos de la toma de hierro. 
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9. CONCLUSIÓN 

A. agilis aumenta la expresión órgano específica de los genes FRO de M. 

truncatula, tanto en condiciones de suficiencia como deficiencia de hierro, a la vez 

que induce la expresión de los genes MtPR1 y MtDEF2.1, marcadores de las vías 

de resistencia sistémica de la planta. 
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