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RESUMEN 

Las plantas perciben muchas señales ambientales que pueden modificar la expresión 

genética y por lo tanto su morfogénesis. Las interacciones ecológicas planta-planta y 

planta-microorganismo, así como la disponibilidad de nutrientes son una característica 

importante para la regulación del desarrollo vegetal. El hierro es un micronutriente 

esencial y su disponibilidad se encuentra frecuentemente limitada en los suelos, 

conduciendo a las plantas a la activación de respuestas adaptativas.  

Arabidopsis posee un sistema de captación de hierro tipo Estrategia I; 

recientemente se ha descrito un nuevo mecanismo que permite la regulación de la 

homeostasis en la que participan los genes BTS, PYE e ILR3. Las rizobacterias influyen 

en la adquisición de hierro a través de la producción de compuestos volátiles (VOCs), 

pero las rutas de transducción de señales que participan en la percepción de dichas 

moléculas han sido poco estudiadas.  

En este trabajo, reportamos que la densidad poblacional es un factor importante en 

el crecimiento y desarrollo de Arabidopsis thaliana y que la emisión de compuestos 

volátiles determinan las interacciones planta-planta. Por otra parte, evidenciamos que la 

rizobacteria promotora del crecimiento vegetal Arthrobacter agilis UMCV2 emite VOCs 

que modifican la arquitectura del sistema radicular, promoviendo el crecimiento y 

aumentando el contenido de clorofila, a través de los genes ILR3 y BTS. Utilizando 

microscopía confocal, encontramos una correlación entre los efectos de los VOCs 

producidos por la cepa UMCV2 con un incremento en la expresión de los genes 

reporteros ProBTS:GFP y ProPYE:GFP.   

La cepa UMCV2 de A. agilis produce el compuesto N,N-dimetil hexadecilamina 

(C16-DMA).  El análisis del efecto de éste compuesto sobre el crecimiento vegetal, reveló 

un efecto dependiente de la concentración inhibiendo el crecimiento de la raíz primaria de 

Arabidopsis con la participación específica de ILR3; este efecto fue distinto al producido 

por el total de VOCs de la cepa UMCV2. Nuestros resultados indican que la regulación de 

la morfogénesis de la raíz implica la percepción de VOCs provenientes de otras plantas y 

microorganismos; además, las respuestas de Arabidopsis thaliana a los VOCs de la cepa 

UMCV2 de A. agilis involucran la participación de los genes de respuesta a la deficiencia 

de hierro BTS e ILR3. 

PALABRAS CLAVE: Arabidopsis thaliana, Arthrobacter agilis UMCV2, 

Comunicación planta-planta, Comunicación planta-microorganismo  



 
 

ABSTRACT 

Plants perceive many environmental signals that modulate plant morphogenesis and gene 

expression. Ecological interactions, such as plant-plant or plant microbe relationships, as 

well as nutrient availability, are important traits for plant development. Iron is an essential 

micronutrient for plant development and its availability is frequently limited in soils, leading 

plants to activate iron deficiency responses.  

Arabidopsis plants possess a Strategy I Fe-uptake system. Recently, a new 

homeostasis signaling mechanism has been described, where BTS, PYE and ILR3 genes 

are important components. Some rhizobacteria can regulate plant growth triggering Fe-

uptake systems using different mechanisms, such as production of volatile organic 

compounds (VOCs), but the signal transduction pathways mediating VOCs sensing are 

not fully understood.  

In this work, we report that plant density is a critical factor for growth and 

development of Arabidopsis thaliana y and that VOCs emissions determine plant-plant 

interactions. On the other hand, plant growth promoting rhizobacteria Arthrobacter agilis 

UMCV2 modulate Arabidopsis thaliana growth and development through BTS and ILR3 

activation via VOCs emission. We show that in a separate compartments system, VOCs 

emitted by A. agilis UMCV2 modified Arabidopsis root system architecture promoting plant 

growth, and increasing chlorophyll content. Using confocal microscopy and imaging, the 

effects of UMCV2 VOCs on root architecture were found to be correlated with 

ProBTS:GFP and ProPYE:GFP gene expression increased.  

A. agilis UMCV2 produce N,N-dimethylhexadecylamine (C16-DMA). Analisys of 

C16.DMA on plant growth revealed a concentration-dependent primary root growth 

inhibition involving Arabidopsis ILR3 participation; this effect was different to that produced 

by the full UMCV2 VOCs. Our results indicate that root morphogenesis regulation integrate 

VOCs signals released both by plants and rhizobacteria; furthermore, A. thaliana 

responses to A. agilis UMCV2 VOCs involve the participation of iron deficiency responses 

genes, BTS and ILR3. 

KEY WORDS: Arabidopsis thaliana, Arthrobacter agilis UMCV2, Plant-plant 

communication, Plant-microorganism communication. 
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1. INTRODUCCIÓN 

  

Las plantas son organismos eucariontes, pluricelulares, con gran plasticidad 

fenotípica en respuesta a señales bióticas y abióticas; como productores 

primarios, desempeñan una función fundamental en la existencia de la vida en el 

planeta (Callaway et al., 2003; Valladares et al., 2007). Debido a ésta función en 

los ecosistemas, sus interacciones con el medio ambiente resultan de gran 

importancia. Entre estas interacciones destacan los factores que modulan su 

crecimiento y desarrollo, como son: la disponibilidad de agua, dióxido de carbono y 

minerales, la composición y estructura del suelo, la percepción de las 

comunidades bacterianas, de elementos volátiles y de los exudados radiculares 

propios y de otras plantas, así como la percepción de tropismos como luz y 

gravedad (Gersani et al., 1998; Kegge y Pierik, 2010). 

Las interacciones que permiten la comunicación planta-planta y planta-

microorganismo, pueden darse de manera directa como en el caso de la 

herbivoría, o indirecta durante el consumo individual de recursos que necesitan 

dos o más organismos (Novoplansky, 2009). Estas interacciones resultan en 

respuestas que van desde la simbiosis, pasando por el neutralismo y pueden 

llegar hasta la competencia por recursos como son los nutrientes minerales, el 

agua y la luz solar. Para mediar esta comunicación se involucran señales 

químicas, por ejemplo la producción de compuestos alelopáticos y liberación de 

sustancias tóxicas, tanto de las plantas como de los microorganismos, llevando así 

a una respuesta final de estimulación o supresión del desarrollo, particular o mutua 

(Ortiz-Castro et al., 2011; Kigathi et al., 2013). 

En especies de importancia económica, la competencia por recursos puede 

variar manipulando varios parámetros, entre ellos la densidad de individuos en un 

área determinada (Shennan, 2008). Se ha hecho relativamente poco trabajo para 

entender el efecto de la densidad poblacional sobre la regulación de la morfología 

y fisiología de las plantas, así como de los mecanismos que median estas 

respuestas. 
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Los reguladores de crecimiento son un grupo de moléculas pequeñas 

derivadas de diferentes vías metabólicas que funcionan como integradoras de 

información y cuyas vías de señalización con frecuencia interactúan con otras para 

regular la morfogénesis vegetal en respuestas a cambios ambientales, por 

ejemplo, la densidad poblacional (López-Bucio et al., 2003). Un solo regulador de 

crecimiento puede afectar una amplia gama de aspectos celulares y procesos del 

desarrollo y a su vez un solo proceso puede ser regulado al mismo tiempo por 

múltiples vías de señalización (Gray, 2004). Se ha determinado que las auxinas 

(los reguladores del crecimiento vegetal más estudiados), participan modulando 

cada aspecto del crecimiento y desarrollo de la planta como son la organogénesis, 

la arquitectura general de la raíz y el follaje, el control de la abscisión, la división 

celular, el desarrollo reproductivo y la dominancia apical; en respuesta a diversos 

procesos como la densidad poblacional, variación en la cantidad de luz y 

precepción de la gravedad (Woodward y Bartel, 2005; Teale et al., 2006). 

En nuestro grupo de trabajo, se caracterizó a la mutante pft1-2 como 

sensible a bajas concentraciones de auxinas, esto evidenciado por la actividad de 

los marcadores de respuesta a auxinas DR5:GFP y DR5:uidA, lo que sugería que 

PFT1/MED25, podría estar involucrado en el transporte de auxinas, posiblemente 

mediando la regulación transcripcional y distribución del transportador de eflujo 

PIN1 (Raya-González et al., 2014). Posteriormente, reportamos que el incremento 

en densidad poblacional vegetal, es un factor clave en la regulación de la 

arquitectura radicular, la morfogénesis general y la productividad final de 

Arabidopsis. Estas respuestas se correlacionan con una afectación en la expresión 

de genes de respuesta a auxinas, como PIN1 y PIN2. Además se encontró que 

mutaciones en la subunidad PFT1/MED25 del Complejo Mediador, provocan una 

insensibilidad al efecto del aumento de la densidad poblacional, durante el 

crecimiento radicular. 

La percepción de organismos vecinos ha sido poco estudiada en plantas. El 

reconocimiento planta-planta puede ocurrir de dos formas: i) mediante un contacto 

directo o ii) a distancia, es decir sin necesidad de contacto físico entre los 

organismos (Masclaux et al., 2012). Sin embargo, poco se conoce sobre los 
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mecanismos de reconocimiento planta-planta y las vías de señalización que éstos 

desencadenan. Reportes recientes indican que este reconocimiento puede ocurrir 

mediante la producción y percepción de moléculas bioactivas, difusibles o volátiles 

(Masclaux et al., 2012). 

En Arabidopsis, las respuestas adaptativas reportadas durante la 

interacción planta-planta están coordinadas por reguladores del crecimiento, como 

las auxinas y el etileno. Entre estas respuestas se encuentran la sincronía en el 

crecimiento y la regulación de procesos fisiológicos que modifican la arquitectura 

radicular, y producción de biomasa (Masclaux et al., 2012). Aunque aún no se han 

reportado moléculas específicas que median esta percepción, nosotros 

reportamos el efecto de la percepción planta-planta en el crecimiento de 

Arabidopsis provocado por compuestos volátiles de manera dependiente de la 

densidad poblacional vegetal. 

Las interacciones ecológicas de los organismos vegetales son complejas e 

involucran continuamente más de un estímulo. Una de las características 

importantes para el desarrollo de los organismos vegetales es la disponibilidad de 

nutrientes. Las respuestas a los parches de nutrientes en la rizosfera modulan la 

expresión de genes en la planta y con ello el desarrollo vegetal. 

El hierro (Fe) es uno de los micronutrientes necesarios para el óptimo 

funcionamiento del metabolismo. Debido a su capacidad de ganar o perder 

electrones, los iones de Fe son participes importantes en los procesos metabólicos 

que mantienen la homeostasis celular, como son la cadena de transporte de 

electrones durante la fotosíntesis en cloroplastos y la cadena respiratoria en la 

mitocondria (Hell y Stephan, 2003; Vigani et al., 2013). 

El mantenimiento de los niveles adecuados de hierro a nivel celular en los 

organismos, tiene implicaciones de importancia económica y de salud pública. 

Debido a que el contenido de hierro en las plantas varía desde 3 hasta 11 gramos 

por kilogramo de materia vegetal deshidratada, se convierten en una fuente 

importante para la nutrición animal y humana, al ser la ingesta vegetal el principal 

mecanismo de adquisición. La deficiencia de hierro desencadena anemia 
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ferropénica, uno de los desórdenes nutricionales más comunes en el mundo, que 

afecta a más de dos mil millones de personas.  

La mayoría de los suelos cultivables presentan condiciones de pH alcalino, 

por lo que el hierro tiene una baja solubilidad, esto promueve respuestas 

adaptativas en las plantas (Morrisey y Guerinot, 2009). Las monocotiledóneas no 

gramíneas y dicotiledóneas como Arabidopsis thaliana, presentan respuestas a la 

deficiencia de hierro mediadas por un mecanismo conocido como Estrategia I 

(Hindt y Guerinot, 2012). Estas respuestas incluyen cambios morfológicos del 

sistema radicular, como una mayor formación de raíces laterales y pelos 

radiculares, área destinada a la reducción y adquisición de Fe (Muller y Schmidt, 

2004; Martínez-Trujillo et al., 2014). En años recientes se ha descrito un segundo 

mecanismo que modula la homeostasis del hierro a través de la participación de 

factores transcripcionales miembros de la familia bHLH (basic Helix-Loop-Helix), 

como son POPEYE (PYE) e IAA-LEUCINE RESISTANT 3 (ILR3) (Rampey et al., 

2006; Long et al., 2010; Selote et al., 2015; Zhang et al., 2015).  

Para poder adquirir el hierro de la rizosfera de manera más eficiente, las 

plantas han desarrollado relaciones estrechas con los microorganismos. Las 

rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPR (plant growth-promoting 

rhizobacteria) modifican la disponibilidad de nutrientes a través de cambios en el 

pH del medio, o mejoran su solubilidad y/o captación (Masalha et al., 2000; Rroco 

et al., 2003; Pii et al., 2016). De esta forma al asociarse con las plantas mejoran su 

crecimiento mediante diversos mecanismos; algunos de éstos incluyen la 

interacción con compuestos volátiles o fitohormonas como el ácido jasmónico 

(Ortíz-Castro et al. 2008; Ortíz-Castro et al. 2011; Raya-González et al., 2017). 

Arthrobacter agilis UMCV2, microorganismo perteneciente a las 

Actinobacterias, se relaciona con la raíz y promueve el crecimiento de Phaseolus 

vulgaris, Medicago truncatula y Medicago sativa, especies con sistemas de 

absorción de hierro tipo Estrategia I (Valencia-Cantero et al., 2007). En Medicago 

sativa, el compuesto volátil N,N-dimetil hexadecilamina (C16-DMA) producido por 

A. agilis UMCV2 es el responsable de la activación de la Estrategia I. Además, 

C16-DMA induce la expresión de genes de respuesta al ácido jasmónico y de esta 
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manera modula el desarrollo del sistema radicular (Velázquez-Becerra et al., 2011; 

Orozco-Mosqueda et al., 2013; Raya-González et al., 2017). 

 

 

2. ANTECEDENTES 

 

2.1. Arabidopsis thaliana como modelo de estudio 

 

Arabidopsis thaliana es una especie dicotiledónea, miembro de la familia 

Brassicaceae (Cruciferae), que aunque no es una planta de importancia agrícola ni 

económica, ha sido el modelo de estudio más utilizado en genética, bioquímica y 

fisiología vegetal por más de 30 años. Arabidopsis se ha utilizado para dilucidar 

los posibles mecanismos moleculares de acción y/o funciones de una gran 

variedad de compuestos que produce.  

Las principales características que la han posicionado como modelo de 

estudio por excelencia son sus requerimientos básicos como cualquier otro 

organismo autótrofo: luz, agua y nutrientes, un ciclo de vida entre seis y ocho 

semanas; producción de una gran cantidad de semillas, y un espacio pequeño 

para su crecimiento. Esta última característica permite su cultivo in vitro y en 

invernaderos. Además, se ha secuenciado su genoma, el cual consta de 120 

megapares de bases, distribuidas en cinco cromosomas, que contienen alrededor 

de 25, 000 genes (Bennetzen, 2001). 

Adicionalmente, la creación de semillas mutagenizadas ha permitido 

obtener una amplia colección de líneas mutantes y transgénicas. El genoma de 

Arabidopsis es relativamente pequeño, comparado con el de otras especies 

cultivables como el maíz (19 veces más grande), la cebada (39 veces más grande) 

o el trigo (128 veces más grande); los cuales presentan además, duplicación de 

genes por eventos de poliploidía (Bennetzen, 2002). Con la secuencia completa 

del genoma disponible, ahora es posible analizar la función de un gran número de 

genes que participan en diferentes rutas de señalización en los programas de 

crecimiento y desarrollo (Dinneny y Benfey, 2008).  
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2.2. Morfología de Arabidopsis 

 

Los dos sistemas principales que presenta la morfología de una planta son: 

i) el aéreo, formado por tallo, hojas; y flores y frutos durante la etapa reproductiva; 

ii) y el radicular, que consta de una raíz primaria, raíces laterales, pelos radiculares 

y en ocasiones raíces adventicias (Fig. 1A). 

En el sistema aéreo, primero emerge el hipocotilo y el o los cotiledones; 

posteriormente se forman las hojas verdaderas. Este sistema se encuentra 

adaptado para la realización de la fotosíntesis, principalmente en las hojas, cuyas 

células contienen cloroplastos, donde la clorofila (pigmento verde) se especializa 

en la absorción de luz. Durante la fotosíntesis, la planta utiliza la energía solar y el 

CO2 que capta del ambiente, para oxidar el agua absorbida en las raíces. De esta 

manera libera O2, y reduce CO2 para formar trifosfato de adenosina (ATP), glucosa 

y otros carbohidratos que utilizará durante su desarrollo (Taiz y Zeiger, 2002) (Fig. 

1A). 

 

2.3. El sistema radicular 

 

El sistema radicular capta agua y nutrientes del suelo y proporciona sostén 

a la parte aérea. Las raíces son órganos heterotróficos porque su nutrición 

depende de la fotosíntesis producida por las hojas; sin embargo, ésta última 

depende de la captación de agua y minerales absorbidos por la raíz. 

Adicionalmente el sistema radicular tiene una función de secreción de una gran 

cantidad de compuestos al ambiente que le rodea, denominado rizosfera 

(Narasimhan et al., 2003).  

La raíz se diferencia del tallo por su estructura, el modo en que se forma y 

la falta de apéndices como yemas y hojas. La primera raíz derivada de la planta se 

conoce como radícula, la cual, se origina durante la germinación de la semilla y a 

partir de ella se forma la raíz primaria. Las raíces desarrolladas a partir de la raíz 

primaria se denominan raíces laterales o secundarias. Las raíces que crecen a 

partir de otras partes de la planta, como el tallo, se conocen como adventicias 
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(Scheres et al., 2002). Además, este sistema presenta pelos radiculares, que son 

proyecciones de células especializadas de la epidermis (tricoblastos) y que 

proporcionan a la planta una mayor superficie para la captación de agua y 

nutrientes (Fig. 1B).  

Debido a que las plantas son sésiles, su estrategia para una mejor 

adaptación a los cambios ambientales es la plasticidad en los programas de 

desarrollo que modifican su arquitectura. De acuerdo a López-Bucio et al. (2003), 

se distinguen tres procesos principales que pueden afectar la arquitectura de la 

raíz: i) la división celular en los meristemos formando nuevas células, ii) la 

formación de raíces laterales aumentando la capacidad exploratoria y iii) la 

formación de pelos radiculares incrementando el área de absorción de agua y 

nutrientes. Estos procesos son particularmente sensibles a cambios internos y 

externos, tanto bióticos cómo abióticos. De igual forma en respuesta a estos 

estímulos, el sistema aéreo puede modificar el tamaño del hipocotilo, los peciolos, 

las hojas y los tallos (Franklin et al., 2003). 

Particularmente, la raíz de Arabidopsis tiene características que la hacen un 

modelo ideal para estudiar procesos fisiológicos, entre ellas la simplicidad de su 

organización celular y la actividad del meristemo apical (Scheres y Wolkenfelt, 

1998). Un número pequeño de células fuente genera todos los tipos celulares a 

través de divisiones en el meristemo apical de la raíz (RAM, root apical meristem), 

seguidas de una expansión en la zona de elongación y una posterior 

diferenciación celular en la zona de diferenciación. Debido a que el crecimiento de 

la raíz primaria es indeterminado, estos procesos son continuos (Scheres et al., 

1994).  

Dicho crecimiento ocurre en el RAM a través de la producción de células en 

dos direcciones. Una capa de tejido llamado cofia, que abarca el extremo distal de 

las raíces, protege la punta de la raíz a medida que crece a través del suelo y 

también percibe y procesa los estímulos ambientales, modulando la dirección del 

crecimiento en función de la gravedad (gravitropismo), la luz (fototropismo), 

obstáculos (tigmotropismo), gradientes de temperatura (termotropismo), humedad 
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(hidrotropismo), nutrientes y otras sustancias químicas (alelopatía o 

quimiotropismo) (Ishikawa y Evans, 1990; Okada y Shimura, 1990). 

El sistema radicular es una estructura formada por diferentes tejidos 

celulares: la epidermis, el córtex, la endodermis, el periciclo y los haces vasculares 

(Fig. 1B). Las células que forman los diferentes tejidos se producen a partir de 

cuatro células iniciales localizadas en el ápice de la raíz (Dolan et al., 1993). Los 

linajes celulares se pueden reconocer por la formación de columnas o filas de 

células organizadas a lo largo del eje longitudinal (Schiefelbein et al., 1997). 

Internamente y en contacto con las células iniciales se encuentra un número 

pequeño de células llamado centro quiescente (QC, quiescent center), el cual 

presenta escasa actividad mitótica, y cuya función principal es mantener la 

organización de células adyacentes. A medida que va creciendo la raíz, la zona de 

división celular (zona meristemática) dará paso a una fase de expansión celular y 

al inicio de la zona de diferenciación (Fig. 1B). Una vez que incrementan su 

tamaño, las células se diferencian en su forma y función final, este proceso está 

evidenciado por la aparición de pelos radiculares (en la zona de diferenciación), 

que son células epidérmicas de la raíz primaria, especializadas en la captura de 

agua y nutrientes. Por otra parte, mediante eventos de división celular en el 

periciclo, en la zona de diferenciación de raíces laterales de la raíz primaria, se 

forman las raíces laterales, órganos que incrementan la superficie total de 

exploración del suelo y contribuyen a un mejor anclaje. 
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Figura 1. Morfología típica de Arabidopsis. A) Sistemas que conforman un organismo vegetal. El 

aéreo en donde se lleva a cabo la fotosíntesis, utilizando dióxido de carbono y agua para formar 

glucosa, oxígeno y ATP; este sistema incluye hojas, tallos, flores y frutos.  El radicular consta de 

una raíz primaria, raíces laterales y pelos radiculares. B) Acercamiento de la punta de la raíz 

primaria donde se muestran sus tres zonas principales: meristemática (meristemo basal y apical), 

de elongación (alargamiento) y de diferenciación. Se puede observar el corte longitudinal y el 

transversal de la raíz. Los diferentes colores indican los tejidos vegetales (Modificada de Taiz y 

Zeiger, 2002; De Smet et al., 2015). 

 

2.3.1. Raíces laterales 

 

Después de que el patrón de crecimiento de la raíz primaria ha sido establecido y 

las capas celulares individuales han comenzado a diferenciarse, el aumento en 

biomasa está basado en eventos de ramificación mediante la formación de raíces 

laterales (RL). La mayor parte del sistema radicular está formado por RL, 

originadas a partir de la raíz primaria. El desarrollo de RL está controlado por 

diferentes factores incluyendo la concentración de nutrientes dentro de la planta y 

en el suelo (López-Bucio et al., 2003). Por lo tanto, las plantas optimizan su 

desarrollo en función de la necesidad de absorción de agua y/o nutrientes o 
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percepción de cambios ambientales, modulando el desarrollo de las RL o de los 

pelos radiculares (Grierson et al., 2014). 

En Arabidopsis, las RL se originan a partir de células del periciclo, 

adyacentes a los polos del xilema; un subgrupo de esas células (denominado zona 

de oscilación) una vez estimuladas por un incremento de auxinas y la posterior 

activación del ciclo celular, se diferencian y proliferan formando un primordio de 

raíz lateral (PRL) (Dolan et al., 1993, Petricka et al., 2012). Se ha sugerido que la 

formación de RL puede ocurrir a través de dos procesos: i) La estimulación de la 

diferenciación y proliferación en la capa del periciclo que formará el PRL 

(formación de novo) y; ii) La formación del meristemo de la raíz lateral en PRL ya 

existentes (Celenza et al., 1995; Laskowski et al., 1995).  

Malamy y Benfey (1997), clasifican el desarrollo de las RL en las siguientes 

etapas: I) iniciación del primordio en un plano longitudinal con aproximadamente 8 

divisiones a partir de una célula del periciclo. II) el primordio consta de dos capas 

celulares obtenidas por una división periclinal de la primera capa. III) se lleva a 

cabo otra división periclinal para dar lugar a la formación de una tercera capa de 

células. IV) el primordio consta de cuatro capas. V) el primordio alcanza el córtex. 

VI) el primordio forma un domo que alcanza la epidermis. VII) ocurre la 

emergencia de la raíz al romper la epidermis y formar una raíz lateral (Fig. 2). 
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Figura 2. Cambios morfológicos durante el proceso de formación y desarrollo de raíces 

laterales de Arabidopsis. A) Las raíces laterales se originan de la raíz primaria a partir de células 

del periciclo. B) Esquema de los siete estados del desarrollo (Malamy y Benfey, 1997), y C) 

Imágenes representativas de dichos estadios. Las barras de escala representan 20 µm (Modificada 

de Péret et al., 2009). 

 

2.4. Regulación del crecimiento vegetal en respuesta a las interacciones 

ecológicas 

 

Uno de los principales temas de la sinecología, es la función que presentan las 

interacciones vegetales determinando la coexistencia y el desempeño de los 

organismos dentro de las comunidades (Dicke, 2009; Trewavas, 2009). Las 

interacciones entre organismos o especies, en donde la aptitud o adecuación de 

uno se ve modificada por la presencia de otro, puede ser de dos tipos: i) 

intraespecifica, entre individuos de la misma especie o ii) interespecifica, entre 

individuos de diferentes especies. 

Las interacciones biológicas, incluyen estímulos bióticos y abióticos.  La 

limitación de uno o varios recursos necesarios para la sobrevivencia (luz, agua, 

nutrientes o alimento, territorio, parejas de apareamiento y compuestos) conducen 

a respuestas adaptativas en los organismos, entre las que destacan: i) el 

neutralismo, cuando dos especies interactúan sin afectarse entre ellas; ii) la 

simbiosis, que es una relación obligada entre dos organismos o especies, que 

puede o no beneficiar a ambas y iii) la competencia, en la cual dos o más 
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organismos o especies se disputan uno o varios factores medioambientales 

necesarios (Novoplansky, 2009). Estas respuestas pueden ser intensas, débiles o 

imperceptibles debido a los requerimientos y las diferencias morfológicas de cada 

especie (Gurevitch et al. 1992); desencadenando un proceso selectivo en el que 

sobreviven sólo los organismos mejor adaptados (Biedrzycki y Bais, 2009). 

Debido al estilo de vida sésil de las plantas, éstas han perfeccionaron su 

capacidad de respuesta a un gran número de estímulos externos mediante la 

regulación genética de rutas metabólicas que funcionan a través de programas de 

señalización intracelular específicas que conducen al encendido o apagado de 

genes y de esta manera modifican su crecimiento y desarrollo, capacidad 

conocida como plasticidad fenotípica (Maathuis y Diatloff, 2013). 

 

2.5. Densidad poblacional 

 

Las investigaciones que se han enfocado en el fenómeno de competencia, la 

refieren como dependiente de la densidad poblacional, que es el número de 

individuos por unidad de área. Mientras mayor sea la densidad en una población y 

el recurso por el que compiten los organismos sea limitado, la probabilidad de 

relaciones intraespecíficas o interespecificas irá en aumento; y las señales 

percibidas inducirán  respuestas de adaptación para un mejor aprovechamiento de 

recursos y así lograr la supervivencia. 

Las adaptaciones descritas en respuesta a la densidad poblacional 

incluyen: el vigor de la planta en etapas tempranas (tamaño, altura, biomasa), el 

desarrollo del follaje (Barberi, 2002; Caton et al. 2003; Bertholdsson, 2005; 

Masclaux et al., 2012), la producción de compuestos químicos que influyen en el 

crecimiento, supervivencia o reproducción de organismos vecinos (alelopatía) 

(Bertholdsson, 2005; Ni y Zhang, 2005), la habilidad de consumir un recurso dado 

y/o la plasticidad del crecimiento en respuesta a la disponibilidad espacio-temporal 

de los recursos (Craine, 2005; Fargione y Tilman, 2006; Masclaux et al., 2012). Sin 

embargo, poco se sabe sobre las señales que inducen estos mecanismos y la 
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señalización genética que antecede estas respuestas (Masclaux et al., 2012) (Fig. 

3). 

 

 

Figura 3. Genes expresados diferencialmente en respuesta a la competencia por densidad 

poblacional. Plantas de Arabidopsis crecieron en densidad de A) una o B) veinte en condiciones 

hidropónicas en macetas con perlas de barro cocido. Se realizaron ensayos de microarreglo de 

genoma completo para analizar el efecto de la competencia sobre la expresión génica. El número 

de genes regulados de manera diferencial en condiciones de competencia en hojas y raíz se 

presentan en el panel C). D) El diagrama de Venn indica el número de genes que mostraron una 

expresión diferencial y cuya inducción ↑, o represión ↓ ocurrió en raíz, hoja o se traslapó en ambos. 

(Modificada de Masclaux et al., 2012) 
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2.6. Nutrición mineral vegetal 

 

Quizá la respuesta de los sistemas vegetales mejor estudiada, es la habilidad que 

presentan para responder a zonas del suelo ricas en nutrientes, mediante la 

proliferación de raíces laterales. Desde hace décadas, es objeto de investigación 

conocer los requerimientos nutricionales de especies vegetales, principalmente de 

importancia económica, que permitan su cultivo con mayor facilidad y mejoren la 

producción de biomasa y rendimiento final (Murashige y Skoog, 1962). 

Es importante destacar que la abundancia o carencia de nutrientes también 

depende de la densidad poblacional que haga uso de ellos. Los efectos que 

provoca la carencia de nutrientes, pueden ser considerados también respuestas 

de competencia, aunque aún no se han descrito los procesos del desarrollo 

involucrados en dicha respuesta (Kegge y Pierik, 2010). 

Las plantas requieren nutrientes minerales, además del oxígeno 

atmosférico y el agua adquirida del suelo. Éstos son elementos químicos 

esenciales para que la planta complete su ciclo de vida, y entre ellos no pueden 

reemplazarse, por lo que cada uno es indispensable (Barker y Pilbeam, 2007; 

Maathuis y Diatloff, 2013). Se ha demostrado la presencia de 60 elementos 

químicos en los tejidos vegetales, de los cuales 16 son considerados esenciales 

(Taiz y Zeiger, 2005; Rao et al., 2006; Barker y Pilbeam, 2007). Un grupo 

denominado “macronutrientes” son necesarios en cantidades relativamente altas 

(Maathuis, 2009) y comprenden nitrógeno, potasio, calcio, magnesio, fósforo y 

azufre. El segundo grupo, conocido como “micronutrientes” o “elementos traza”; 

son necesarios en concentraciones menores, e incluyen al cloro, cobre, 

manganeso, hierro, zinc, cobalto, molibdeno, níquel, sodio y silicio (Marschner, 

2012) (Fig. 4). 
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Figura 4. Nutrición mineral vegetal. Los principales nutrientes que requieren los organismos 

vegetales, provienen del aire y de la materia del suelo. Los macronutrientes: N, K, Ca, Mg, P y S; y 

los micronutrientes: Cl, Cu, Mn, Fe, Zn, Co, Mo, Ni, Na y Si, están representados como parte de la 

rizosfera y el aire. 

 

En el suelo, las formas asimilables de los nutrientes minerales normalmente 

se encuentran presentes en bajas concentraciones, y esta disponibilidad se 

modifica de manera espacio-temporal, dependiendo de factores ambientales como 

la precipitación, la temperatura y el viento y/o factores fisicoquímicos como la 

erosión, el tipo de suelo y el pH (Maathuis y Diatloff, 2013). Las plantas enfrentan 

frecuentemente una heterogeneidad espacial para captar los nutrientes del suelo, 

y para mantener su crecimiento han desarrollado mecanismos adaptativos y 

flexibles que les permiten la adquisición y distribución de dichos elementos 

mediante la modificación de sus programas de crecimiento y desarrollo (Gross et 

al., 1995; Farley y Fitter, 1999; James et al., 2003; Zhou et al. 2012). 
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Los mecanismos de asimilación de nutrientes, normalmente tienen varias 

fases. Por ejemplo, la toma de aniones (NO3
-, PO4

3-, SO4
2-) y de la mayoría de los 

micronutrientes requiere de energía, lo cual ocurre acoplando su transporte al 

gradiente de protones (H+). Por otro lado, los cationes (K+, Ca2+, Mg2+, NH4
+) 

entran mediante sistemas de transporte pasivo (canales iónicos) (Fig. 5). Las 

plantas han desarrollado adaptaciones morfológicas en respuesta a deficiencias o 

abundancias de nutrientes localizadas en el suelo (López-Bucio et al., 2003), como 

la exudación de compuestos que permiten la liberación de los elementos de las 

partículas del suelo o los convierten a formas químicas asimilables, que entran a la 

raíz a través de las vías apoplastica y/o simplastica (Maathuis y Diatloff, 2013) 

(Fig. 6). 

 

 

Figura 5. Tres clases de proteínas de transporte de membrana: canales transportadores y 

bombas.  Los canales y los transportadores median el transporte pasivo de solutos a través de 

membrana por difusión simple o difusión facilitada en dirección del gradiente de potencial 

electroquímico de los solutos. Las proteínas de canal, actúan como poros en la membrana y su 

especificidad está determinada principalmente por las propiedades biofísicas del canal. Las 

proteínas de transporte unen a la molécula que será transportada en un lado de la membrana y la 

liberan al otro lado. El transporte activo primario se lleva a cabo mediante proteínas bomba que 

usan energía directa, usualmente hidrolizando ATP, para bombear solutos en contra del gradiente 

de potencial electroquímico. Modificado de Taiz y Zeiger, 2002)  
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Figura 6. Mecanismos de absorción de agua y minerales en la raíz. En línea color verde, se 

encuentra marcada la vía del apoplasto: 1) el agua y los minerales son absorbidos por las paredes 

hidrofilicas de la rizodermis y difunden a lo largo de las paredes celulares permeables en el córtex. 

2) Una vez que  llegan a la banda de Caspary, esta barrera cerosa del apoplasto los obliga a 

cruzar una membrana celular para entrar a las células en la endodermis y filtrar los materiales 

antes de entrar a la estela o cilindro vascular. La solución filtrada es liberada por las células de la 

endodermis nuevamente al apoplasto y al otro lado de la banda de Caspary, de este modo 3) 

atraviesa el periciclo y entra al xilema en donde transita a la parte aérea de la planta. En línea color 

amarilla, se marca la vía del simplasto: 1) el agua y los minerales son filtrados inmediatamente 

mientras cruzan la membrana del pelo radicular para entrar al simplasto. 2) Posteriormente, son 

movilizados célula-célula a través de los plasmodesmos hacía el cilindro vascular, 3) evitando así 

la barrera de la banda de Caspary. (Tomado de Kelvinsong, 2016) 

 

2.6.1. El hierro 

 

El hierro es el cuarto elemento más común de la corteza terrestre, superado en 

abundancia únicamente por el oxígeno, el silicio y el aluminio; y contribuye con un 

5% a la composición total de la tierra y con 3.8 % al peso total. Por su función y las 

cantidades requeridas en los tejidos vegetales, se le considera un micronutriente 

esencial (Tabla 1) (Maathuis y Diatloff, 2013) 

Una de las principales características del Fe, es que en condiciones 

aerobias, neutras y alcalinas su solubilidad es muy baja. Se cree que hace 
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millones de años, cuando aparecieron los organismos fotosintéticos y comenzó la 

producción de oxígeno, esta nueva condición permitió la oxidación de hierro 

soluble Fe2+ (ferroso) a hierro insoluble Fe3+ (férrico) (Maathuis y Diatloff, 2013). 

 

Composición de la corteza terrestre (%) 

Niveles en tejido vegetal 

     Macronutrientes                    Micronutrientes 

   Oxígeno 46.6 Nitrógeno 100   Cloro     0.05 

   Silicio 27.7 Potasio 50   Hierro     0.03 

   Aluminio   8.1 Calcio 25   Boro     0.03 

   Hierro   5.0 Magnesio 10   Manganeso     0.02 

   Calcio   3.6 Fósforo 8   Zinc     0.007 

   Sodio   2.8 Azufre 5   Cobre     0.002 

   Potasio   2.6     Níquel     0.0004 

   Magnesio   2.1     Molibdeno     0.0001 

   Otros   1.5     

 

TABLA 1. Composición elemental de la corteza terrestre (%) y del tejido vegetal. La 

composición de la corteza terrestre está en proporción al peso con el que contribuye el elemento 

de un total de 100%. La proporción relativa típica de minerales encontrada en los tejidos vegetales, 

asumiendo que el nivel de nitrógeno es el 100% (Adaptado de Maathuis y Diatloff, 2013). 

 

2.6.2. Estrategias para la captación de hierro en plantas 

 

Las plantas adquieren el Fe principalmente de la rizosfera. En suelos aerobios o 

con pH mayor a 7, el hierro se encuentra mayoritariamente como óxido férrico 

insoluble. En suelos con bajo pH, el hierro se libera de los óxidos volviéndose 

disponible para su adquisición por la raíz (Marschner, 2012). 

En el mundo, aproximadamente el 30% de los suelos cultivables tienen pH 

alcalino, lo que ocasiona que la solubilidad del Fe3+ sea demasiado baja, este es 

un problema particularmente importante en los suelos semiáridos del subtrópico 

(López-Bucio et al., 2000; Ramírez-Rodríguez et al., 2005). Además, algunas 
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especies de importancia económica como el arroz, son extremadamente 

susceptibles a la deficiencia de hierro (Takahashi et al., 2001). Por ello, se están 

realizando investigaciones enfocadas a dilucidar los mecanismos por los cuales 

estos organismos se adaptan a la escasez de hierro (Colangelo y Guerinot 2004; 

Dinneny et al., 2008). 

Las plantas han desarrollado dos mecanismos que le permiten adquirir el 

hierro del suelo: 

Estrategia I. La utilizan las monocotiledóneas no gramíneas y 

dicotiledóneas como Arabidopsis thaliana. Dicha estrategia se basa en la 

reducción del hierro para su posterior internalización (Fig 7A.). En respuesta a la 

deficiencia de hierro, una citocromo b5 reductasa 1 (CBR1) a través de un 

mecanismo desconocido, aumenta el contenido de ácidos grasos insaturados en 

la raíz (Oh et al., 2016), que permiten la activación de H+-ATPasas de membrana 

en la epidermis de la raíz. Durante la hidrólisis del ATP, exportan protones al 

exterior de la célula, disminuyendo así el pH del suelo y solubilizando el Fe 

(Schmidt et al., 2003; Santi et al., 2005). En Arabidopsis, hay doce miembros de 

esta familia, de los cuales AHA2 y AHA7 (Arabidopsis H+ -ATPase) son 

esenciales para una correcta respuesta a la deficiencia de hierro (Kim y Guerinot, 

2007; Santi y Schmidt, 2009; Jeong et al., 2017). Posteriormente, la proteína 

ferríco-quelato-reductasa dependiente de NADPH, AtFRO2, reduce el Fe3+ a Fe2+. 

Los electrones se transfieren del NADPH citosolico a través de grupos hemo 

cofactores, que se encuentran estabilizados por cuatro histidinas en el espacio 

transmembranal, hacia el hierro en la rizosfera (Finegold et al., 1996; Robinson et 

al., 1999; Connolly et al., 2003). En Arabidopsis se han descrito ocho proteínas 

que pertenecen a la familia de Fe (III) quelato reductasas (AtFROs), de las cuales 

FRO2 (FERRIC REDUCTION OXIDASE 2) es la responsable de la reducción de 

hierro a nivel de la superficie de la epidermis de la raíz (Wu et al., 2005).  

Una vez reducido, el Fe2+ puede ser transportado al interior de las células 

epidérmicas a través del transportador de metal divalente AtIRT1 (Henriques et al., 

2002; Vert et al., 2002). IRT1 también transporta Zn, Mn, Cd, Co y Ni (Eide et al., 

1996; Korshunova et al., 1999; Schaaf et al., 2006). Vert et al. (2002) y Connolly et 
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al. (2003) reportaron que la pérdida de función de la mutante irt1-1 disminuyó 

significativamente la acumulación de Fe, Mn, Zn y CO, lo que sugiere que AtIRT1 

es el principal transportador de estos metales en condiciones de deficiencia de 

hierro.  

Estrategia II. La utilizan las plantas gramíneas, que dependen de la 

adquisición de hierro quelado por sideróforos solubles con alta afinidad por el Fe3+ 

(Marschner, 2012). En respuesta a la deficiencia de hierro, las plantas sintetizan a 

partir de L-metionina, fitosideróforos derivados del ácido mugineíco, los cuales son 

liberados posteriormente desde la epidermis de la raíz (Negishi et al. 2002). El 

complejo resultante Fe3+-fitosideróforo se transporta al interior de la epidermis por 

un sistema de alta afinidad (Curie et al., 2001) (Fig. 7B). Esta estrategia es menos 

sensible al pH de suelo y existe una correlación entre la cantidad de fitosideróforos 

liberados y la resistencia de las plantas a las condiciones de deficiencia de Fe 

(Nagasaka et al., 2009). 
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Figura 7. Estrategias para la captación de hierro en plantas. a) Reducción del hierro. En las 

células de la epidermis, las proteínas H
+
-ATPasas (AHA2), exportan protones al exterior de la 

célula disminuyendo el pH del suelo y solubilizando el Fe. Posteriormente, la proteína férrico-

quelato-reductasa (FRO2), reduce el Fe
3+

 a Fe
2+

, el cual puede ser transportado al interior de las 

células epidérmicas a través del transportador IRT1. En el interior de la células, el Fe(II) es 

almacenado en la vacuola a través del transportador FPN2 o llevado a otros tejidos de la planta. b) 

Quelación del hierro. Las plantas sintetizan fitosideróforos que son liberados a la rizosfera desde la 

epidermis de la raíz a través de los transportadores de eflujo TOM (transporter of mugineic acid 

family phytosiderophores 1). En la rizosfera se forma el complejo Fe(III)-fitosideróforo que es de 

inmediato transportado al interior de la epidermis por un sistema de afinidad que involucra a las 

proteínas YS y YSL. (Modificado de Morrisey y Guerinot, 2009) 

  



22 
 

2.6.3. Transporte y almacenamiento de hierro en planta 

 

Una vez que el hierro ha sido captado en la epidermis, debido a su potencial 

reactividad se une a quelantes o “chaperones”  a partir de los cuales es 

transportado mediante las vías apoplástica y simplástica (Fig. 6). En las raíces, el 

hierro se almacena principalmente en el apoplasto, en forma de hidróxido de 

hierro, fosfato férrico o se une a componentes de la pared celular como la pectina 

y la hemicelulosa, los cuales son polisacáridos con alta carga negativa que 

participan como sitios de intercambio de cationes (Bienfait et al., 1985; Jin et al., 

2007; Lei et al., 2014) (Fig. 8). El hierro unido a la hemicelulosa es el reservorio de 

Fe más grande en la pared celular, el cual se ve disminuido en condiciones de 

deficiencia, mientras aumenta la abundancia de Fe soluble en raíces (Curie y Mari, 

2016). 

En el simplasto, el hierro es inmediatamente quelado para evitar que forme 

radicales hidroxilo. Su transporte ocurre a través del citoplasma interconectado 

entre las células, probablemente difundiendolo a través de un gradiente de 

concentración (Marschner, 2012). Cuando se ha transportado el Fe a la 

vasculatura, es quelado para evitar su precipitación. Se considera que para cada 

ambiente especifico existen quelantes que se unen al Fe; algunos ejemplos de 

ellos son el citrato que une al Fe3+ en el xilema a un pH de 5.5; y la nicotianamina 

que une indistintamente a Fe2+ y Fe3+ para prevenir su precipitación en el floema a 

un pH de 7.5 (von Wiren et al., 1999; Curie et al., 2009) (Figs. 8, 9).  

En Arabidopsis, el citrato es internalizado al xilema mediante el 

transportador FRD3 (Fe-DEFICIENCY RELATED 3), el cual se expresa en la 

vasculatura de la raíz (Green y Rogers, 2004). Sin suficiente de citrato, el Fe no se 

moviliza de manera eficiente a través del xilema y por tanto no llega al follaje, sino 

que precipita en las paredes del apoplasto (Durrett et al., 2007). Para la 

movilización del Fe al interior y exterior del floema, se han propuesto ocho 

transportadores Yellow Stripe Like (YSL) en Arabidopsis, los cuales transportan el 

Fe unido a nicotianamina (Curie et al., 2009). 
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El floema transporta el Fe hacia las semillas. Las semillas en desarrollo 

reciben Fe desde las raíces y hojas senescentes. El nivel de reciclaje de Fe del 

follaje a las semillas varía de acuerdo a cada especie (Morrissey y Guerinot, 

2009). OPT3 (OLIGOPEPTIDE TRANSPORTER 3) es un miembro de la familia 

que incluye a las proteínas YSL y tiene una función esencial en el transporte de Fe 

a las semillas (Fig. 9).  

 

 

Figura 8. Moléculas quelantes de hierro. A) Hidróxido de hierro (II), B) fosfato férrico, C) 

complejo hierro-citrato, D) nicotianamina, E) fitato, F) grupo hemo, G) complejo hierro-azufre 

estabilizado con residuos de cisteína (Cys) y H) estructura terciaria de la ferritina en color verde y 

iones de Fe en color rojo. (Modificado de Chasteen y Harrison, 1999; von Wirén et al., 1999) 
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Figura 9. Transporte del hierro en plantas, desde la rizosfera hasta la semilla. En el exterior 

de la planta, el hierro se puede encontrar como Fe(II) o Fe(III). Las flechas anaranjadas indican el 

transporte del Fe(II), el cual ingresa a las células de la rizosfera por medio del transportador IRT, 

una vez en el simplasto se asume que se une a moléculas quelantes y de ahí es transportado al 

xilema. Las proteínas AtFRD3 y OsFRDL1 ingresan citrato al xilema donde éste se une al hierro, 

posteriormente el hierro es internalizado al floema posiblemente a través de proteínas YSLs. Una 

vez en el floema, el Fe(II) se une a nicotianamina y es transportado a la parte superior de la planta 

para finalmente ingresar a la semilla a través de transportadortes tipo OPT3 o YSL1/3. Las flechas 

rojas indican el transporte del Fe(III) en plantas tipo Estrategia 2; el complejo Fe(III)-PS ingresa al 

simplasto a través del transportador YS y posteriormente al xilema en donde se encuentra unido a 

citrato para posteriormente ser transportado al floema a través de IRT1. Una vez en el floema, el 

Fe(III) es reducido a Fe(II) y transportado a la parte superior de la planta en donde se almacena 

unido a quelantes como la nicotianamina o forma complejos Fe-P. (Modificado de Morrisey y 

Guerinot, 2009) 

 

Se asume que el almacenamiento del hierro posiblemente ocurre en la 

vacuola de las células, unido a fitato o algún otro agente quelante (Morrisey y 

Guerinot, 2009) (Fig. 8). Las vacuolas acumulan el exceso de hierro y lo liberan al 

citosol cuando disminuye su disponibilidad en el suelo. En Arabidopsis se ha 

reportado a VIT1 como el transportador de ingreso de Fe2+ a la vacuola (Kim et al., 

2006), así como a NRAMP3 y NRAMP4 como transportadores de salida (Lanquar 

et al., 2005) (Fig. 10). 

El Fe se puede encontrar en los plastidios unido a ferritinas, proteínas de 

almacenamiento. En Arabidopsis se han encontrado cuatro genes que codifican 

para dicha proteína (Petit et al., 2001). Se ha sugerido que los plastidios tienen 

una función importante almacenando hierro, lo cual podría regular su transporte a 

larga distancia (Ravet et al., 2009). Los cloroplastos contienen cerca del 90% del 
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Fe en las hojas (Terry y Abadia, 1986), en donde es requerido para la fotosíntesis, 

biosíntesis de grupos hemo, y formación de complejos hierro-azufre (Fe-S) (Jeong 

et al., 2008; Vigani et al., 2013) (Figs. 8, 10).  

En las mitocondrias, el hierro es requerido para la respiración, la biosíntesis 

de grupos hemo, y la formación de complejos Fe-S (Balk y Lobreaux, 2005; Vigani 

et al., 2013). La combinación de electrones y Fe libre, es altamente toxica; de 

modo que la regulación de su homeostasis en la mitocondria es vital. El único 

transportador mitocondrial de Fe reportado es el ATM, que se localiza en la 

membrana interna y se cree que permite la salida de agregados Fe-S desde la 

matriz mitocondrial (Kispal et al., 1997). Además, las proteínas ferritina y frataxina 

tienen una función esencial debido a que además de secuestrar el Fe, median su 

entrega durante la formación de los agregados Fe-S (Levi et al., 2001; Bencze et 

al., 2006; Missirlis et al., 2006; Santambrogio et al., 2007) (Fig. 10). 
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Figura 10. Transporte intracelular del hierro en plantas. El hierro es movilizado al interior de la 

vacuola por medio de los transportadores FPN2 y VIT1 (que se expresan en varios tejidos). Al 

interior de la vacuola, el hierro forma un complejo con fitato o nicotianamina (NA). Las proteínas 

NRAMP3 y NRAMP4 transportan el hierro al exterior de la vacuola principalmente en condiciones 

de deficiencia de hierro y durante el proceso de germinación. En la mitocondria, el Fe es 

“secuestrado” por la ferritina (FER) y la frataxina (Fh), principalmente para minimizar el estrés 

oxidativo. La Fh también tiene una función importante en el ensamblaje o la reparación de los 

agregados hierro-azufre (Fe-S). ATM3 permite el transporte de los agregados Fe-S al exterior de la 

matriz mitocondrial. Para ingresar al cloroplasto, el Fe (III) es reducido por la proteína férrico 

quelato reductasa FRO7 y posteriormente es internalizada por un transportador de Fe (II), 

posiblemente por medio del PIC1, localizado en la membrana interna. Al interior del cloroplasto, el 

hierro es incorporado a ferritina (FER). (Modificado de Morrisey y Guerinot, 2009)  

 

2.5.4. Homeostasis del hierro 

 

En Arabidopsis thaliana, los genes bHLH (basic Helix-Loop-Helix) constituyen una 

de las familias de factores transcripcionales más amplias con 162 miembros, que 

se encuentran modulando diversas vías de señalización del metabolismo 

secundario, diferenciación celular y respuestas a factores ambientales, una de 
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ellas es la señalización en respuesta a la deficiencia de hierro (Heim et al., 2003; 

Jones, 2004; Pires y Dolan, 2009; Zhang et al., 2015). 

El dominio bHLH de las proteínas, está conformado por 50-60 aminoácidos 

y consta de dos regiones con funciones distintas: i) la región básica (bHLH) 

formada por alrededor de 15 aminoácidos que se localiza en el extremo N terminal 

y es la encargada de la unión al DNA y ii) la región HLH (bHLH), estructurada 

principalmente por residuos hidrofóbicos que forman dos hélices α separadas por 

una región de secuencia y longitud variables y que se localiza en el extremo C-

terminal; la cual permite la dimerización proteíca (Heim et al., 2003; Toledo-Ortíz 

et al., 2003) (Fig. 11). Evidencias cristalográficas mostraron que la interacción 

entre dos regiones HLH lleva a la formación de homodímeros y/o heterodímeros, 

mientras que la región básica de cada uno se une a una mitad de la secuencia de 

reconocimiento del DNA conocida como caja E (5´-CANNTG-3´) (Heim et al., 

2003; Toledo-Ortíz et al., 2003). 
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Figura 11. Dominio basic Helix-Loop-Helix en plantas. A) Alineamiento de algunos dominios 

bHLH en plantas. Los símbolos entre el alineamiento y la secuencia consenso indican residuos 

importantes para la unión a ADN o interacción proteína-proteína (puntos verdes indican 

aminoácidos que hacen contacto con bases nucleotídicas, puntos rojos indican aminoácidos que 

hacen contacto con el esqueleto del ADN y puntos azules indican residuos no polares que 

participan en interacciones proteína-proteína). En la parte superior se muestra el límite de las 

regiones b, H, L, H. En plantas, muchos dominios bHLH tienen una secuencia de residuos (H-E-R) 

en las posiciones 5, 9, 13 (marcadas con asteriscos) que son conservadas y en animales son la 

característica del grupo B de las proteínas bHLH. (Tomado de Heim et al., 2003) 

 

La dimerización y el reconocimiento de diferentes cajas E, proporcionan un 

mecanismo a través del cual las proteínas bHLH, generan suficiente diversidad 

para regular una gran variedad de diferentes programas transcripcionales. En este 

contexto, estas proteínas podrían funcionar como reguladores negativos de otras 

de la misma familia, mediante la formación de heterodímeros incapaces de unirse 

al DNA (Heim et al., 2003; Toledo-Ortíz et al., 2003). 
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En condiciones de deficiencia de hierro, se incrementa la expresión de un 

miembro de la familia bHLH (Bauer et al., 2007), el factor transcripcional FER-LIKE 

IRON DEFICIENCY-INDUCED TRANSCRIPTION FACTOR (FIT), el cual forma 

heterodímeros con las proteínas bHLH38 o bHLH39 (Yuan et al., 2008), y regula 

positivamente la expresión de FRO2, así como también la acumulación de IRT1 y 

de más del 40% de los genes inducibles en deficiencia de hierro (Eide et al., 1996; 

Robinson et al., 1999; Vert et al., 2002; Colangelo y Guerinot, 2004). 

Long et al. (2010) reportaron una segunda vía de regulación de la 

homeostasis del hierro e identificaron dos genes clave del inicio de las respuestas 

a la deficiencia de hierro; uno de ellos al que denominaron POPEYE (PYE), 

codifica para una proteína bHLH. La línea mutante de Arabidopsis afectada en 

este gen mostró una respuesta hipersensible a la deficiencia nutrimental, con 

síntomas aumentados de clorosis en el follaje, inhibición del crecimiento de la raíz 

y pérdida de la capacidad de acidificación de la rizósfera (Fig. 12 A, B). El segundo 

gen denominado BRUTUS (BTS), fue identificado mediante el análisis in silico de 

la co-expresión de PYE con otros posibles genes blanco; en donde se muestra en 

una red de interacciones, probables genes que podrían estar regulando la 

homeostasis del hierro en respuesta a la deficiencia de éste nutriente (Fig. 12C). 

La línea mutante bts1 mostró un fenotipo contrario al de pye1, sugiriendo 

funciones opuestas en la regulación de la homeostasis del Fe en condiciones de 

deficiencia (Fig. 12D). La construcción de las líneas reporteras ProPYE:GFP y 

ProBTS:GFP confirmó la expresión de estos genes en respuesta a la deficiencia 

de Fe, además de una localización en los mismos tejidos de la raíz, como son las 

células del periciclo (Long et al., 2010). 
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Figura 12. PYE y BTS tienen una función opuesta en la regulación de las respuestas a la 

deficiencia de hierro. A) Plantas del ecotipo silvestre (WT) y la mutante pye1 crecidas siete días 

en medio con deficiencia de hierro. B) Acidificación de la rizosfera en plantas WT y pye1 a los tres 

días después de la exposición a medio deficiente de hierro. Las plantas se transfirieron a medio 

que contiene purpura de bromocresol durante 24 horas para observar la acidificación evidenciada 

por el amarillamiento del medio alrededor de las raíces. La línea de escala indica un tamaño de 3 

mm. C) Con base en un análisis in silico de la co-expresión de genes de Arabidopsis en deficiencia 

de hierro, se identificaron genes que son probables blanco directo de PYE y se presentan en la 

imagen como una red de probables interacciones proteicas. Los bloques octagonales indican 

proteínas que contienen dominios de unión a ADN. Las líneas amarillas indican blancos directos de 

PYE. La línea verde indica a la proteína BTS. D) Plantas de once días del ecotipo silvestre y la 

mutante bts1 crecidas en medio con deficiencia de hierro. Las flechas amarillas indican las puntas 

de la raíz. La línea de escala indica un tamaño de 2 mm (Modificada de Long et al., 2010).  

 

En mamíferos, la proteína FBXL5 (F-BOX AND LEUCINE-RICH REPEAT 

PROTEIN 5) fue identificada como el sensor de hierro y en su estructura contiene 

un dominio hemeritrina (HHE) de unión a Fe y un dominio F-box para ubiquitinar y 

degradar a IRP2 (IRON REGULATORY PROTEIN2), la cual participa en la 
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regulación de la homeostasis de hierro (Salahudeen et al., 2009; Vashisht et al., 

2009). En Arabidopsis BTS posee un dominio HHE de unión a Fe2+, un dominio 

RING que se ha descrito para proteínas tipo E3 ligasas (Selote et al., 2015). Se ha 

sugerido que BTS podría tener entonces dos funciones debido a los dominios en 

su estructura, la primera como regulador transcripcional y la segunda como E3 

ubiquitina ligasa interactuando con proteínas blanco para causar su degradación. 

También se ha reportado que la mutante bts1, tiene la capacidad de acumular un 

exceso de Fe y la expresión de genes inducibles por deficiencia de hierro se ve 

significativamente incrementada. Debido a lo antes mencionado, se ha propuesto 

que BTS es un potencial sensor de hierro que regula negativamente la estabilidad 

de factores transcripcionales rio abajo, modulando así la adquisición de hierro en 

Arabidopsis (Zhang et al., 2015; Liang et al., 2017) (Fig. 13). Además se identificó 

una interacción proteína-proteína entre BTS e ILR3/bHLH105, esta última también 

participa en la homeostasis del hierro (Long et al., 2010; Rampey et al., 2006; 

Zhang et al., 2015). 

El gen ILR3 codifica para un factor de transcripción miembro de la familia 

bHLH. En Arabidopsis, las proteínas bHLH-ZIP, presentan el dominio bHLH 

seguido directamente por un motivo tipo zipper de leucina e incluyen a dos 

subgrupos dentro del grupo IV: i) ILR3/bHLH105, bHLH115, bHLH034, bHLH104 y 

ii) bHLH047, bHLH011, bHLH121. Aunque sólo estas siete proteínas tienen 

zippers de leucina en Arabidopsis, las proteínas bHLH-ZIP son muy comunes en 

animales (Buck y Atchley, 2003; Heim et al., 2003; Toledo-Ortiz et al. 2003). 

 Los miembros de la familia a la que pertenece ILR3 son ampliamente 

conservados en plantas con flores; se han encontrado ortólogos en arroz, álamo, 

tomate, soya, Medicago, uva y pino (Rampey et al., 2006). La presencia de 

homólogos bHLH-ZIP de ILR3 en monocotiledóneas y pino, sugiere la posibilidad 

de funciones distintas, ancestrales y evolutivamente conservadas en plantas con 

semillas. 

 En plantas de Arabidopsis, ILR3 se expresa en varios tejidos de durante el 

desarrollo sugiriendo una función en múltiples etapas (Rampey et al., 2006). 

Además, la expresión en áreas donde también se expresan genes hidrolasas de 
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IAA-conjugado propone a ILR3 con una probable función reguladora de la 

actividad hidrolasa (Rampey et al., 2006). La mutante ilr3-1 mantiene intactos los 

dominios bHLH-ZIP; esto, aunado a un incremento considerable en la acumulación 

de Fe, sugiere que la lesión ilr3-1 confiere una ganancia de función (Rampey et 

al., 2006).  El fenotipo de ilr3-1 en plantas crecidas bajo concentraciones normales 

de Fe, no presenta diferencias observables comparado con el ecotipo silvestre 

(Zhang et al., 2015); y el análisis de la expresión de los genes FIT, FRO2, IRT y Ib 

reveló una regulación río debajo de ILR3, indicando una función positiva en las 

respuestas a la deficiencia de Fe (Zhang et al., 2015). 

 

 

Figura 13. Genes activados por BTS. La proteína BTS puede formar heterodímeros con ILR3 o 

bHLH115. Reportes indican que puede activar la transcripción de bHlH115, que posteriormente 

puede homodimerizar con bHLH115 o heterodimerizar con bHLH34, bHLH104 o ILR3/bHLH105. 

BTS también induce la transcripción de Ferritina (FER) llevando así a un aumento en la 

acumulación de hierro. Puede también inducir la transcripción de FIT, que a su vez forma 

heterodímeros con bHLH38, bHLH39, bHLH100 y bHLH101 y de esta forma regula la transcripción 

de FRO2 e IRT. Además BTS también regula al gen PYE1, que a su vez inhibe la transcripción de 

NAS4 y promueve la de ZIF1. Finalmente se ha reportado que regula la transcripción del 40% de 

los genes inducibles por deficiencia de hierro (GIDF) (Rampey et al., 2006; Long et al., 2010; 

Zhang et al., 2015).   
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2.6.5. Promotores inducibles por deficiencia de hierro 

 

El uso de construcciones con promotores de genes de respuesta a rutas de 

transducción de señales en plantas, son útiles para monitorear la expresión de 

genes en diversas condiciones de crecimiento vegetal (Kovtun et al., 2000). Entre 

los reporteros ampliamente utilizados se encuentran la β-glucuronidasa (uidA) y la 

proteína verde fluorescente (GFP) (Jefferson et al., 1987; Ottenschaläger et al., 

2003). 

En Arabidopsis, existen promotores de varios genes de respuesta a la 

deficiencia de hierro (como PYE, BTS e ILR3), unidos a genes reporteros. Para su 

construcción se utilizó una gran variedad de métodos genéticos y moleculares; por 

ejemplo, la transformación de plantas silvestres con construcciones génicas, que 

contienen la secuencia del promotor del gen PYE o del gen BTS, río arriba de la 

secuencia codificante para la GFP (ProPYE:GFP, ProBTS:GFP) (Long et al., 

2010). Para confirmar los patrones de expresión de estas líneas, se realizó una 

inspección visual y caracterización molecular utilizando análisis de microarreglo 

(Long et al., 2010).  

Para el caso de ILR3, una región reguladora de 1.8 kilobases (que van 

desde -1863 a -1 pares de bases, considerando el inicio de la transcripción ATG), 

se amplificaron y purificaron a partir de ADN del ecotipo silvestre usando la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR); posteriormente se clonaron en el 

vector pCR4-TOPO, y el plásmido fue secuenciado para verificar la ausencia de 

mutaciones derivadas del proceso de la PCR. El fragmento promotor de ILR3 fue 

separado del plásmido mediante el uso de enzimas de restricción (HindIII y 

BamHI) y posteriormente se fue introducido por electroporación en la cepa 

Agrobacterium tumefaciens GV3101. Finalmente, por inmersión se transformaron 

plantas silvestres (Col-0) de Arabidopsis. Las líneas transformadas que llevaban la 

construcción del promotor del gen ILR3 unido al gen codificante para la enzima β-

glucuronidasa (GUS) crecieron en medio de selección (12 µg/mL de Kanamicina). 

Para confirmar la selección de líneas resistentes, se sembraron y crecieron (1-8 
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días) semillas resistentes a kanamicina, progenie de la generación filial 1 y fueron 

teñidas para observar la localización del gen reportero (Rampey et al., 2006). 

Dichas construcciones son en herramientas poderosas para monitorear los 

eventos de expresión de estos genes de respuesta a la deficiencia de hierro en 

una amplia variedad de órganos y tejidos, durante las respuestas de crecimiento y 

desarrollo causadas por cambios en la disponibilidad de hierro (Rampey et al., 

2006; Long et al., 2010) (Fig. 14). 

 

 

Figura 14. Patrones de expresión de PYE y BTS. A) Inducción de ProPYE:GFP en células del 

periciclo después de 4 días en deficiencia de hierro. Las barras de escala indican 50 µm. B) 

Inducción de ProBTS:GFP en el periciclo después de 2 días de exposición a la deficiencia de 

hierro. Las barras de escala indican 100 µm en B1 y 50 µm en B2 y B3 (Modificada de Long et al., 

2010). 
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2.7. Las bacterias y su relación con las plantas 

 

Las raíces están rodeadas por una porción de suelo denominada rizosfera (Walker 

et al., 2004; Bais et al., 2006), en la que la planta libera una amplia variedad de 

compuestos incluyendo azúcares, ácidos orgánicos y vitaminas, los cuales son 

utilizados como nutrientes o señales para los microorganismos como las bacterias 

(Rudrappa et al., 2008; Badri et al., 2009). La interacción de los organismos 

vegetales con microorganismos de la rizosfera es necesaria para el 

funcionamiento de los ecosistemas (Shi et al., 2016), ya que una gran variedad de 

bacterias prolifera en esta región (Smalla et al., 2006). 

Las plantas pueden modular el microbioma de la rizósfera estimulando 

selectivamente la proliferación de microorganismos con características benéficas 

para su crecimiento. Se ha observado que las rizobacterias promotoras del 

crecimiento vegetal (Plant Growth Promoting Rhizobacteria, PGPRs) pueden 

ejercer su efecto a través de mecanismos directos o indirectos. Los primeros 

incluyen la secreción de sustancias promotoras del crecimiento vegetal como 

auxinas, citocininas, giberelinas y compuestos orgánicos volátiles (VOCs, volatile 

organic compounds). Todas estas moléculas influyen en el desarrollo vegetal 

modulando los niveles de fitohormonas o estimulando el rápido establecimiento de 

las raíces, ya sea por la proliferación celular en la raíz primaria, la formación y 

emergencia de raíces laterales y/o raíces adventicias, y la formación de pelos 

radiculares, que incrementan el potencial exploratorio del sistema radicular 

(López-Bucio et al., 2003; Ryu et al. 2004; Valencia-Cantero et al. 2007; Badri et 

al., 2009;). Los segundos incluyen la secreción de antibióticos, que incrementan el 

desarrollo de la planta al inhibir el crecimiento de microorganismos perjudiciales 

(Fig. 15).  
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Figura 15. Regulación del crecimiento vegetal mediado por compuestos químicos liberados 

a la rizosfera. Los microorganismos y las plantas liberan a la rizosfera una variada cantidad de 

compuestos químicos que permiten una comunicación “informativa” sobre el ambiente, una vez que 

ocurre el reconocimiento químico, las plantas modifican sus procesos del desarrollo de manera 

dependiente de la señal percibida. 
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2.7.1. Adquisición de hierro en plantas, estimulada por la comunicación con 

Arthrobacter agilis UMCV2 

 

Los organismos vegetales requieren mecanismos eficientes para adquirir hierro 

del suelo y cubrir sus requerimientos nutrimentales durante su desarrollo, evitando 

efectos tóxicos. Los microorganismos de la rizosfera pueden contribuir de manera 

importante a que las plantas tengan un mayor acceso al Fe rizosférico, a través de 

la suplementación del Fe necesario (Masalha et al., 2000; Rroco et al. 2003). 

Algunas PGPRs pueden incrementar la adquisición de hierro a través de la 

reducción de Fe3+ a Fe2+ en la superficie de la raíz. Valencia-Cantero et al. (2007) 

aislaron la cepa Arthrobacter agilis UMCV2 proveniente de rizosfera de maíz (Zea 

mays L.) y la identificaron como una especie ferri-reductora con capacidad de 

incrementar la toma de Fe en plantas de frijol. Estudios posteriores mostraron que 

Arthrobacter agilis UMCV2 produce N,N-dimetil hexadecilamina, un VOC que 

modifica la arquitectura del sistema radicular en plantas de Medicago sativa 

(alfalfa), M. truncatula, y A. thaliana (Velazquez-Becerra et al., 2011; Orozco-

Mosqueda et al., 2013; Velazquez-Becerra et al., 2013; Raya-González et al., 

2017) (Fig. 16). Orozco- Mosqueda et al. (2013) y Castulo-Rubio et al. (2015) 

mostraron que los VOCs de A.  agilis UMCV2 tienen una función importante en la 

modulación del crecimiento vegetal en plantas de M. truncatula y Sorghum bicolor, 

mediante la regulación de la expresión de genes que participan en la captación de 

hierro (Fig. 16).  
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FIGURA 16. Arthrobacter agilis UMCV2 promueve el crecimiento de plantas de Medicago 

truncatula. Plantas de M. truncatula se colocaron en frascos de vidrio con medio MS. Después de 

cinco días, A. agilis UMCV2 se inoculó en viales con agar nutritivo y se incubaron por cinco días. A) 

Longitud de follaje y raíz. Los valores representan la media ± Error Estándar n=9. B) Fotografías 

representativas del sistema de interacción planta-bacteria, control e inoculado con A. agilis 

UMCV2, cinco días después de la inoculación. C) Estructura de la N-N,dimetilhexadecilamina 

producida por A. agilis UMCV2. (Modificada de Orozco-Mosqueda et al., 2013; Velazquez-Becerra 

et al., 2013) 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

Las interacciones que se presentan entre los organismos en las comunidades 

naturales, se ven influenciadas por factores ambientales como la densidad de 

individuos, que hacen uso de los recursos minerales necesarios para su 

supervivencia. La regulación de los mecanismos genéticos de los organismos 

vegetales en respuesta a estímulos bióticos como son la comunicación planta-

planta y planta-microorganismo, ocasiona cambios en las respuestas adaptativas 

que modifican la morfología de las plantas. Desde hace años se intenta elucidar 

cómo se llevan a cabo los procesos involucrados en estas respuestas, como forma 

de contribuir al mejor entendimiento del proceso de comunicación vegetal durante 

las interacciones ecológicas. Por lo tanto, analizar el efecto de la interacción 

planta-planta y planta-microorganismo utilizando como modelo de estudio a 

Arabidopisis thaliana y Arthrobacter agilis UMCV2, en condiciones óptimas de 

crecimiento y de estrés nutricional causado por deficiencia de hierro, aportará 

información valiosa sobre ecología molecular vegetal, y potenciales aplicaciones 

para incrementar la producción agrícola a través del uso de microorganismos para 

la adquisición más eficiente de nutrientes minerales. 
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4. HIPÓTESIS 

 

Los compuestos volátiles producidos por las plantas y las bacterias modifican la 

arquitectura radicular y el crecimiento de Arabidopsis thaliana mediante 

mecanismos regulados por genes que participan en las respuestas a la deficiencia 

de hierro. 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1. General 

 

Identificar genes de Arabidopsis thaliana que participan en las interacciones 

planta-planta y planta-bacteria, que modulan el crecimiento y la nutrición férrica. 

 

5.2.  Específicos 

 

1. Estudiar el impacto de los compuestos volátiles emitidos por Arabidopsis in 

vitro y en suelo en densidades de siembra contrastantes. 

2. Caracterizar el efecto de la interacción de los compuestos volátiles de 

Arthrobacter agilis UMCV2 sobre el crecimiento y desarrollo radicular de 

Arabidopsis thaliana en distinta disponibilidad de hierro. 

3. Analizar la participación de los genes de respuesta a la deficiencia de hierro 

PYE1, BTS1 e ILR3 durante la interacción de Arabidopsis thaliana con los 

compuestos volátiles de Arthrobacter agilis UMCV2 en condiciones de 

disponibilidad contrastante de hierro. 
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RESULTADOS 

 

Los principales resultados obtenidos durante la realización de este proyecto de 

tesis se presentan en los siguientes capítulos: 

 

CAPITULO I. 

Muñoz-Parra E., Pelagio-Flores R., Raya-González J., Salmerón-Barrera G., 

Ruíz-Herrera LF., Valencia-Cantero E., López-Bucio J. 2017. Plant-plant 

interactions influence developmental phase transitions, grain productivity and root 

system architecture in Arabidopsis via auxin and PFT1/MED25 signaling. Plant, 

Cell and Environment 40: 1887-1899. DOI: 10.1111/pce.12993. 

 

CAPÍTULO II. 

Muñoz-Parra E., Salmerón-Barrera G., Ruíz-Herrera LF., Valencia-Cantero E., 

López-Bucio J. 2017. Self-plant perception via long-distance signaling. Plant 

Signaling and Behavior 12: e1404218. DOI: 10.1080/15592324.2017.1404218. 

 

CAPITULO III. 

Muñoz-Parra E. 2018. Del hierro de las estrellas a nuestro cuerpo. Saber más 41: 

25-27. www.sabermas.umich.mx/archivo/articulos/352-numero-41/641-del-hierro-

de-las-estrellas-a-nuestro-cuerpo.html 

 

CAPITULO IV. 

Volatile compounds from Arthrobacter agilis UMCV2 regulates Arabidopsis thaliana 

development through iron-deficiency response genes BTS and ILR3 and 

dependently of iron availability.  
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Figure S1. 
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Figure S2. 
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Figure S3. 
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Figure S4. 
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CAPÍTULO IV. 

Capítulo en revisión para su envío a la revista Plant and Soil 

 

Volatile compounds from Arthrobacter agilis UMCV2 regulates Arabidopsis thaliana 

development through iron-deficiency response genes BTS and ILR3, and 

dependently of iron availability 

 

ABSTRACT 

Plants perceive many environmental signals that modulate plant morphogenesis and gene 

expression. Nutrient availability is an important trait for plant development. Iron (Fe) is an 

essential micronutrient for plant development and its availability is frequently limited in 

soils, leading plants to activate iron deficiency responses. Arabidopsis plants possess a 

Strategy I Fe-uptake system, recently had been described a new homeostasis signaling 

mechanism, where BTS, PYE and ILR3 genes are important components. Some 

rhizobacteria can regulate plant growth triggering Fe-uptake systems using different 

mechanisms, such as production of volatile organic compounds (VOCs), but the signal 

transduction pathways mediating VOC sensing are not fully understood. In this work we 

report that plant growth promoting rhizobacteria Arthrobacter agilis UMCV2 modulate 

Arabidopsis thaliana growth and development trough BTS and ILR3 activation via VOCs 

emission.  We show that in a separate compartments system, VOCs emitted by A. agilis 

UMCV2 modified Arabidopsis root system architecture promoting growth, and increase 

chlorophyll content.  Using confocal microscopy and imaging, the effects of UMCV2 VOCs 

on root architecture were found to be correlated with ProPYE:GFP and ProBTS:GFP gene 

expression. We tested the effect of N,N-dimethylhexadecylamine (C16-DMA), produced by 

UMCV2 strain, on plant growth and found to be regulating root architecture, inhibiting 

primary root growth. C16-DMA induced a dose-dependent effect with specific participation 

of ILR3, but these effects are not comparable to those produced by the full UMCV2 VOCs. 

Our results indicate that root responses to UMCV2 VOCs involve the components of iron 

deficiency responses, BTS and ILR3. 

 

INTRODUCTION 

Iron (Fe) is a micronutrient, necessary for maintain cellular homeostasis during plant 

growth and development (Hell and Stephan, 2003). It plays a role in a number of essential 

biochemical reactions in the energetic metabolism of plant cells. Due to its ability to gain or 

lose electrons, is an important participant in respiratory and photosynthetic electron 

transport chains in mitochondria and chloroplast, respectively (Vigani et al., 2013). Fe 

deficiency represents one of the main problems for crop production worldwide, although it 

is one of the most abundant elements on earth, it is found mostly as insoluble ferric oxide 
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or hydroxides in basic soil environments, resulting in low bioavailability (Samira et al., 

2018). Because of this, plants have evolved different mechanisms to solubilize and absorb 

Fe from soil (Schmidt, 1999; Walker and Connolly, 2008; Palmer and Guerinot, 2009). 

Nongraminaceous plants such as Arabidopsis thaliana respond to iron deficiency with the 

known reduction-based strategy (Strategy I) where, in response to iron deficiency, the 

bHLH transcription factor FIT forms heterodimers with other bHLH proteins and regulates 

expression of FRO2, an iron reductase that reduces Fe3+, and also FIT regulates the 

accumulation of IRT1 protein, the transporter of reduced Fe2+ into the symplast (Bauer et 

al., 2007; Yuan et al., 2008; Walker and Connolly, 2008; Robinson et al., 1999; Eide et al., 

1996; Vert et al., 2002; Colangelo and Guerinot, 2004). After this, iron is bound to various 

chelators, transported to the vasculature, and relocated to tissues where Fe is needed. 

Two regulatory pathways controlled by bHLH transcription factors have been shown to 

mediate these responses in Arabidopsis thaliana. The first is the previously described FIT-

regulated process. In the second, the bHLH transcription factor POPEYE (PYE) directly 

regulates the expression of genes involved in intercellular transport, mitochondrial ferric 

reduction, and other processes (Long et al., 2010). PYE physically interacts with PYE-like 

(PYEL) proteins including ILR3; and several PYEL proteins directly target PYE 

transcriptionally (Selote et al., 2015; Zhang et al., 2015; Li et al., 2016; Samira et al., 

2018). PYE and PYEL proteins can physically interact, but only PYEL proteins such as 

ILR3 have been reported to directly interact with a third protein, BRUTUS (BTS). BTS, is 

induced transcriptionally in response to iron deprivation and bts1 mutants show increased 

tolerance to iron deprivation, so that BTS and PYE/PYEL proteins act in opposing 

manners controlling the iron deficiency response (Long et al., 2010; Selote et al., 2015). 

In order to have success acquiring Fe from the rhizosphere, plants have additionally 

developed close relationships with some important partners, microorganisms. Plant 

growth-promoting rhizobacteria (PGPR) are able to modify the availability of nutrients 

through changes in the environment (Pii et al., 2015; Terrazas et al., 2016) and also 

stimulate plant growth via different mechanisms, including volatile compounds (VOCs) 

interactions that modulate some plant growth regulators, including jasmonic acid (Ortíz-

Castro et al. 2008; 2011; Spaepen et al. 2009; Raya-González et al., 2017). Different 

mechanisms have been suggested by which microbial species enhance Fe availability to 

plants, such as Fe movilization of soil iron via bacterial siderophores relese, direct 

dissimilatory Fe-reducing process, or the induction of ferric-chelate reductase activity in 

plant roots (Valencia-Cantero et al., 2007; Zhao et al., 2014; Pii et al., 2015; Orozco-

Mosqueda et al., 2013; Castulo-Rubio et al., 2015). 

Some previous reports suggest that plant iron deficiency responses are related to plant 

growth and defense regulation mechanisms (Rampey et al., 2006). A. agilis UMCV2 is a 

rhizobacterium reported with capability to promote the growth of Phaseollus vulgaris, 

Medicago truncatula, and Medicago sativa (plants with Strategy I Fe-uptake systems), 

trough Fe reduction causing plants to uptake Fe (Valencia-Cantero et al., 2007). VOCs 

emitted by A. agilis UMCV2 triggered M. sativa growth via emission of the VOC N,N-

dimethylhexadecylamine (C16-DMA) and induce expression of Strategy I Fe-uptake 
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system (Velázquez-Becerra et al., 2011; Orozco-Mosqueda et al., 2013). C16-DMA was 

also reported to activate the expression of Jasmonic acid-response gene and thus 

modulate root development (Raya-González et al., 2017).   

Although some A. agilis UMCV2 VOCs effects, specifically those for C16-DMA have been 

already reported, its relation with iron signaling in Arabidopsis had not been investigated 

so far. In the present work, we use Arabidopsis thaliana plants as a Strategy I Fe-uptake 

model system. We tested the interaction of A. agilis UMCV2 VOCs-A. thaliana to dissect a 

plant mechanism and determine if C16-DMA was involved in the modulation of PYE 

system (a Fe-homeostasis system) in plants grown under varying Fe availabilities. The 

results confirm the PGPR effect of VOCs produced by A. agilis UMCV2, and also that this 

effect occurred trough BTS signaling but it is not induced by C16-DMA. Even though, C16-

DMA does have an effect in plant growth regulation trough ILR3 participation. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Biological material and growth conditions 

A. thaliana wild-type Columbia-0 (Col-0), mutant plants pye1, bts1, ilr3-1 and transgenic 

lines ProPYE:GFP and ProBTS:GFP (Long et al., 2010; Rampey et al., 2006) were used 

for the different experiments. Seeds were surface disinfected with 95% (v/v) ethanol for 5 

min, 20% (v/v) bleach for 7 min and five washes in distilled water. Seeds were then 

stratified at 4 °C to promote and synchronize germination. The seeds were germinated and 

grown on Petri plates containing the varying treatments of iron availability in agar solidified 

0.2 X MS medium. The tested treatments were prepared as follow, Control treatment was 

iron-sufficient media, a standard 0.2 X MS medium containing 20 µM of FeSO4•7H2O. Iron 

deficient media, -Fe and -Fe+µM Ferrozine, are the same 0.2 X MS both without addition 

of FeSO4, and the last carried Ferrozine as an iron chelator for iron trace amounts present 

in phytagar. The MS medium (Murashige and Skoog Basal Salts Mixture, catalogue no. 

M5524) was purchased from Sigma. Phytagar (Micropropagation grade) was purchased 

from PhytoTechnology Laboratories. Ferrozine (3-(2-Pyridyl)-5,6-diphenyl-1,2,4-triazine-

4′,4′′-disulfonic acid sodium salt, catalogue no. P5338) was purchased from Sigma. 

The PGPR strain Arthrobacter agilis UMCV2 was isolated from lightly acid soil (Valencia-

Cantero et al., 2007). The bacterium was grown on nutrient agar (NA) at 22°C. For 

UMCV2 VOCs interaction experiments, petri plates had a physical barrier for two 

compartments, where seeds were sown on a side and four days after germination, A. agilis 

UMCV2 was inoculated on the other side, allowing only VOCs interaction per six days and 

then seedlings were analyzed. For treatments with C16-DMA, the compound was added to 

the medium before plants were sown. Petri plates were placed in a plant growth chamber 

(Percival Scientific AR95L) at 22 °C, with a 16 h light/8 h darkness photoperiod, light 

intensity of 100 μmol/m2 and 80% humidity. Petri plates were placed vertically at an angle 

of 65° to allow root growth along the agar surface and allow unimpeded aerial growth of 

the hypocotyls.  
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Analysis of growth 

Arabidopsis root system was analyzed measuring primary root length using a rule. Lateral 

root number was determined counting the lateral roots present in the primary root, from the 

tip to the root/stem transition zone using a stereoscopic microscope, and lateral root 

density was determined dividing the lateral root number value by the primary root length 

for each seedling.  

Determination of biomass and chlorophyll contents 

For fresh weight measure, Arabidopsis seedlings were weighted using an analytical 

balance. To determinate chlorophyll content, Arabidopsis leaves were detached and 

weighed measured ten days after germination. Tissue was immediately immersed in 

aqueous ethanol (96% v/v) for 30 minutes in darkness. Absorbance readings of the 

solution were recorded at 648.6 and 664.2 nm. Total chlorophyll content was calculated as 

(5.24*A663.2 + 22.24*A648.6)/1000*(fresh weight of leaves); calculated values were 

reported as mg chlorophyll per g-1 fresh weight, as described by Lichtenthaler (1987). 

Propidium iodide staining and green fluorescent protein detection 

For fluorescent staining with propidium iodide, plants were transferred from the growth 

medium to 10 mg mL-1 propidium iodide solution for 1 min. Seedlings were rinsed in water 

and mounted in 50% (v/v) glycerol on microscope slides. The same sample was recorded 

separately at wavelengths specific to propidium iodide fluorescence, with a 568 nm 

excitation line and an emission window of 585 to 610 nm, and GFP emission, with a 500 to 

523 nm emission filter (488 nm excitation line), using a confocal microscope (Olympus 

FV1000), after which the two images were merged to produce the final image. 

Data analyses  

For all experiments, the overall data were statistically analyzed in the Statistica 10 

program (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA). Univariate and multivariate analyses with Tukey‟s 

post hoc test were used for testing the differences in growth and root developmental 

responses in all plants. Different letters are used to indicate the means that differ 

significantly (P < 0.05). 

 

RESULTS 

Iron availability regulates root development, plant biomass and chlorophyll 

production  

Nutrient availability is a well-known regulator of plant growth and development. Iron is an 

indispensable plant micronutrient and its homeostasis is needed to acquire optimal growth. 

To first characterize the effect of iron availability in Arabidopsis development, root system 

architecture, biomass and chlorophyll production were analyzed. Arabidopsis seeds were 

sown and grown for ten days on optimal iron conditions (20 µM) as Control treatment, and 
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on a series of treatments decreasing iron availability as an increase of Ferrozine was 

added from 25 to 150 µM. To determine if root developmental programs are sensitive to 

iron availability, we evaluated primary root length and lateral root number. We found that 

low iron availability significantly inhibit the primary root growth as Ferrozine concentrations 

increase (Fig. 1A) and also lateral root number increased as less iron is available (Fig. 

1B). It has been reported that under low iron conditions, seedlings present lower 

chlorophyll content and produced less total biomass, therefore we analyzed this 

parameters for Arabidopsis. Ten days after germination, Arabidopsis seedlings were 

weight-measured and then treated for chlorophyll quantification. The obtained results 

indicate than both parameters decrease on an iron availability-dependent manner. 

Biomass in control conditions was of 20 mg per plant, while in plants grown in 150 µM 

Ferrozine treatment, biomass production was less than half. Moreover, while chlorophyll 

content was of 0.8 mg/g-1 FW in control, the treatment with less iron available show to 

produce only 0.2 mg/g-1 FW. These data suggest that iron availability affects several 

processes during seedling growth in Arabidopsis. 

 

 

Figure 1. Iron availability modulates Arabidopsis root development, biomass and chlorophyll 
production. Arabidopsis Col-0 seedlings were grown in optimal iron conditions (Control), or Fe-
deficient treatments induced by the increasing addition of ferrozine (chelator). Measures were 
realized ten days after germination. a) Primary root length, b) Lateral root number, c) Plant fresh 

weight and d) Chlorophyll content. Data show the mean ±SE for three groups of 15 seedlings. Error 

bars represent standard errors. Different letters indicate statistical differences at P<0.05. The 
experiment was repeated three times with similar results. 
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Volatile compounds of Arthrobacter agilis UMCV2 regulates Arabidopsis 

development dependently of iron availability 

To determine the effects of UMCV2 VOCs on the growth of Arabidopsis seedlings grown 

under different iron availability, we sown Arabidopsis seedlings in one side of one divided 

Petri plates containing 0.2x MS media in control, -Fe and -Fe + 100 µM Ferrozine 

treatments. Four days after germination A. agilis UMCV2 was inoculated on the other side 

of the plate to allow only volatile communication. Primary root length, lateral root number, 

biomass and chlorophyll production were determined six days after inoculation. The results 

showed that UMCV2 VOCs increased 50% the growth of primary root length, and also 

increased near twice lateral roots formation in control treatments (Fig. 2A, B), correlating to 

a 100% more biomass production and 50% chlorophyll content increase (Fig. 2 C, D). 

Interestingly, in -Fe treatments, even though UMCV2 VOCs showed a promoter effect, this 

was diminished compared to control treatment, and for the 100 µM Ferrozine treatment, 

UMCV2 VOCs were unable to promote any of the analyzed parameters (Fig. 2). This 

indicates that the growth and development promoter effect of A. agilis UMCV2 VOCs is 

dependent of iron availability in plant growth media. 

 

Figure 2. Volatile compounds produced by A. agilis UMCV2 increased Arabidopsis root growth, 
biomass and chlorophyll production dependently of iron availability. Arabidopsis Col-0 seedlings 
were grown in optimal iron conditions (Control), or Fe-deficient treatments. UMCV2 inoculation was 
made four days after germination and measures were realized six days after. a) Primary root length, 

b) Lateral root number, c) Plant fresh weight and d) Chlorophyll content. Data show the mean ±SE 

for three groups of 15 seedlings. Error bars represent standard errors. Different letters indicate 
statistical differences at P<0.05. The experiment was repeated three times with similar results.  
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PYE, a transcription factor involved in responding to iron deficiency shows an 

expression induced by A. agilis UMCV2 volatile compounds  

It has been reported that plants exposed to iron deprivation showed PYE activation, a 

transcriptional factor that regulates iron homeostasis genes (Long et al., 2010). To analyze 

if volatile compounds of A. agilis UMCV2 promote Arabidopsis development trough 

activating iron stress response genes, we next analyzed the transgenic line ProPYE:GFP. 

We sowed and grown ProPYE:GFP seeds in divided Petri plates under Control, -Fe and -

Fe + 100 µM Ferrozine treatments. Four days after germination A. agilis UMCV2 was 

inoculated allowing only volatile communication, and six days after inoculation, seedlings 

were stained and analyzed by confocal microscopy.  Figure 3 shows that, in uninoculated 

control ProPYE:GFP expression is not visible, but when iron deprivation is induced in 

growth media, expression levels increased and become visible in the root vasculature, 

columella root cap, and lateral root cap. Moreover, in treatments inoculated with A. agilis 

UMCV2, ProPYE:GFP expression was increased for all treatments, both iron sufficiency 

and deficiency, and also in the three analyzed tissues. These findings suggest that 

although PYE expression is stronger under iron deprivation conditions, bacterial VOCs 

form A. agilis UMCV2 had the capability to induce the expression of an iron stress gene in 

seedlings growing under optimal iron conditions and increase PYE expression in iron 

deprivation treatments compared to uninoculated controls. 
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Figure 3. A. agilis UMCV2 volatile compounds modulate the expression of ProPYE:GFP, an iron 
deficiency-responsive gene in primary root system. Arabidopsis thaliana transgenic ProPYE:GFP 
seedlings were grown in optimal iron conditions (Control), or Fe-deficient treatments. UMCV2 
inoculation was made four days after germination and six days later measure was performed. 
Seedlings were stained with propidium iodide and analyzed by confocal microscopy. Micrographs 
show individuals representative of at least 10 seedlings. Note that UMCV2 VOCs treatments 
increase ProPYE:GFP reporter expression in primary root, vascular tissue and lateral roots.  

 

BTS, a PYE-opposite player in iron deficiency response is induced by A. agilis 

UMCV2 volatile compounds 

BRUTUS (BTS), a RING E3 ligase plays a major role in regulating iron‐deficiency 

responses in A. thaliana (Long et al., 2010; Matthiadis and Long, 2016). Similar to PYE, 

BTS is upregulated by iron deficiency specifically in the pericycle (Long et al., 2010), and it 

had been proposed that BTS acts upstream PYE (Zhang et al. 2015). For this reasons and 

our past results, we decide to evaluate ProBTS:GFP transgenic line under iron deficiency 

treatments in contact with UMCV2 VOCs. We sowed and grown ProBTS:GFP seeds in 

divided Petri plates containing Control growth media, -Fe and -Fe + 100 µM Ferrozine 

treatments. Four days after germination A. agilis UMCV2 was inoculated to allow only 

volatile communication, and six days after inoculation, seddings were stained and 

analyzed by confocal microscopy. The results obtained showed that under uninoculated 

tratments, ProBTS:GFP expression is induced mainly in vascular tissues, primary and 

lateral roots only under iron deprivation (Fig. 4). Interestingly, in treatments inoculated with 

A. agilis UMCV2, ProBTS:GFP expression was induced from control conditions in vascular 

tissue, to iron deficiency treatments in the three analyzed tissues (Fig. 4). Our finding 

suggests that BTS beside being induced by iron deprivation, its expression can also be 

induced by bacterial VOCs form A. agilis UMCV2. It is worth noting that UMCV2 VOCs can 

induce the activation of iron homeostasis genes in treatments with optimal iron quantities. 
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Figure 4. A. agilis UMCV2 volatile compounds modulate the expression of ProBTS:GFP, an iron 
deficiency-responsive gene in primary root system. A. thaliana transgenic ProBTS:GFP seedlings 
were grown in optimal iron conditions (Control), or Fe-deficient treatments. UMCV2 inoculation was 
made four days after germination and six days later measure was performed. Seedlings were 
stained with propidium iodide and analyzed by confocal microscopy. Micrographs show individuals 
representative of at least 10 seedlings. Note that UMCV2 VOCs treatments increase ProBTS:GFP 
reporter expression mainly in vascular tissue 

 

Arabidopsis development induced by volatile compounds of A. agilis UMCV2 is 

dependent of BTS participation 

To gain further insight into the role of PYE and BTS in response to A. agilis UMCV2 

volatile compounds, we analyzed the response of wild type Columbia 0, and A. thaliana 

mutant lines pye1 and bts1, affected in those genes related to iron deficiency responses. 

To investigate the involvement of UMCV2 VOCs in biomass production and root growth, A. 

thaliana WT and mutant lines pye1 and bts1 were grown on divided Petri plates containing 

control or iron deficient (-Fe + 100 µM Ferrozine) growth media. Four days after 

germination, A. agilis UMCV2 was inoculated and six days after inoculation plant fresh 

weight and primary root growth were analyzed. The obtained results showed that in control 

treatment volatile compounds from A. agilis UMCV2 induced biomass production and 

primary root growth in Col-0 and pye1, but not in bts1. Under Fe deprivation treatment, the 

opposite effect of pye1 and bts1 in response to low Fe availability appeared, pye1 mutant 
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showed Fe-deficiency hypersensitivity evidenced by a reduced biomass production and a 

shortening in primary root growth compared to Col-0, while bts1 mutant showed a 

phenotype of resistance to Fe deprivation, having bigger biomass production and primary 

root growth. Interestingly, UMCV2 VOCs were unable to induce any growth or 

developmental promotor effect on bts1 mutant. Together, these results indicate that 

UMCV2 VOCs have a promotor effect during Arabidopsis growth and development and 

this is dependent of BTS participation (Fig. 5). 

 

 

Figure 5. A. agilis UMCV2 volatile compounds requires BTS, an iron deficiency response gene to 
regulate Arabidopsis thaliana growth and development. Seedlings were germinated and grown 
under optimal iron conditions (Control), or Fe-deficient treatment. UMCV2 inoculation was made 
four days after germination and six days later measure was performed. a) Plant fresh weight, b) 
Primary root length, c) Representative photographs of seedlings grown in analyzed treatments. 
Photographs show representative plates; each treatment included three plates. Data from (a-b) 
show the mean ±SE for the three groups of 12 seedlings. Error bars represent standard errors. 
Different letters indicate statistical differences at P<0.05. The experiment was repeated three times 
with similar results. 

 

N,N-dimethylhexadecylamine, a major volatile produced by A. agilis UMCV2 is 

responsible for the promotor effect in growth and development in Arabidopsis. 

Previous works had shown that C16-DMA, a volatile compound emitted by A. agilis 

UMCV2, changes its abundance in presence of vegetal organisms like Medicago 

truncatula and induce some plant responses to iron deprivation (Orozco-Mosqueda et al., 

2013). We wonder if C16-DMA was the VOC responsible for the previously observed plant 

responses. To analyzed Arabidopsis plants in response to C16-DMA, we sown and growth 
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Col-0, pye1 and bts1 plants in MS 0.2x media containing C16-DMA increasing 

concentrations. Ten days after germination, root system architecture was measured. The 

results indicate that for primary root growth, 2 µM of C16-DMA had a promotor effect, while 

8 and 16 µM C16-DMA concentration causes a primary root growth inhibition compared to 

control seedlings (Fig. 6A). Interestingly, the mutants tasted did not show significant 

differences compared to WT in any of the analyzed concentrations (Fig. 6A). Lateral root 

number and lateral root density showed a dose-dependent effect to increase as C16-DMA 

concentration increases in WT and pye1 seedlings, but for bts1 this effect was opposite 

(Fig. 6B, C). Together, the results suggest that low concentrations of C16-DMA are 

responsible for the observed phenotype in primary root growth and C16-DMA might also 

be playing a role in the regulation of lateral root development though a mechanism 

involving BTS participation. 
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Figure 6. Effect of N,N-dimethylhexadecylamine on A. thaliana root architecture. Arabidopsis 
seedlings were germinated and grown on MS 0.2x MS agar medium supplemented with the solvent 
(Control) or C16-DMA concentrations for 10 days and root phenotype was evaluated. a) Primary 
root length, b) Lateral root number, c) Lateral root density (lateral root number/primary root length). 
Note that in primary root, 2 µM C16-DMA had a growth promotion effect and in high concentrations 

has an inhibitory effect, but no significant differences were observed in the analyzed mutants. Data 
show the mean ±SE from 12 seedlings. Different letters indicate statistical differences at P < 0.05. 

The experiment was repeated three times with similar results. 
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C16-DMA did not induce ProPYE:GFP nor ProBTS:GFP expression in primary root 

tips of Arabidopsis seedlings 

To confirm our pasts results, we next analyzed the transgenic lines ProPYE:GFP and 

ProBTS:GFP in presence of 2 and 4 µM of C16-DMA, we used as positive control the 

treatment -Fe + 100 µM Ferrozine. Seedlings were analyzed seven days after germination 

by confocal microscopy and representative micrographs of the obtained results are shown 

in figure 7. The results shows that in control treatment there were no expression of the 

reporter genes, meanwhile in the positive control, plants shows the characteristic 

expression induced by iron deprivation for both reporter genes in primary root. Treatments 

with 2 and 4 µM of C16-DMA did not induce genes expression compared to its respective 

positive controls. It is important to point out that primary root morphology of plants treated 

with 4 µM of C16-DMA shows alterations on meristematic cell organization. Taken 

together, these results suggest that C16-DMA, a volatile compound produced by A. agilis 

UMCV2 is responsible for primary root growth promotor effect independently of PYE and 

BTS.   

 

Figure 7. C16-DMA does not induce ProPYE:GFP nor ProBTS:GFP expression in primary root tips. 
A. thaliana transgenic ProPYE:GFP and ProBTS:GFP seedlings were grown in optimal iron 

conditions (Control), Fe-deficient treatments (-Fe+100 µM Fzn) as positive control, or C16-DMA 

treatments for seven days after germination. Seedlings were stained with propidium iodide and 
analyzed by confocal microscopy. Micrographs show individuals representative of at least 10 
seedlings. Note that C16-DMA treatments does not increase ProPYE:GFP nor ProBTS:GFP 
reporter expression, but alters  meristem cell organization in primary root tips. The experiment was 
repeated twice with similar results. 
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ILR3/bHLH105 participates in root growth regulation of Arabidopsis in response to 

C16-DMA  

The transcription factor IAA-LEUCINE RESISTANT3 (ILR3) has been described to 

regulate iron deficiency responses in Arabidopsis, and also it has been suggested that 

interacts with POPEYE (PYE), a bHLH homolog and BTS, a putative E3 ligase. Due to our 

past results where PYE1 and BTS1 did not respond to C16-DMA, we wonder if ILR3 might 

be implicated in response to this volatile compound produced by A. agilis UMCV2. To test 

this, we analyzed ilr3-1 function gain mutant line form Arabidopsis, in treatments with iron 

deprivation, C16-DMA and a combination of iron deprivation treatment adding C16-DMA. 

Plants were grown in the different treatments and analyzed ten days after germination. 

The obtained results showed that in control treatment, ilr3-1 had a small primary root 

compared to WT; under iron deprivation treatment, Col-0 seedlings showed the 

characteristic shortening in primary root while ilr3-1 showed the reported phenotype of 

resistance to primary root inhibition; treatment with 8 µM C16-DMA causes hypersensitivity 

in ilr3-1 mutant observed in the short size of primary root compared to Col-0 and finally, 

the combined treatment of iron deprivation and C16-DMA shows that in Col-0 seedlings 

seems to be a synergic effect causing the most significant primary root growth inhibition, 

but for ilr3-1 mutant this effect did not occurred, because its primary roots had the same 

size as control plants (Fig. 8). These results suggest that ILR3 plays a role in regulating 

root system growth of Arabidopsis plants in response to C16-DMA volatile compound. 

 

 

Figure 8. C16-DMA requires ILR3, a bHLH iron deficiency response gene to regulate primary root 
growth in A. thaliana. Seedlings were germinated and grown under optimal iron conditions 

(Control), or Fe-deficient treatment with or without 8 µM of C16-DMA supplemented. Ten days after 

germination, measure was performed. a) Primary root length, b) Representative photographs of 
Col-0 and ilr3-1 mutant seedlings grown in analyzed treatments. Photographs are representative for 
three replicates each treatment. Note that ilr3-1 shows resistance to iron-deficiency root growth 
inhibition and hypersensitivity to C16-DMA treatment. Data from in panel a) show the mean ±SE for 
the three groups of 12 seedlings. Error bars represent standard errors. Different letters indicate 
statistical differences at P<0.05. The experiment was repeated three times with similar results. 
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DISCUSSION 

Iron is one of the main microelements needed to acquire optimal plant development and 

functioning. In Arabidopsis, iron homeostasis is known to be controlled by bHLH family 

proteins (Long et al., 2010; Li et al., 2016; Samira et al., 2018; Cui et al., 2018), PYE 

transcription factor is responsible to trigger one main pathways responsible for iron 

deficiency responses (Long et al.,2010). Volatile organic compounds produced by plant 

growth promoting rhizobacterium (PGPR) have been reported to stimulate plant growth 

(Ryu et al., 2003; Park et al., 2015; Raza et al., 2016; Tahir et al., 2017). In previous 

works, our group reported that bacterial volatile compounds emmited by the Actinobacteria 

A. agilis UMCV2, can trigger growth promotion in Strategy I plants and also activate iron 

deficiency responses (Valencia-Cantero et al, 2007; Orozco-Mosqueda et al, 2013). 

However, is not completely clear which role are playing this responses in plant growth 

induction. In this study, we identified two Arabidopsis genes with a reported role in iron 

deficiency responses, PYE and ILR3 now functioning in plant growth promotion by volatile 

compounds of A. agilis UMCV2. 

Iron availability modulate plant growth and development 

Previous reports that suggest iron deprivation can be induced using iron chelators 

(Stookey, 1970). Ferrozine (3-(2-pyridyl)-5,6-bis(4-phenylsulfonic acid)-1,3,4-triazine) 

function as an iron chelator and has been used for the pasts years to induce plant iron 

deficiency responses like root and vegetative growth inhibition in some plant species 

(Stookey, 1970; Valencia-Cantero et al., 2007; Long et al., 2010; Zhang et al., 2015). 

Reports using ferrozine in Arabidopsis showed that this compound induces plant chlorosis 

and root growth inhibition (Long et al., 2010; Zhang et al., 2015), both characteristic 

symptoms of iron deprivation. Our results nicely mesh with previous reports by showing 

that iron deprivation caused by ferrozine treatments inhibits primary root growth, induces 

lateral root formation and decreases biomass and chlorophyll production in a dose-

dependent way in Arabidopsis seedlings (Fig. 1). Interestingly, higher ferrozine 

concentrations of up to 100 µM did not significantly affect primary root growth or lateral 

root formation (Fig. 1A, B), indicating a maximum inhibitory effect of iron deprivation 

toward regulating Arabidopsis growth and developmental processes like root system 

architecture and confirming the iron chelator role played by ferrozine in Arabidopsis growth 

media. 

Arabidopsis growth and development can be modified by A. agilis UMCV2 VOCs 

Once we were able to establish iron deprivation conditions by using ferrozine, and knowing 

that A. agilis UMCV2 volatile compounds were able to modulate plant growth in Medicago 

truncatula and Sorgum bicolor plants by activating some genes of iron deficiency response 

(Orozco-Mosqueda et al., 2013; Castulo-Rubio et al., 2015), we tested the hypothesis that 

volatile compounds from A. agilis UMCV2 could modified the growth of Arabidopsis plants. 

First, we determined Arabidopsis plant growth-promoting effect of A. agilis UMCV2 by 

volatile compounds interaction in an in vitro system. We used a separate compartment 

system to test the effect of A. agilis UMCV2 volatile compounds on the growth of 
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Arabidopsis Col-0 plants, and to avoid the effect of direct plant-bacteria contact or 

diffusible compounds. The analysis were performed after six days of VOCs interaction and 

it showed that plants grown under VOCs interaction, produced a significant increase in 

primary root growth and lateral root number under optimal iron conditions and this effect is 

lost as iron availability decreases (Fig. 2A, B). Simultaneously, volatile compounds of A. 

agilis UMCV2 induce a significant increase in plant fresh weight and chlorophyll content in 

control treatment but when iron deprivation exist, this effect is also loosed (Fig. 2C, D). 

These results suggest that volatile compounds of A. agilis UMCV2 are capable of regulate 

plant growth and development. Similar results had been obtained in systems with 

Arabidopsis-Bacillus subtilis GB03, Medicago truncatula-Sinorhizobium melioti, Nicotiana 

tabacum-Pseudomonas fluorescens SS101 and Solanum lycopersicum-Bacillus subtilis 

SYST2 (Xie et al., 2009; Orozco-Mosqueda et al., 2013; Park et al., 2015; Tahir et al., 

2017). 

A. agilis UMCV2 VOCs induce Arabidopsis growth and development involving BTS 

participation 

To further explore the mechanisms of Arabidopsis in response to A. agilis UMCV2 volatile 

compounds in seedlings grown under different iron availability treatments, we tested the 

expression of ProPYE:GFP and ProBTS:GFP iron deficiency inducible markers. GFP 

florescence increased in treatments with iron deficiency, consistent with an iron-deficiency 

response mechanism (Long et al., 2010). Interestingly, we observed enhanced 

ProPYE:GFP and ProBTS:GFP fluorescence after A. agilis UMCV2 volatile compounds 

interaction in primary root tips, particularly in the vascular tissue and lateral root tips, which 

indicates an activation of PYE pathway during root growth and development (Figs. 3, 4). 

The iron deficiency responses activated by bacterial volatile compounds has been poorly 

investigated. For the past ten years, a few works revealed that microorganisms are 

capable of induce iron deficiency responses such as ferric reductase activity, rizosphere 

acidification, and expression of genes associated to those responses (Zhang et al., 2009; 

Orozco-Mosqueda et al., 2013; Castulo-Rubio et al., 2015; Montejano-Ramírez et al., 

2018; Zhou et al., 2018). The possibility that A. agilis UMCV2 volatile compounds could 

modulate iron deficiency response pathways in Arabidopsis to induce plant growth 

regulation, might be suggesting adaptive interkingdom communication evolutionary 

conserved. 

In rice and mammals, HRZs and FBXL5 are the respective known iron sensors that 

negatively regulate iron acquisition (Salahudeen et al., 2009; Vashisht et al., 2009). In 

Arabidopsis, BTS is its homolog, Long et al. (2010) reported bts1 mutant with tolerance to 

iron deficiency and Zhang et al. (2015) propose a model in which BTS may function as the 

Arabidopsis iron sensor by regulating the stability of downstream factors including PYE 

and ILR3. Changes in iron deficiency response genes correlate with root system 

architecture modulation (Valencia-Cantero et al., 2007; Long et al., 2010; Zhang et al., 

2015). Our finding that A. agilis UMCV2 volatile compounds increase gene expression of 

iron deficiency response genes in Arabidopsis primary root suggests that UMCV2 VOC´s 

modifies root development by altering PYE pathway. Consistent with this hypothesis, bts1 



89 
 

mutant did not respond to UMCV2 VOCs, indicating the possible role of BTS in UMCV2 

VOCs root responses. In the same treatments pye1 mutant showed a normal response to 

UMCV2 VOCs in primary root (Fig. 5). These results suggest that UMCV2 VOCs increase 

in BTS expression, resulted in the activation of PYE pathway and drive to root growth 

regulation, although PYE was activated, pye1 mutant results suggest BTS plays a main 

role in response to A. agilis UMCV2 VOCs by the probably activation of not only PYE, but 

some others downstream genes.  

N,N- dimethylhexadecylamine, one main VOC produced by A. agilis UMCV2 have a 

distinct function than full VOCs emitted, and specifically needs ILR3 participation   

N,N-dimethylhexadecylamine (C16-DMA) is an amino-containing lipid, identified from A. 

agilis UMCV2 (Velázquez-Becerra et al., 2011) and it has been found to be produced by 

some others rhizobacteria including genera of Bacillus, Sinorhizobium and Pseudomonas 

(Liu et al., 2008; Orozco-Mosqueda et al., 2013; Hernández-León et al., 2015). C16-DMA 

has been found to modulate growth and development in several plant species including A. 

thaliana affecting shoot biomass, stem length, chlorophyll production, and root system 

architecture (RSA) (Velázquez-Becerra et al., 2011; Valencia-Cantero et al., 2015; 

Castulo-Rubio et al., 2015; Raya-González et al., 2017). Interestingly, in Sorgum bicolor 

plants, C16-DMA increased root ferric reductase (FRO) gene expression, suggesting an 

important role of this amine in modulating Fe nutritional status (Castulo-Rubio et al., 2015). 

Here, we demonstrate that at varying increasing concentrations, C16-DMA inhibits 

Arabidopsis primary root growth and that neither PYE nor BTS participate in this response 

(Fig. 6A). However, BTS participate in lateral root numbers formation, which suggest that 

specific root developmental programs are regulated by C16-DMA where BTS plays an 

important role.  

To confirm whether BTS and PYE iron deficiency response genes are involved in A. 

thaliana responses to C16-DMA, we evaluated the expression of ProPYE:GFP and 

ProBTS:GFP in response to C16-DMA. No one of the analyzed Arabidopsis lines showed 

that GFP fluorescence increased after seven days of treatment (Fig. 7). The lack of GFP 

increase, associated with the primary root phenotype present in the higher C16-DMA 

concentration, which is quite different to that present in A. agilis UMCV2 VOCs interaction, 

supports our previous results, suggesting that C16-DMA is not the responsible VOC for 

Arabidopsis growth promotion observed in interaction with full VOCs pool. This was not 

entirely surprising, as recent studies have shown that C16-DMA regulates Arabidopsis root 

development and activates jasmonic acid responsive gene expression involving JAR1, 

COI1 and MYC2 elements (Raya-González et al., 2017). We cannot exclude the possibility 

that C16-DMA could modulate Arabidopsis development through the activation of some 

other iron deficiency response genes due to the connections between iron and jasmonic 

acid signaling (Martínez-Medina et al., 2017). 

Another component in iron deficiency response signaling is IAA-LEUCINE RESISTANT 3, 

which encodes a basic helix-loop-helix (bHLH) leucine zipper transcription factor, 

bHLH105 that plays a role in metal ion-mediated auxin sensing (Rampey et al., 2006). 

bHLH proteins commonly form homodimers and heterodimers that interact with 
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downstream targets (Littlewood and Evan, 1998; Toledo-Ortíz et al., 2003). ILR3 was 

suggested to act as an intermediary, binding directly with BTS or PYE playing a role in 

iron-mediated auxin sensing in Arabidopsis roots (Rampey et al., 2006; Long et al., 2010; 

Zhang et al. 2015). We were able to report here ilr3-1, a mutant with a gain of function to 

IAA-Leu sensitivity (conferred by its high mRNA expression levels), now playing a role in 

response to C16-DMA. Interestingly, the iron deficiency response of resistance presented 

in ilr3-1 mutant was diminished in C16-DMA presence, revealing that the effect of this 

compound and iron signaling converge in ILR3 to regulate primary root growth in 

Arabidopsis seedlings. Based on these results, we suggest that C16-DMA acts trough 

specific target genes to regulate specific root developmental traits. 

In conclusion, this work showed that A. agilis UMCV2 VOCs, modulated A. thaliana 

morphogenesis, promoted plant growth, and induced PYE and BTS expression, while 

C16-DMA induces ILR3 and modified ilr3-1 response to iron deprivation. As far as we 

know, this we are the first to relate components of an iron deficiency response mechanism 

with plant growth promotion in response to bacterial VOCs in Arabidopsis thaliana. We 

propose that A. agilis UMCV2 VOCs and C16-DMA produce a plant growth effect 

dependent of specific iron deficiency response genes induction. The utility of bacterial 

VOCs manipulation in plant physiology is a novel research field that will lead to future 

important applications in agricultural production. 
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7. DISCUSIÓN GENERAL Y CONCLUSIONES 

 

Uno de los principales enigmas en ecología de comunidades, es el papel que 

presentan las interacciones vegetales en determinar la coexistencia y desempeño 

de los individuos dentro de la comunidad. Los organismos vegetales debido a su 

carácter sésil, se encuentran bajo estímulos bióticos y abióticos, y las plantas 

tienen la capacidad de modificar su morfología y fisiología en respuesta a 

variaciones ambientales, particularmente en la búsqueda de recursos (Hodge, 

2004, 2006; Valladares et al., 2007; Dicke, 2009; Trewavas, 2009). 

En especies vegetales de importancia económica, se han llevado a cabo 

investigaciones sobre la búsqueda de variedades competitivas, es decir que 

presenten características que les permitan obtener un recurso dado con una 

menor inversión energética (Gibson et al., 1999). Aunque, aún existe controversia 

al respecto, estas características incluyen la habilidad de consumir recursos y/o la 

plasticidad del crecimiento en respuesta a la disponibilidad espacio-temporal de 

los recursos (Craine, 2005; Fargione y Tilman, 2006). Sin embargo, aún no se 

encuentra completamente descrito cuáles serían los mecanismos que inducen 

estas características en respuesta a estímulos específicos. 

Debido a la complejidad de las interacciones ecológicas que se presentan 

en las comunidades naturales activando variadas rutas de señalización; este 

trabajo, se enfocó en dos tipos de interacciones principales: i) interacción planta-

planta, analizando el efecto de la densidad poblacional sobre el crecimiento y 

desarrollo de Arabidopsis thaliana, e ii) interacción planta-microorganismo 

utilizando a los modelos A. thaliana y Arthrobacter agilis UMCV2, en un sistema de 

disponibilidades contrastantes de nutrición férrica para la planta. Los resultados 

principales se discuten a continuación. 

La densidad poblacional es un factor ecológico que modula la morfología 

vegetal y los procesos del desarrollo, sin embargo sus efectos han sido 

escasamente investigados. Se realizó el análisis de respuestas en programas del 

desarrollo mediados por auxinas, en plantas de A. thaliana crecidas en diferentes 

densidades de individuos tanto in vitro como en suelo. 
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Inicialmente, se analizó la morfología del crecimiento del sistema aéreo de 

la planta, para determinar si la densidad poblacional podría modular algún proceso 

fisiológico, que llevara a una respuesta en la plasticidad fenotípica de las plantas 

de manera dependiente del número de individuos, como ya se había reportado 

previamente (Masclaux et al., 2012). Para esto se analizaron plantas de A. 

thaliana crecidas en densidades crecientes de manera exponencial desde 1 hasta 

32. Los resultados mostraron que, de manera dependiente de la densidad 

poblacional se presenta una disminución del tamaño de roseta en el número de 

hojas que la componen, el tamaño de las mismas y los peciolos que las sostienen. 

Lo anterior indica que la densidad poblacional modula el desarrollo del sistema 

vegetativo (Cap. I, Fig. 1), reduciendo así el área principal de la planta que se 

encarga de realizar la fotosíntesis y por tanto la producción de biomasa. 

En cuanto al tiempo de emergencia de los tallos, que son los que dan lugar 

a las estructuras reproductivas, las flores y finalmente a los frutos, no se observó 

una diferencia significativa (Cap. I, Fig. 2A). Conforme pasa el tiempo, plantas en 

alta densidad llegan a una altura máxima antes que las que crecen en baja 

densidad y esta altura fue aproximadamente igual en todos los individuos del 

tratamiento (Cap. I, Fig. 2A, B).  Junto con la aceleración de la etapa reproductiva 

en alta densidad, se presenta una aceleración en la senescencia (Cap I. Figs.1C, 

D; 2D y 3D), lo que coincide con la “decisión” de las plantas de detener su 

desarrollo vegetativo al iniciar el desarrollo reproductivo (Araki, 2001).  

En el análisis sobre la producción de semillas se observó que la 

disminución en la producción por planta es drástica, dependiente de la densidad 

poblacional (Cap. I, Fig. 3). Desde el punto de vista ecológico, resulta interesante 

notar la importancia de este trabajo en la agricultura, donde organismos de la 

misma especie crecen de forma cercana en áreas definidas, induciendo así una 

relación intraespecifica. Este tipo de cultivos son el resultado de una selección 

antropogénica con la intención de obtener mayores rendimientos por área 

cultivada. Los mejoradores han realizado selecciones de variedades, en base a 

cambios positivos en la habilidad competitiva que permite una mayor producción 

de frutos (Weiner, 2003). Sin embargo, el desarrollo radicular no ha sido 
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considerado por los mejoradores, e indirectamente pudo haber llevado sin 

conocimiento alguno a una selección de variedades con reducida sensibilidad al 

reconocimiento de individuos vecinos. Adicionalmente a las implicaciones del 

reconocimiento de la raíz, el hecho de que las plantas respondan a la 

identificación de características específicas de sus vecinos podría contribuir al 

aumento en la habilidad competitiva, lo que resultaría en variedades con reducida 

capacidad de reconocimiento de vecinos como una característica que podría 

incrementar el rendimiento de los cultivos. 

Por lo anterior, fue importante el análisis sobre la morfología de Arabidopsis 

en etapas tempranas, donde los organismos son más sensibles a los cambios en 

el ambiente (Knezevic et al., 2002; Seem et al., 2003). Resultó entonces 

importante analizar la arquitectura radicular de A. thaliana bajo condiciones de 

crecimiento en diferente densidad de individuos. Los resultados indicaron que de 

manera dependiente del aumento en densidad poblacional, se presentó una 

disminución en el crecimiento de la raíz primaria, así como de la formación de 

raíces laterales y por tanto de la densidad de las mismas (Cap. I, Fig. 5). Dicho 

efecto inhibitorio sobre la arquitectura radicular podría deberse a: i) que las plantas 

estaban compitiendo por nutrientes del medio, CO2 del ambiente o espacio en el 

sistema, o ii) que estaban autoregulando su crecimiento de forma similar al 

quorum sensing que se presenta en bacterias (Walters y Bassler, 2005). 

Para analizar estas posibilidades se realizaron dos experimentos, el primero 

fue el análisis del sistema radicular en cajas divididas, para determinar si todas las 

variaciones en la densidad poblacional afectaban el crecimiento de plantas 

vecinas en baja densidad, sin contacto físico. Se observó de manera dependiente 

de la densidad poblacional una inhibición del crecimiento de plantas vecinas (Cap. 

II, Fig. 1), lo cual sugería que la disminución en el crecimiento de las plantas no se 

debía a una limitante de nutrientes, debido a que las crecidas en baja densidad no 

tenían ningún vecino que compitiera por espacio o nutrientes en el medio. 

Además, el análisis del presente estudio contrasta con el hecho de que los 

fenotipos reportados en deficiencia de nutrientes, incluían siempre la inhibición en 

el crecimiento de la raíz primaria, no así la formación de raíces laterales (López-
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Bucio et al., 2002; Forde y Walch-Liu, 2009). En este estudio, los efectos de 

represión del desarrollo observados fueron en ambos procesos a la vez, 

descartando con esto que las plantas presenten esta respuesta por una deficiencia 

de nutrientes, los resultados contrastan también con trabajos previos en donde 

sugieren que las plantas responden al espacio en que crecen, más que a la 

cantidad de individuos que tengan a su alrededor (Schenk, 2006). Debido a que 

las plantas no tienen un contacto físico, este experimento también sugiere que la 

regulación del desarrollo puede estar mediada por compuestos volátiles. Algunos 

reportes sugieren que en especies como Trifolium glomerata y Dactilus pratense 

(Kigathi et al., 2013) la interferencia ocasionada por compuestos químicos entre 

las plantas altera las relaciones entre la densidad y el crecimiento vegetal 

(Weidenhamer et al. 1989; Sinkkonen, 2001).  

Los análisis del sistema radicular mostraron una disminución en el número 

de raíces laterales de manera dependiente de la densidad poblacional, por lo que 

analizamos si tal fenómeno se debía a la formación de novo de primordios de 

raíces laterales o a una inhibición en la maduración de los primordios existentes 

de manera normal en las plantas. Los resultados obtenidos indicaron que en alta 

densidad, se observan pocos primordios en todas las etapas de maduración y las 

raíces laterales emergidas son menos, por lo que al analizar el número total de 

primordios concluimos que la densidad está afectando no solo la formación de 

novo debido a una deficiencia en la diferenciación celular, sino además afecta la 

maduración de los primordios ya existentes, sugiriendo que el proceso de división 

celular podría encontrarse afectado en alta densidad. Debido a que la división 

celular es un proceso modulado por auxinas, se analizó el efecto de la densidad 

poblacional sobre la expresión de la línea reportera DR5:GFP (Ottenschaläger et 

al., 2003), que permite analizar in vivo la expresión de la proteína verde 

fluorescente y de esta forma, la acumulación de auxinas en tejidos específicos de 

la raíz. El análisis mostró que la densidad poblacional permitió la acumulación de 

auxinas en la zona meristemática y de la cofia de la raíz, sugiriendo que la 

cantidad de auxinas podría ser menor en alta densidad (Cap. I, Fig. 6). También, 

el análisis anterior indicó que el transporte polar puede estar afectado debido a la 
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pérdida de expresión en el estele de la raíz. Para probar esto, se analizó la línea 

transgénica PIN1::PIN1:GFP (Benková et al., 2003), que permite determinar en las 

células, la expresión específica del transportador de eflujo de auxinas, PIN1. Se 

observó que dicho transportador se encuentra en cantidades significativamente 

menores en alta densidad (Cap. I, Fig. 6). Los resultados anteriores, ponen en 

evidencia que la expresión de PIN1 se encuentra regulada por las cantidades de 

auxinas y no por el transporte de éstas, de manera dependiente de la densidad 

poblacional. Con todo lo anterior se confirma que la densidad poblacional regula 

procesos del desarrollo radicular de A. thaliana de manera dependiente de la 

señalización de auxinas.  

A la fecha existe un gran número de mutantes de Arabidopsis afectadas en 

el transporte o la señalización de auxinas, que se caracterizan por su resistencia o 

sensibilidad a la inducción de los procesos regulados por auxinas. En nuestro 

grupo de trabajo, Raya-González et al. (2014) describieron que la mutante pft1-2 

presentaba un crecimiento mayor que el ecotipo silvestre Col-0, y una 

hipersensibilidad a bajas concentraciones de auxinas. Los autores sugirieron que 

PFT1 podría estar involucrado en el transporte de auxinas, mediando la regulación 

transcripcional y distribución de PIN1. Por estos antecedentes se decidió analizar 

a la mutante pft1-2 en los tratamientos de densidad poblacional. Los resultados 

indicaron que pft1-2 presenta resistencia al efecto de la densidad poblacional, aún 

en la densidad de 32 individuos, tanto en el crecimiento de la raíz primaria, como 

en el número y densidad de raíces laterales (Cap. I, Fig. 7). Esto sugiere que 

PFT1 podría estar participando directamente en la regulación de la arquitectura 

radicular de A. thaliana (crecimiento de la raíz primaria y formación de raíces 

laterales) de manera dependiente de la densidad poblacional. En conjunto 

nuestros resultados de la interacción planta-planta, sugieren que el mecanismo de 

señalización en respuesta a la densidad poblacional involucra varias vías: una 

inducción mediada por la percepción de compuestos volátiles y mecanismos de 

respuesta que incluyen la señalización de auxinas, en donde participan 

específicamente el transportador de eflujo PIN1 y la subunidad del complejo 

mediador PFT1/MED25 (Fig. 17). 
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Dentro de las interacciones ecológicas, una de las respuestas mejor 

estudiada, es la habilidad que presentan las plantas para responder a zonas del 

suelo ricas o deficientes en nutrientes mediante la proliferación de raíces. Desde 

hace décadas, es objeto de investigación conocer los requerimientos de cada 

especie vegetal que permitan su cultivo con una mayor facilidad, mejorando la 

producción de biomasa y rendimiento final, principalmente en especies de 

importancia económica. En el campo de la investigación, también ha sido 

importante determinar los requerimientos nutricionales de los vegetales para 

facilitar su estudio (Murashige y Skoog, 1962). 

Dentro de los micronutrientes esenciales, uno de los principales requeridos 

por las plantas es el hierro; este metal es necesario para el crecimiento vegetal ya 

que participa tanto en la fotosíntesis como en la cadena respiratoria, y es además 

importante para el consumo humano debido a que es adquirido por medio de las 

plantas. El hierro presenta una solubilidad limitada en la mayoría de los suelos, y 

debido a esto hay cantidades poco accesibles en la rizosfera. Las plantas han 

adquirido estrategias de adaptación para una mejor adquisición de Fe: la primera 

denominada Estrategia I, es utilizada por plantas dicotiledóneas, como Arabidopsis 

y se basa en la reducción de Fe al exterior de la raíz para posteriormente 

adquirirlo en forma asimilable (Hindt y Guerinot, 2012). 

Algunos reportes muestran que las condiciones de deficiencia de hierro 

pueden inducirse utilizando compuestos quelantes en el medio de cultivo 

(Stookey, 1970). La ferrozina (3-(2-piridil)-5,6-bi(ácido 4-fenilsulfonico)-1,3,4-

triazina) es el compuesto quelante más utilizado durante los últimos años para 

inducir en las plantas respuestas a la deficiencia de hierro entre las que se 

incluyen clorosis del follaje e inhibición del crecimiento radicular (Valencia-Cantero 

et al., 2007; Long et al., 2010; Zhang et al., 2015). 

Para caracterizar el efecto de la disponibilidad de hierro sobre el 

crecimiento y desarrollo de A. thaliana se utilizaron semillas del ecotipo Columbia 

0 en condiciones de distinta disponibilidad de hierro utilizando a la ferrozina (Fzn). 

Se observó que de manera dependiente de la deficiencia de hierro, las plantas 

presentan una disminución en la producción de biomasa y clorofila, mientras que 
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el sistema radicular presenta una inhibición del crecimiento de la raíz primaria y un 

aumento en el número de raíces laterales. Esto sugiere que la disponibilidad de 

hierro es una característica limitante durante el crecimiento del sistema radicular 

de Arabidopsis thaliana. 

Los microorganismos que se asocian a la rizosfera, pueden mejorar el 

crecimiento de las plantas a través de la suplementación del Fe necesario para el 

crecimiento y la fotosíntesis (Masalha et al., 2000; Rroco et al., 2003). Se han 

sugerido algunos mecanismos por los que las poblaciones microbianas 

incrementan la disponibilidad de Fe, incluyendo secreción de sideróforos 

bacterianos que movilizan el Fe del suelo a las raíces (Masalha et al., 2000; Rroco 

et al., 2003), o la transferencia de electrones de su metabolismo para procesos de 

reducción de Fe (Lovely, 1991), que es la característica de las llamadas bacterias 

ferrirreductoras entre las que se encuentran algunas especies de Bacillus, 

Arthrobacter, Clostridium y Pseudomonas (Lovley, 1993; Ottow y Glathe, 1971). 

A. agilis UMCV2 es una bacteria Gram positiva, encontrada comúnmente en 

el suelo, es aerobia obligada, con forma de bacilo durante la fase de crecimiento 

exponencial y de coco durante la fase estacionaria. En nuestro grupo de trabajo, 

Valencia-Cantero et al. (2007) aislaron una cepa de A. agilis (UMCV2) que al ser 

inoculadas en P. vulgaris promueven el crecimiento vegetal. En trabajos 

posteriores se reportó que cultivos de A. agilis UMCV2 producen compuestos 

volátiles como la N-N, dimetil hexadecilamina, y que ésta participa en la activación 

de mecanismos de respuesta a estrés por deficiencia de Fe en plantas de M. 

truncatula y S. bicolor, incluyendo la acidificación del medio y la modulación de la 

expresión de genes relacionados a adquisición de hierro (genes FRO), lo que 

facilita la captación de Fe por las raíces y su distribución al sistema aéreo para 

usarse en procesos como la fotosíntesis (Velázquez-Becerra et al., 2011; Orozco-

Mosqueda et al., 2013; Castulo-Rubio et al., 2015). Estos estudios son los 

primeros en tratar de dilucidar cómo se lleva a cabo la modulación de la 

acidificación de la rizosfera y la actividad vegetal ferrireductora mediada por 

compuestos bacterianos volátiles plenamente identificados.  
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Para entender el papel in vivo de la interacción de los compuestos volátiles 

de A. agilis UMCV2 en interacción con A. thaliana crecidas en distinta 

disponibilidad de hierro, en este trabajo exploramos genéticamente la participación 

de los VOCs producidos por A. agilis UMCV2 en el crecimiento y desarrollo 

vegetal. Para ello utilizamos un sistema de inoculación in vitro en cajas Petri 

divididas que permitieron únicamente una interacción vía compuestos volátiles de 

la cepa UMCV2 con el ecotipo silvestre Col-0 y las mutantes pye1 y bts1 afectadas 

en estos genes (Long et al., 2010; Rampey et al., 2006). Analizamos la producción 

de biomasa, clorofila y cambios en la arquitectura del sistema radicular tanto en 

condiciones óptimas de hierro como en deficiencia de éste. Se encontró que en 

condiciones control, la biomasa total y la producción de clorofila incrementan en 

plantas co-cultivadas con A. agilis UMCV2 (Cap. IV, Fig. 2), esto correlaciona con 

un incremento en el crecimiento de la raíz primaria y en la producción de raíces 

laterales, dependiente de la participación de BTS, ya que la mutante bts1 al crecer 

en co-inoculación con A. agilis UMCV2 no presentó la estimulación del crecimiento 

en ninguno de los parámetros utilizados (Cap. IV, Fig. 5). Resulta relevante 

observar que la inoculación con UMCV2 no estimula los parámetros analizados en 

condiciones de deficiencia de hierro, lo que sugiere que el efecto promotor de los 

compuestos volátiles de A. agilis UMCV2 está ligado a la disponibilidad de hierro 

en que se encuentran las plantas (Cap. IV, Figs. 2, 5). 

Nuestros resultados concuerdan con reportes previos, donde utilizando los 

sistemas de interacción Arabidopsis-B. subtilis GB03, M. truncatula-S. melioti, N. 

tabacum-P. fluorescens SS101 y S. lycopersicum-B. subtilis SYST2, se había 

sugerido que la interacción de los compuestos volátiles producidos por los 

organismos bacterianos tienen la capacidad de modular el crecimiento en plantas 

a través de la regulación de mecanismos como la fotosíntesis y la expresión de 

genes de respuesta a la deficiencia de hierro (Xie et al., 2009; Orozco-Mosqueda 

et al., 2013; Park et al., 2015; Tahir et al., 2017). 

Para explorar más a fondo el mecanismo por el cual Arabidopsis responde 

a los compuestos volátiles de A. agilis UMCV2, analizamos la expresión de los 

genes reporteros ProPYE:GFP y ProBTS:GFP, que son inducibles en deficiencia 
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de hierro (Long et al., 2010). De manera interesante, observamos un aumento en 

la fluorescencia en las puntas de la raíz en los tratamientos en interacción con los 

compuestos volátiles de A. agilis UMCV2 desde condiciones control, lo que indica 

la activación de la ruta de señalización que involucra a PYE y BTS (Cap. IV, Figs. 

3, 4). Durante los últimos años, unos pocos trabajos han reportado que algunos 

microorganismos tienen la capacidad de inducir la activación de respuestas a la 

deficiencia de hierro como la actividad reductasa, la acidificación de la rizosfera y 

la expresión de los genes asociados a estas respuestas (Zhang et al., 2009; 

Orozco-Mosqueda et al., 2013; Castulo-Rubio et al., 2015; Montejano-Ramírez et 

al., 2018; Zhou et al., 2018). Nuestros resultados sugieren que los compuestos 

volátiles de A. agilis UMCV2 pueden modular los mecanismos de respuesta a la 

deficiencia de hierro y con ello inducir una regulación del crecimiento vegetal, esto 

sugiere que puede existir una comunicación entre organismos de distintos reinos y 

ésta puede ser una característica conservada. 

Las bacterias tienen la capacidad de producir distintos tipos de compuestos, 

en nuestro grupo de trabajo, se identificó que A. agilis UMCV2 produce N,N-dimetil 

hexadecilamina (C16-DMA), un lípido de cadena principal de 16 carbonos que 

contiene dos grupos metilo unidos a un nitrógeno en su estructura (Velázquez-

Becerra et al., 2011). Se ha reportado que algunas otras rizobacterias incluyendo 

Bacillus, Sinorhizobium y Pseudomonas también lo producen (Liu et al., 2008; 

Orozco-Mosqueda et al., 2013; Hernández-León et al., 2015). C16-DMA modula el 

crecimiento y desarrollo de varias especies incluyendo A. thaliana donde regula la 

producción de biomasa, clorofila y la arquitectura del sistema radicular (Velázquez-

Becerra et al., 2011; Valencia-Cantero et al., 2015; Castulo-Rubio et al., 2015; 

Raya-González et al., 2017). Se encontró que en plantas de S. bicolor, C16-DMA 

aumenta la expresión de genes FRO (reductasas férricas) en la raíz, lo que 

sugiere que C16-DMA tiene un papel importante modulando el estatus nutricional 

del hierro (Castulo-Rubio et al., 2015). En este trabajo, nosotros investigamos el 

efecto de la C16-DMA sobre la regulación del crecimiento y desarrollo en A. 

thaliana y demostramos que un incremento en las concentraciones de C16-DMA 

inhibe el crecimiento de la raíz primaria y los genes PYE y BTS no inducen su 
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expresión en presencia de este compuesto, lo que excluye su participación en esta 

respuesta. Sin embargo, es importante mencionar que encontramos que BTS si 

participa durante la formación de raíces laterales, lo que sugiere que C16-DMA 

regula programas de desarrollo radicular específicos.  

Un tercer componente caracterizado en respuesta a la deficiencia de hierro 

es ILR3 (IAA-LEUCINE RESISTANT 3), gen que codifica para el factor 

transcripcional bHLH105, miembro de la familia bHLH (basic Helix-Loop-Helix) 

(Rampey et al., 2006). Las proteínas bHLH comúnmente forman homodímeros o 

heterodímeros que interactúan regulando genes blanco (Littlewood y Evan, 1998; 

Toledo-Ortíz et al., 2003). Se ha sugerido que ILR3 actúa como intermediario 

uniéndose directamente a BTS o PYE, teniendo un papel importante mediando la 

sensibilidad a auxinas inducida por hierro en la raíz de Arabidopsis (Rampey et al., 

2006; Long et al., 2010; Zhang et al., 2015). Nosotros observamos que la mutante 

con ganancia de función ilr3-1, participa en respuesta a la C16-DMA. Resultó 

interesante que la respuesta característica de resistencia a la inhibición del 

crecimiento en condiciones de deficiencia de hierro que presenta esta mutante, se 

disminuyó en presencia de C16-DMA, sugiriendo que el efecto de este compuesto 

y la señalización de hierro podrían estar convergiendo en ILR3 para la regulación 

del crecimiento de la raíz primaria. En conjunto, nuestros resultados nos permiten 

sugerir que C16-DMA actúa a través de genes blanco, específicos para regular el 

desarrollo radicular. 

La modificación del crecimiento vegetal en respuesta a la disponibilidad 

espacial y temporal de nutrientes involucra genes que participan en diversos 

procesos del desarrollo, incluyendo estrategias para una mejor adquisición y 

mantenimiento de la homeostasis celular de los mismos. Las cepas bacterianas 

que modifican la capacidad vegetal de asimilación de nutrientes y estimulan los 

procesos del desarrollo de las plantas, tienen un potencial poco explorado que 

podría representar una alternativa biotecnológica durante el cultivo de especies de 

importancia económica. Los resultados obtenidos de este trabajo muestran el 

papel de los compuestos volátiles de A. agilis UMCV2 en la modulación de 

programas del desarrollo de A. thaliana, sugiriendo la existencia de una regulación 
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muy específica en la comunicación entre organismos de diferentes reinos. Las 

respuestas a los VOCs en condiciones de distinta disponibilidad de hierro indican 

niveles de regulación complejos. La producción de compuestos volátiles 

bacterianos específicos podría estas asociada a la regulación de procesos del 

desarrollo vegetal específicos, lo que sugiere que la manipulación de cepas 

bacterianas como A. agilis UMCV2, así como de los compuestos volátiles que 

produce, podría llevar a importantes aplicaciones en biotecnología agrícola para 

mejorar la captación de agua y nutrientes minerales en las plantas.  

Con el presente trabajo, se propone un modelo del impacto de las 

interacciones ecológicas planta-planta y planta-microorganismo sobre el 

crecimiento y desarrollo de Arabidopsis. En la Figura 17 panel A, podemos 

observar que conforme aumenta la densidad poblacional, se presenta una 

señalización de compuestos volátiles que lleva a la inhibición de varios procesos 

del desarrollo, incluyendo la el crecimiento del sistema radicular y del sistema 

aéreo a causa de afectaciones en los procesos de diferenciación y división celular, 

los cuales están regulados por auxinas.  En el panel B se puede observar que 

durante la interacción Arabidopsis - A. agilis, la cepa bacteriana produce 

compuestos volátiles que estimulan el crecimiento de Arabidopsis con la 

participación de BTS1. Finalmente el en panel C, se observa que la respuesta de 

Arabidopsis al compuesto puro C16-DMA, producido por A. agilis UMCV2 

involucra la participación de ILR3.  

En conjunto podemos concluir que durante la interaccion A. thaliana-A. 

thaliana estimulada por compuestos volátiles, se induce la vías de señalización de 

las auxinas; mientras que durante las interacciones A. thaliana-A. agilis UMCV2 

estimulada por compuestos volátiles, y A. thaliana-C16 DMA, se induce la 

activación de la vía de señalización de respuesta a la deficiencia de hierro. 

Como perspectiva queda esclarecer si el mecanismo de inducción del 

crecimiento en Arabidopsis estimulado por los compuestos volátiles bacterianos 

incluye la percepción y adquisición de hierro. Además el análisis de la 

participación de subunidades del complejo mediador en las respuestas a 

condiciones de estés durante la nutrición férrica; así como la caracterización del 
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mantenimiento del nicho de células fuente en el meristemo radicular de 

Arabidopsis durante estrés por nutrición férrica.  

 

 

Figura 17. Modelo de las interacciones planta-planta y planta microorganismo mediadas por 

la percepción de compuestos volátiles. A) En baja densidad de individuos, las plantas presentan 

un crecimiento óptimo, debido a la escaza presencia de compuestos volátiles que modifiquen el 

crecimiento; mientras que en alta densidad de individuos se presenta una percepción de 

compuestos volátiles que regulan patrones del desarrollo sincronizando el crecimiento de plantas 

vecinas a través de la señalización de auxinas. B) Durante la interacción planta-microorganismo 

mediada por la totalidad de los compuestos volátiles de A. agilis UMCV2, se estimula el crecimiento 

y desarrollo de Arabidopsis por un mecanismo regulado por BTS1 y PYE1. C) Las respuestas de 

Arabidopsis durante la interacción con C16-DMA, está regulada por ILR3, la mutante ilr3-1 

presenta hipersensibilidad al compuesto. 
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