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RESUMEN

El hierro (Fe) es un elemento esencial para practicamente todos los
seres vivos en los que es necesario para importantes funciones celulares
como sintesis de ADN, respiracion y destoxificacion de radicales
libres. En la naturaleza se encuentra fundamentalmente en la forma
Fe** formando parte de sales e hidroxidos de muy baja solubilidad,
formas quimicas que imposibilitan su uso por algunos seres vivos. La
disponibilidad de este elemento es fundamental en el éxito o fracaso de
microorganismos patégenos o simbioticos para invadir un organismo o
para colonizar un ambiente determinado. Para resolver este problema,
muchos organismos, que incluyen bacterias, hongos y plantas,
producen pequeiias moléculas, péptidos no ribosomales muchas de
ellas, de alta afinidad por el hierro llamadas sideréforos que actiian de
manera especifica como agentes quelantes para secuestrar hierro en
presencia de otros metales y reducirlo a Fe**, una forma mucho mas
soluble y aprovechable para su nutricion. Los sideroforos bacterianos
han despertado gran interés en los tltimos afios debido al potencial
que tienen para el control bioldgico de hongos y bacterias fitopatogenas
y por constituir un mecanismo de promocion de crecimiento en
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal. Los analogos de estas
moléculas en las plantas, conocidos como fitosideréforos, también
juegan un papel fundamental en la nutricion del hierro en las plantas.
La importancia de los fitosider6foros ha recobrado fuerza en virtud
del incremento en la salinidad de las aguas de riego y pH del suelo,
producto del abatimiento de los mantos acuiferos que resultan en una
reduccion de la disponibilidad de hierro. En esta revision se aportan
elementos basicos para entender los tipos, la funcion, la importancia,
interacciones y los mecanismos de accion de los sideroforos de origen
bacteriano y vegetal.

Palabras clave: Bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV),
hierro, sideréforos, fitosideréforos.

SUMMARY

Iron is an essential element for practically all living organisms,
which require it for important cellular functions such as DNA
synthesis, respiration and detoxification of free radicals. In nature, it
is essentially present in the form of Fe** as part of salts and hydroxides
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of low solubility, which are chemical compounds impossible to be used
by some living beings. The availability of this element is fundamental
for the success or failure of a symbiotic or pathogen microorganism to
invade an organism or colonize an environment. To solve this problem
many organisms, including bacteria, fungi and plants, have the ability
to produce small molecules of proteic nature that bind iron called
siderophores, which act as chelating agents to specifically sequester
iron in the presence of other metals to reduce it to Fe**, a more soluble
and usable iron form for their nutrition. Likewise, in recent years
the bacterial siderophores have attracted much attention due to their
potential for biological control of plant pathogenic fungi and bacteria
and because they constitute a mechanism of enhancing growth in plant
growth-promoting rhizobacteria. The analogs of these molecules in
plants, called phytosiderophores, also play a central role in the iron
nutrition of plants. The importance of the phytosiderophores has
recovered force due to the reduction of the ground water level that
results in an increased salinity of the irrigation water and soil pH,
and consequently in a reduction of the iron availability. This review
provides elements for understanding the types, function, importance
and the action mechanisms of the bacterial and plant siderophores.

Index words: Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR), Iron,
siderophore, phytosiderophore.

INTRODUCCION

El hierro es el cuarto metal mas abundante en los suelos
(Crichton y Charloteaux-Wauters, 1987) y es uno de los
micronutrientes esenciales para practicamente todos los
seres vivos, a excepcion de las bacterias dcido lacticas en
las cuales el manganeso y el cobalto son utilizados en lugar
de este metal (Weinberg, 1997). En condiciones fisioldgicas,
el hierro puede existir en la forma ferrosa (Fe**) o en la
forma férrica (Fe**). El potencial de éxido reduccién de
Fe?*/Fe* hace al hierro extremadamente versatil cuando es
incorporado como centro catalitico o como acarreador de
electrones (Pandey et al., 1994). Este metal es esencial para
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el metabolismo celular como cofactor numerosas enzimas
(Wandersman y Delepelaire, 2004), ademas de cumplir
diversas funciones en procesos bioldgicos esenciales,
como transporte de oxigeno, sintesis de ADN, fijacién
de nitrogeno, respiracion y fotosintesis (Greenshields et
al., 2007). A pesar de su abundancia en la naturaleza, en
condiciones fisioldgicas (presencia de oxigeno y pH neutro)
este elemento es escasamente disponible debido a la rapida
oxidacién de Fe?* a Fe’* y la subsecuente formacién de
hidréxidos insolubles (Harrington y Crumbliss, 2009). Un
ejemplo de esta oxidacion es la que ocurre en la herrumbe
de metales en donde la forma férrica del hierro produce el
oxido café rojizo, a través de la reaccion:

2Fe* + 60H" —» 2 Fe(OH), —» Fe,0,3H,0

En el suelo, la mayor parte del hierro se encuentra
formando silicatos de ferromagnesio, hidréxidos u éxidos
de hierro, formas que no son facilmente asimilables por
las plantas. Los 6xidos e hidréxidos de hierro son los
responsables del color rojizo o amarillo de los suelos. El
hierro es indirectamente, pero en gran parte, responsable
del color verde de las plantas por su importante papel en la
produccién de clorofila.

En el ambiente, tanto el pH como los contenidos de
materia organica, la textura y aireacion del suelo afectan
la disponibilidad de hierro. La concentracion de hierro
disponible en el suelo decrece rapidamente a medida que el
pH del suelo incrementa, con un minimo de alrededor de
7.4 a 8.5; dentro de este rango de valores, la deficiencia por
hierro ocurre en la mayoria de los casos, principalmente en
suelos calcareos. En la mayoria de los minerales primarios
del suelo el hierro se encuentra como Fe**, que durante la
meteorizacién llevada a cabo bajo condiciones aerdbicas
se precipita como 6xidos e hidroxidos de Fe** altamente
insolubles. Este hecho provoca que en los suelos puedan
coexistir 6xidos o hidréxidos de hierro con distintas
composiciones y grados de cristalizacién y por tanto con
distinta solubilidad. La solubilidad delos 6xidos e hidréxidos
de Fe’* presentes en el medio estd muy relacionado con
el pH del suelo; la solubilidad del hierro desciende 1000
veces por cada unidad que aumenta; la disponibilidad de
hierro soluble se reduce a niveles muy bajos cuando el pH
se encuentra alrededor de 7.5 a 8.5 (Lindsay, 1991), como
sucede en suelos calizos.

Unnivel de oxigeno reducido ocasionado poranegamiento
o compactacion puede reducir la disponibilidad de hierro,
mientras que la materia organica mejora la disponibilidad
del hierro al combinarse con este metal para reducir
la fijaciéon quimica o su precipitacién como hidréxido
férrico. La materia organica también puede aumentar la
disponibilidad de hierro al favorecer el crecimiento de
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las poblaciones microbianas, las cuales pueden consumir
oxigeno en condiciones de anegamiento o descomponer la
materia organica para liberar el hierro de los compuestos
organicos en formas asimilables para las plantas. La materia
organica también puede ser, por si misma, una fuente
importante de hierro. Por ejemplo, el estiércol de ganado
puede contener hasta 8 kg de hierro por tonelada (Nelson,
2011).

Debido a las reacciones mencionadas previamente que
resultan en una baja disponibilidad de hierro, este metal
debe ser mantenido en solucién por ciertos agentes, como
los llamados ligandos (agentes quelantes o queladores).
La reaccién de un ion metalico divalente o trivalente con
un ligando forma un quelato (del griego chele, pinza,
por la disposicién en forma de pinza de langosta en que
se disponen los ligandos alrededor del hierro; Figura
1). Un quelato es el producto soluble formado cuando
ciertos atomos de un ligando organico donan electrones
al cation. Los grupos carboxilo y los dtomos de nitrégeno
cargados negativamente poseen electrones que pueden ser
compartidos de esta manera. En suelos calcareos (ricos
en Ca? y con un pH generalmente por encima de 7) mas
de 90 % del cobre y manganeso y la mitad o mas del zinc
estan probablemente quelados con compuestos organicos
producidos por la microbiota del suelo (Salisbury y Ross,
1992).
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Figura 1. Disposicion de ligandos en torno a los iones
metalicos. a) Complejo de un sideroforo microbiano
del tipo catecolato con Fe**; b) Quelato formado por el
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) con un metal
(Holleman y Wiberg, 2001).

Existen dos tipos mayores de ligandos producidos por
los seres vivos que forman quelatos con el hierro; a) los
fabricados por los microorganismos, conocidos como
sider6foros microbianos o simplemente sider6foros, y b) los
producidos por las plantas, conocidos como fitosideréforos.

En condiciones aerébicas el ion ferroso es inestable. A
través de la reaccion de Fenton y en presencia de agua, el ion
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ferroso genera ion férrico y especies reactivas de oxigeno,
las cuales pueden dafnar varias distintas macromoléculas
(Halliwell y Gutteridge, 1984):

Fe** + H,0, — Fe¥* + OH. + OH-

Posteriormente el ion férrico puede incorporarse a
hidréxidos férricos insolubles. Debido a su reactividad,
el hierro es secuestrado en diversas proteinas de los
organismos como transferrinas, lactoferrinas y ferritinas.
Las dos primeras se encuentran de forma extracelular
(i.e., en los fluidos de los organismos), mientras que las
ferritinas forman parte de las proteinas de almacenamiento
de hierro intracelular. Las ferritinas son los compuestos
de almacenamiento primario del hierro para la mayoria
de organismos, y se encuentran en animales y en plantas
(fitoferritinas) y microorganismos (bacterioferritinas).
Las bacterioferritinas se ubican tanto en bacterias como
en hongos, v difieren de las ferritinas animales y vegetales
en que poseen un grupo hemo unido (Andrews, 1998). En
todos estos organismos las ferritinas cumplen funciones
similares, i.e., cuando las células crecen en abundancia de
este metal, funcionan como fuentes de almacenamiento
de hierro que son utilizadas al bajar los niveles de este
metal. Se han publicado diversas revisiones detalladas
sobre la estructura de las ferritinas animales (Powell, 1998),
vegetales (Briat et al., 2010) y microbianas (Andrews, 1998),
por lo que no se abordaran en la presente obra.

Cuando un microorganismo ingresa a un organismo
hospedero, ya sea en forma patégena o simbidtica, encuentra
un ambiente favorable con acceso a practicamente todos
los nutrientes necesarios para su crecimiento a excepcion
de uno, el hierro. El hierro, a diferencia de otras fuentes
elementales para la nutricién, como nitrégeno, fésforo,
potasio y demas macro- y micronutrientes, no se encuentra
libremente disponible en los organismos hospederos, por
lo que constituye un factor limitante importante para el
crecimiento de los microorganismos. Se sabe que una de
las respuestas de los organismos hospederos al ataque de
patogenos consiste en la reduccion del hierro libre mediante
el secuestro de este metal en las moléculas de ferritina.
Este mecanismo opera tanto en animales como en plantas,
aunque una diferencia notable es que en los primeros el
control de la sintesis de ferritina ocurre a nivel traduccional,
mientras que en plantas ocurre a nivel transcripcional (Briat
et al., 1999; Dellagi et al., 2005).

Los microorganismos que habitan en un organismo
hospedero en forma patégena o simbidtica pueden utilizar
el hierro del organismo que los alberga extracelularmente
a partir de las transferrinas, lactoferrinas o hidréxidos
férricos, o intracelularmente a partir de la hemoglobina
o ferritinas (Krewulak y Vogel, 2008). En el caso de la
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hemoglobina, las bacterias destruyen los eritrocitos e
hidrolizan la hemoglobina para poder tener acceso a los
grupos hemo portadores del hierro. La captacion directa
de hierro es realizada por algunos microorganismos
anaerdbicos, como Clostridium perfrigens, que son capaces
de captar hierro y crear a su alrededor un microambiente
de pH mas acido (Neilands, 1995). Este ambiente reductor
favorece la aparicién de especies quimicas mas solubles
formadas por Fe** y ademas facilita la liberacion del metal
presente en las proteinas (lactoferrina y transferrina) del
organismo hospedero (Neilands, 1995). La captaciéon de
hierro mediante este mecanismo involucra la actividad
ferroreductasa en la membrana plasmatica que reduce Fe**
a Fe*. En este estado, el hierro es incorporado al interior de
la célula por un sistema de transporte presente también en
la membrana.

Cuando los microorganismos se encuentran en forma
libre en el suelo sin establecer alguna relacion simbidtica o
parasitica con organismos hospederos, la problematica en
tornoalaadquisiciéon del hierro planteaun escenariodistinto.
Normalmente este elemento presenta baja disponibilidad
debido a su baja solubilidad en ambientes aerdbicos de
pH neutro o alcalino (Alexander y Zuberer, 1991; Hissen
et al., 2005). Sin embargo, en algunos suelos alcalinos la
concentracion de hierro en solucién es a menudo mas alta
de la esperada, incremento que se atribuye precisamente a
la presencia de moléculas organicas que exhiben diversas
capacidades para quelatar el hierro (Lindsay, 1991). Entre
éstas destacan los sideréforos producidos por muchos
microorganismos para resolver la problematica en torno a
la baja disponibilidad de hierro (Harrington y Crumbliss,
2009), de tal forma que, por ejemplo, la bacteria aerdbica
Pseudomonas mendocina que es capaz de proliferar en
medio con hematita (a-Fe,O,) como tnica fuente de hierro
(Dehner et al., 2010).

Los sideréforos microbianos son moléculas secretadas
por microorganismos en condiciones de deficiencia de
hierro para secuestrar el hierro de su entorno (Figura 2).
Los siderdforos (del griego sideros phoros “portadores
o acarreadores de hierro”) son moléculas de bajo peso
molecular de 0.5 a 1.0 kDa, solubles en soluciones
acuosas a pH neutro (Dybas et al, 1995) que son
sintetizados por bacterias, principalmente Gram negativas,
hongos, levaduras y algunas plantas (fitosider6foros),
particularmente gramineas (Drechsel y Jung, 1998) y que
actuan como agentes quelantes especificos de Fe’*. La
caracteristica principal de este tipo de moléculas es que
poseen una elevada constante de disociacion de hierro,
que oscila entre 10% y 10> (Neilands, 1995). La sintesis de
estas moléculas incrementa cuando los microorganismos se
encuentran en condiciones limitativas de hierro (Ratledge
y Dover, 2000; Clark, 2004). La afinidad tan elevada de
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estas moléculas por el hierro facilita la captacion de este
metal a partir de compuestos como hidréxido férrico, y de
proteinas del organismo hospedero como transferrina o
ferritina (Drechsel y Jung, 1998; Neilands, 1995).

Los complejos que forman los sideréforos con el hierro
en el suelo son asimilados eficientemente tanto por
el microorganismo que los producen como por otros
microorganismos habitan en las cercanias (Winkelmann,
1991); se ha demostrado que la concentracion de este
complejo es en ocasiones lo suficientemente alta para
beneficiar la nutriciéon de las plantas (Crowley et al,
1987). De hecho, los exudados radicales, particularmente
los compuestos fenoélicos, tienen un efecto importante
en la proliferacion de microorganismos productores de
sideréforos en la rizosfera de las plantas, especialmente en
situaciones de baja disponibilidad de hierro (Jin et al., 2010)

Es precisamente a través de la sintesis de sider6foros
que algunas bacterias presentes en el suelo influyen de
manera positiva en el crecimiento de las plantas. Existen
numerosas referencias que describen el uso de bacterias
asociadas con plantas para estimular su crecimiento y como
agentes mejoradores del suelo y de la sanidad vegetal (e.g.,
Welbaum et al., 2004). Este grupo de bacterias son llamadas
rizobacterias (o simplemente bacterias) promotoras del
crecimiento de las plantas (RPCV o BPCV) (Kloepper y
Schroth, 1978; Glick et al., 1999), también conocidas como
PGPR’s por sus siglas en inglés (plant growth promoting
rhizobacteria). Aunque en algunos casos las plantas pueden
aprovechar de manera eficiente los sideréforos microbianos,
son sus propios queladores de hierro, conocidos como
fitosiderdforos, los que principalmente les permitiran
sobrevivir en suelos con baja disponibilidad de hierro. El
grado de disponibilidad de hierro para una planta en un
ambiente determinado dependerd, entre otros factores, de
las afinidades y concentraciones relativas de los queladores
microbianos y vegetales (Crowley et al., 1991).

El objetivo de esta revision es actualizar y sintetizar de
manera clara y concreta la participacion de los sider6foros
y fitosiderdforos en la nutricion vegetal, mediante el analisis
de las interacciones y modos de accién de estas moléculas
sobre la bioquimica y fisiologia de las plantas.

SIDEROFOROS MICROBIANOS

Para enfrentar la baja disponibilidad del hierro en el
suelo, ciertos microorganismos como Lactobacillus se han
adaptado a utilizar otros metales con menos problemas
de adquisiciéon que el hierro (Archibald, 1983), y otros
se han adaptado a microambientes anaerobios donde
este elemento se encuentra principalmente en su forma
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Fe?*, relativamente mas soluble (Crichton y Charloteaux-
Wauters, 1987); en cambio, algunas bacterias, anaerébicas
estrictas o facultativas, emplean uno de los mecanismos
de asimilacion de hierro mas extendido en el mundo
microbiano, la captacién de Fe** mediada por sider6foros
(Ratledge y Dover, 2000).

Tipos de sideréforos microbianos

Casi todos los siderdforos que se han identificado
contienen como grupo ligando al acido hidroxamico,
catecol o al dcido hidroxicarboxilico. De acuerdo con
el grupo funcional quelador del hierro, los siderdforos
pueden clasificarse en catecolatos (fenolatos), hidroximatos
e hidroxicarboxilatos, que forman complejos octaédricos
hexadentados con el metal. Algunos siderdforos son mas
eficaces que otros para quelatar el hierro y la gran diversidad
de moléculas producidas por estos microorganismos se
relaciona con una amplia variedad de sustratos que pueden
usar (Marahiel, 1997; Crosa y Walsh, 2002).

Aunque algunas bacterias producen soélo una clase de
sideré6foros, otras secretan diversos tipos que las hace mas
eficientes para colonizar diferentes ambientes. Algunas
especies del género Pseudomonas producen siderdforos del
tipo hidroximato, entre los que se encuentran la ferribactina
y pseudobactina, pero otras mas producen moléculas
denominadas pioverdinas del tipo catecol. Se ha demostrado
que Burkholderia cepacia produce pioquelina (Sokol, 1986),
cepabactina (Meyer et al., 1989) y ornibactina (Meyer et al.,
1995). En el caso de las enterobacterias, la mayoria de sus
miembros sintetizan enterobactina y aerobactina (Kingsley
et al., 1995). El primero de estos siderdéforos presenta una
de las constantes de formacion de complejos férricos mas
elevadas (K, 10*), lo que le permite disociar ficilmente a
este metal de la proteina acarreadora de hierro transferrina.
Algunas cepas de Escherichia coli, Shigela y Salmonella son
capaces de sintetizar un segundo sideréforo conocido como
aerobactina.

Adicionalmente, hay bacterias capaces de utilizar no sélo
los siderdforos que sintetizan, sino también los producidos
por otras especies bacterianas e incluso por hongos
(Morrissey et al., 2000). Bacterias como Mycobacterium o
Nocardia producen dos tipos de sideréforos; unos de tipo
intracelular (al parecer anclados a la membrana plasmética)
y otros de tipo extracelular o exoquelinas que permiten la
captacion del hierro desde las distintas fuentes del huésped
(De Voss y Rutter, 1999). La necesidad de la existencia
de estos sideréforos intracelulares podria deberse a la
gruesa envoltura lipoproteica que presentan estas especies
bacterianas en su pared (De Voss y Rutter, 1999).
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Importancia de los sideroforos en las bacterias
promotoras de crecimiento vegetal

Las BPCV se caracterizan por su capacidad de estimular
el crecimiento de las plantas, a través de mecanismos de
tipo directo o indirecto. La estimulacién directa puede
incluir fijacién de nitrégeno (Sessitsch et al, 2002),
produccién de hormonas (Perrine et al., 2004; Garcia de
Salamone et al., 2001), reduccién de los niveles de etileno
en el suelo (Saleem et al., 2007), solubilizacion de fosfatos
(Rodriguez y Fraga, 1999) y secrecién de siderdforos
(Carson et al., 2000; Madigan y Martinko, 2005), entre
otros. La estimulacion indirecta del crecimiento de plantas
incluye una variedad de mecanismos de biocontrol que
son ampliamente reconocidos como la competencia por
nicho ecoldgico o sustratos, produccién de antibidticos
(Hassan et al., 1997; Essalmani y Lahlou, 2003), induccién
de resistencia sistémica (IRS) a un amplio espectro de
patégenos (Bloemberg y Lugtenberg, 2001; Hass et al,
2002) y la produccion de siderdforos como un mecanismo
de secuestrar el hierro disponible en el medio y con esto
limitar el crecimiento de microorganismos fitopatogenos
(O’Sullivan y O’'Gara, 1992; Dowling et al., 1996). Este es un
mecanismo de promocién de crecimiento muy difundido
entre las bacterias, inclusive en las que son mas reconocidas
por otras actividades de estimulacién de crecimiento.
Recientemente se ha encontrado que, por ejemplo, la
bacteria Azospirillum brasilense, distinguida por su
capacidad para fijar nitrégeno y producir acido indolacético
(AIA), también es capaz de controlar al hongo fitopatégeno
Colletotrichum acutatum en cultivos de fresa mediante la
produccién de sider6foros (Tortora et al., 2011).

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal que
poseen la capacidad de producir siderdforos secuestran el
hierro al formar un complejo Fe**-sideréforo, mediante un
receptor especifico localizado en la membrana bacteriana,
lo cual ocasiona que este metal no se encuentre disponible
para otros microorganismos que carezcan del sistema de
asimilacion especifico para reconocer dicho complejo.
De esta manera, al utilizar todo o la mayoria del hierro
disponible en el suelo suprime o inhibe el crecimiento de
otros microorganismos patdgenos (o benéficos) presentes
en la rizosfera (Compant et al., 2005; Schroth y Hancock,
1982). Se ha demostrado que los sideréforos pueden, por si
mismos, actuar como activadores eficientes de los sistemas
de resistencia sistémica inducida en las plantas (Ran
et al., 2005; Meziane et al., 2005; Bakker et al., 2007). La
capacidad de los siderdforos para actuar como supresores
de patégenos depende de la planta, del fitopatdgeno a
controlar, la composicion del suelo, la bacteria y la afinidad
del sideréforo por el hierro (Glick, 1995; Dellagi et al., 2009).
Las plantas no se ven afectadas por el secuestro de hierro
por parte de las rizobacterias, ya que la mayoria de ellas
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son capaces de crecer en medios con concentraciones de
Fe** mucho menores que los microorganismos (O Sullivan
y O'Gara, 1992), ademds de que algunas son capaces de
utilizar los complejos Fe**-sider6foro bacterianos.

Mecanismo de transporte del hierro al interior de las
células microbianas

En respuesta a la restriccion de hierro en el ambiente,
los genes involucrados en la produccién y captura de
sider6foros microbianos son des-reprimidos, lo que
conlleva a un aumento en la fabricacién de estas moléculas
asi como de las proteinas involucradas en su captura. En
situaciones de altas concentraciones de hierro en el medio,
las proteinas microbianas represoras dependientes de Fe**
se unen al ADN ubicado antes de los genes involucrados
en la produccién de sideréforos, lo que impide su sintesis.
En condiciones de bajas concentraciones de hierro, el
Fe?* se disocia de las proteinas represoras lo que activa la
transcripcion de los genes involucrados en la sintesis de los
sideréforos microbianos.

En bacterias Gram negativas y bacterias Gram
positivas ricas en AT (adenina y timina), este proceso es
usualmente regulado por el represor Fur (ferric uptake
regulator o regulador de la captura de hierro férrico), una
metaloproteina de zinc (Althaus et al, 1999), mientras
que el regulador DtxR realiza esta funcidén en bacterias
Gram-positivas ricas en GC (guanina y citosina; Miethke
y Marahiel, 2007). Los siderdéforos son entonces secretados
al ambiente extracelular donde secuestran y solubilizan el
hierro. A continuacion, los siderdforos son reconocidos por
receptores especificos ubicados en la membrana externa de
la célula (Neilands, 1995). En este punto, el complejo Fe**-
sider6foro puede ser utilizado por las bacterias a través de
dos mecanismos (Figura 2).

En muchos casos, todo el complejo Fe**-sider6foro es
transportado activamente a través de la membrana celular,
mientras que en hongos y otros eucariotes el complejo Fe**-
sider6foro puede ser reducido extracelularmente a Fe*
(Figura 2).

Acoplados a los mecanismos de captacion de hierro se
encuentran los sistemas encargados de transportar el hierro
hacia el interior de la célula. Existen dos mecanismos
generales a través de los cuales los microorganismos
asimilan el hierro del organismo hospedero. El primero
involucra la adquisicion de hierro a través de receptores
cognados que usan queladores de hierro de bajo peso
molecular llamados sideréforos (adquisicién indirecta);
el segundo consiste en la adquisicion de hierro mediada
por receptores a partir de proteinas acarreadoras de hierro
(adquisicién directa). La principal diferencia entre estos dos
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mecanismos consiste en que los sideréforos y las moléculas
hemo pueden ser tomadas por las células bacterianas como
moléculas intactas, mientras que en el segundo caso el
hierro debe ser extraido de las proteinas acarreadoras de
hierro (transferrina, lactoferrina) antes de ser transportadas
hacia las células bacterianas (Krewulak y Vogel, 2008). La
captura del hierro a partir de la transferrina, lactoferrina,
hemoglobina y sideréforos se ha identificado en bacterias
Gram negativas y Gram positivas.

En las bacterias Gram negativas la membrana externa
es una barrera permeable que protege a las bacterias de
toxinas, enzimas y detergentes. La presencia de porinas en la
membrana externa permite la difusién pasiva de pequefios
solutos. La transferrina, lactoferrina, hemoglobina vy
los complejos Fe**-sideréforo exceden el tamaio de las
aberturas de las porinas y por tanto requieren receptores
externos de membrana especificos para la internalizacién

Mecanismo 1
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al espacio periplasmico. A diferencia del transporte via
porinas, los complejos siderdforo-receptor presentan
constantes de disociacion extremadamente pequefias que
van de 10%a 10° lo cual permite una maxima eficiencia de
internalizacién a concentraciones muy bajas de ligando
(Moeck y Coulton, 1998).

El proceso completo requiere de un receptor de
membrana externo, una proteina de unién periplasmica
(PBP) y un transportador membranal interno del tipo ABC
(ATP-binding cassette proteins o proteinas de unién al
casete de ATP; Roosenberg et al., 2000; Koster, 2001). Las
bacterias Gram negativas carecen de un gradiente de iones
0 ATP establecido para generar la energia requerida para
el transporte. Este requerimiento energético es obtenido a
través del acoplamiento de la fuerza prot6n de la membrana
citoplasmatica a la membrana externa a través de las
proteinas TonB, ExbB y ExbD (Elkins et al., 1998; Figura 3).

Mecanismo 2

RIZOSFERA
Fe3*-sideroforo Fe3*-sideroforo
sideroforo
membrana Fe2+
Fe3*-sideroforo
Reduccién lenta
Fe*-sideroforo
Fe?* sider6foro

Figura 2. Mecanismos de los sider6foros microbianos para la captura y solubilizacion de hierro (Neilands,

1995).
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A diferencia de las bacterias Gram negativas, las Gram
positivas carecen de membrana externa. En este tipo de
bacterias la envoltura celular comprende la membrana
plasmatica, una membrana constituida por una gruesa capa
de peptidoglicanos que rodea a la anterior. La pared celular
se une a la membrana citoplasmatica mediante moléculas
de 4cido lipoteicoico. Entonces, una pared compuesta
de mureina, polisacaridos, 4cidos teicoicos y proteinas
de la pared celular es todo lo que separa al citoplasma de
las bacterias de su entorno. Esto sugiere que el tamaio
relativamente pequenio de los sideréforos que producen
les permite difundirse libremente a través de la pared
bacteriana, desde el interior celular hacia el medio externo
(Ratledge y Dover, 2000). Sin embargo, existen mecanismos
de recepcion especifica donde el complejo Fe**-siderdforo
es reconocido por proteinas especificas ancladas en la
membrana plasmatica (semejantes a las proteinas PBP de las
bacterias Gram negativas) y posteriormente transportado
por el complejo ABC-dependiente de permeasas al interior
de la célula (Morrissey et al., 2000). El paso a través de
la membrana citoplasmatica es menos especifico que la
traslocacion a través de la membrana externa (Koster, 2001).

Una vez que el complejo Fe**-sider6foro ha ingresado
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al citoplasma puede llevarse a cabo su reduccion a través
de una reductasa de membrana aprovechando un entorno
peripldsmico con pH bajo o reductor (Bagg y Neilands,
1987). En Bacillus spp (Gaines et al., 1981), Escherichia
coli (Fisher et al, 1990) y Pseudomonas aeruginosa (Cox,
1980) se ha identificado un gran numero de reductasas
citoplasmaticas del complejo Fe**-sideréforo. En todos
estos casos se utiliza como agente reductor al NADH vy al
NADPH como fuente de electrones (Bagg y Neilands, 1987).
Una vez ubicado en el citoplasma de las células, el complejo
Fe**-sider6foro es reducido lentamente para formar
un complejo Fe**-siderdforo a partir del cual el Fe** es
liberado finalmente en el citoplasma (Figura 3). Esto ocurre
principalmente en el caso de ligandos de sideréforo débiles,
como hidroxamatos y carboxilatos. La descomposicion de
sider6foros u otros procesos bioldgicos también pueden
liberar el hierro (Roosenberg et al., 2000), especialmente
en el caso de catecolatos como la enterobactina férrica.
Entonces el hierro liberado puede interaccionar con las
distintas proteinas bacterianas que lo usan como cofactor.
Asimismo, el Fe?* internalizado puede asociarse a proteinas
como porfirinas por la via de las ferroquelatasas (Dailey y
Lascelles, 1977), o con apoproteinas para formar complejos
que incorporan este metal en su estructura.

3+
Fe 3

—

L —

Hemooxigenasa

biliverdina +« CO + Fa 2"

Figura 3. Captura de hierro en bacterias Gram negativas (Krewulak y Vogel, 2008).
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FITOSIDEROFOROS

Las plantas enfrentan el problema de la baja disponibilidad
de hierro en el suelo a través de dos estrategias generales.
La estrategia I es empleada principalmente por plantas
dicotiledéneas y monocotiledéneas no gramindceas,
mientras que la estrategia II es utilizada solamente por
las gramineas (Lemanceau et al, 2009). Las plantas
de estrategia I incrementan la solubilidad del hierro y
liberan hacia la rizosfera protones y agentes reductores
o quelantes, como é4cidos organicos y fenoles (Figura
4). La secreciéon de protones es mediada a través de una
ATPasa del tipo P localizada en el plasmalema. El hierro
solubilizado es entonces reducido de Fe** a Fe?* por medio
de una reductasa ubicada en la membrana plasmatica
de las células epidérmicas de la raiz y a continuacion es
capturado por un transportador especifico para Fe*. La
actividad de la reductasa del quelado de Fe** se incrementa
significativamente en condiciones de deficiencia de hierro.

Los genes que codifican esta enzima se han clonado a
partir de Arabidopsis thaliana (FR02), chicharo (FROI) y
tomate (FROI). El paso final en la adquisicion de hierro en
plantas de la estrategia I es el transporte del Fe?* a través
de la membrana plasmatica. Este proceso es mediado por
un transportador de Fe*, (IRT1, iron regulated transporter
o transportador regulado por hierro; Figura 4). Posterior a
la adquisicién primaria de hierro, este elemento debe ser
transportado y distribuido en la planta. El proceso se realiza
via xilema, mediante el complejo Fe-citrato, que a su vez es
traslocado por transportadores MATE (multidrug and toxic
compound extrusion). A partir de este complejo, el hierro
debe ser introducido al espacio intracelular mediante las

Rizosfera Membrana celular Citoplasma

H*

Fenolicos Fendlicos

NADH + H*

Fo? NAD

F.Z+
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proteinas YSL, identificadas primeramente en Arabidopsis
(Conte y Walker, 2011).

Se tiene evidencia que bacterias como Bacillus subtilis
activan directamente la estrategia I de adquisicion de hierro
en plantas de Arabidopsis thaliana, esto sin que la bacteria
colonice las raices de la planta; este mecanismo se explica
mediante la produccién de dacidos organicos volatiles
producidos por el microorganismo. Estos compuestos,
ademas de acidificar el medio, desempefian funciones de
sefalizacion que activan la expresion de IRT1 y FR02, para
permitir una adecuada asimilacion de hierro en las plantas
en condiciones limitativas de este elemento (Zhang et al.,
2009).

La estrategia II consiste en la producciéon de moléculas
llamadas fitosider6foros que hacen una funcién analoga a la
delos sider6foros microbianos, i.e., facilitar la solubilizacién
y el aprovechamiento del hierro por las plantas. Algunos
autores prefieren la utilizacion del término fitometaléforos
(Marschner et al., 1986) en lugar de fitosider6foros, ya que
ademas de hierro, estas moléculas también pueden quelatar
otros metales como zinc.

Los fitosiderdforos son aminoacidos no proteicos
sintetizados por las plantas en condiciones de deficiencia
de minerales como hierro y zinc (Susuki et al., 2006;
Suzuki et al., 2008). Estas moléculas conforman ligandos
hexadentados que coordinan el ion metalico con sus grupos
aminos y carboxilos. La produccion de fitosiderdforos fue
estudiada por primera vez en plantas de arroz y avena
(Takagi, 1976). Posteriormente, otras sustancias de esta
naturaleza se han aislado de exudados radicales de diversas

Estrategia Il

Rizosfera Membrana celular Citoplasma
Ciclo Met
SAM
AM acido mugineico (AM)
B CDOW  COOM cooH
il i
HH NH on
F VLo &
&
- D:: ' -'; Complejo Fe* + AM
N 2 \N
Lo
0

Complejo Fo** + AM =

Figura 4. Estrategias de adquisicion de hierro por las plantas (Ma, 2005).
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gramineas como cebada (Takemoto et al, 1978), trigo
(Nomoto et al., 1981), avena (Fushiya et al., 1980) y centeno
(Nomoto et al., 1979). Estos compuestos cumplen un papel
clave en la adquisicién de hierro de muy baja solubilidad
presente en el suelo (Ma y Nomoto, 1996); esta adquisiciéon
es mas efectiva que la reduccion utilizada por otras plantas
para hacer disponible el hierro, si se toma en cuenta que las
gramineas sobreviven en suelos calcareos.

Con estudios efectuados sobre la interaccién entre los
fitosiderdforos producidos por el trigo y el oxihidréxido
de hierro mas abundante en el suelo, la goetita, Reichard et
al. (2005) demostraron que los fitosideréforos producidos
por esta planta pueden movilizar eficientemente el hierro
a partir de esta forma insoluble. Por otro lado, el arroz
presenta un sistema unico de asimilaciéon de hierro que
combina las dos estrategias de adquisicion de hierro
mencionadas previamente (Ishimaru et al, 2006), pero
es evidente que este cultivo se encuentra bien adaptado a
condiciones donde el Fe?* es mas abundante que el Fe**.

Los fitosiderdforos se clasifican dentro del grupo de los
acidos mugineicos que incluyen al 4cido mugineico, que fue
el primer fitosider6foro descubierto (Sugiura et al., 1981), el
acido 2-desoximugineico, el acido 3-epi-hidroximugineico,
el acido avénico y el acido 3-epihidroxi-2-desoximugineico.

La sintesis de los fitosideréforos en la raiz es inducida
por la deficiencia de hierro en el suelo. La producciéon de
estas moléculas tiene lugar durante el dia y se acumulan
dentro de las células corticales para ser secretados durante
la mafana siguiente (Ma y Nomoto, 1996). Se han hecho
diversos esfuerzos para dilucidar las rutas biosintéticas
de los acidos mugineicos, tanto in vivo como in vitro. Los
resultados obtenidos sugieren que la L-metionina es el
precursor en la biosintesis de este grupo de fitosider6foros
(Kawai et al., 1988; Shojima et al., 1990). La mayoria
de sideréforos microbianos posee grupos hidroxamato
o fenolato, mientras que los fitosideréforos consisten
de grupos carboxilo, amino e hidroxilo como grupos
funcionales de los ligandos (Sugiura y Nomoto, 1984).

La sintesis de la L-metionina se asocia con el ciclo de
la metionina (Ma et al., 1995). Todos los fitosider6foros
compartenlamismaviabiosintéticaapartirdelaL-metionina
al acido 2’-desoximugineico (DMA) via nicotinamina, pero
los pasos siguientes difieren entre especies y cultivares de
plantas. Las enzimas nicotinamina sintasa y nicotinamino
transferasa son fundamentales en la ruta biosintética
del grupo del acido mugineico. Varios estudios han
revelado que la expresién de estas enzimas incrementa
en condiciones de deficiencia de hierro (Mori, 1999). El
acido mugineico es sintetizado a partir de la L-metionina
via nicotinamina (NA), mediante la condensacion inicial
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de tres moléculas de S-adenosil metionina (SAM) para
producir una molécula de nicotinamina. Este proceso
es catalizado por la enzima nicotinamina sintasa (NAS).
Aunque la nicotinamina es producida por plantas
monocotiledéneas y dicotiledoneas, los pasos subsecuentes
para la sintesis de los dcidos mugineicos son especificos
para las gramineas (Curie y Briat, 2003). La enzima crucial
en la ruta biosintética que se lleva a cabo en las gramineas
es la nicotinamina aminotransferasa (NAAT) que cataliza
la transferencia del residuo amino a la NA, y entonces la
enzima 2-desoximugineico sintasa acelera la produccion de
acido 2’-desoximugineico, precursor del resto de los acidos
mugineicos (Kobayashi et al, 2005) que se producen en
etapas sucesivas de hidroxilacién.

Para lograr la adquisiciéon del hierro insoluble a partir
del suelo, los fitosideréforos deben ser secretados hacia
la rizosfera a través de un canal de aniones mediante un
gradiente de potasio entre el citoplasma y el exterior de
la célula. Experimentos realizados mediante bloqueo de
canales aniénicos o por inhibicion del gradiente de potasio
con valinomicina, demostraron una disminucién en la
secrecion de acido mugineico (Sakaguchi et al., 1999). El
sitio de secrecién de los fitosideréforos se localiza en la
region apical de la raiz.

Los genes responsables de la secrecion de fitosideroforos
no se han identificado. Después de su secrecidn, los
fitosiderdforos solubilizan el hierro del suelo por quelacion.
Todos los fitosideréforos forman un complejo con el hierro
en una proporcion de 1:1 (Nomoto et al., 1981). Entonces
el complejo Fe**-fitosiderdforo es transportado a través de
la membrana plasmatica de las células corticales como una
molécula no disociada (Figura 4). El gen YSI, identificado
en maiz, es necesario para la introduccién del complejo
Fe**-fitosideroforo al citoplasma (Curie et al., 2001).
Los transportadores ZmYSI y HvYSI de maiz y cebada,
respectivamente, se han caracterizado y comparado en
términos de expresion en respuesta a cambios diurnos y por
su localizacidn en el tejido. Se encontrd que la expresion de
ZmYSI no presento variaciones durante el dia y se localizo
en células epidémicas de la raiz y en células del mesofilo,
pero no en células epidérmicas de hojas. Mientras tanto,
HvSYIs6lo selocalizd en raiz y mostré cambios de expresion
durante el dia. Ambos transportadores se activaron en
condiciones de déficit de hierro, pero no de otros metales
como Zn, Cu o Mn (Ueno et al., 2009).

La sintesis de fitosiderdforos es dependiente de la especie
vegetal, ya que plantas como cebada y centeno sintetizan
mayoritariamente fitosider6foros hidroxilados, mientras
que los no hidroxilados predominan en especies como maiz
y arroz. Al tener como precedente estas observaciones,
Von Wirén et al. (2000) hicieron estudios para verificar si
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la estructura de los fitosiderdforos influia en el proceso de
asimilacion de hierro; demostraron que cuando aumentaba
el nimero de hidroxilaciones también incrementaba
la estabilidad del complejo Fe**-fitosiderdforo, lo cual
se relacioné con una modificacién de la carga neta del
complejo, factor muy importante para su movilidad en el
suelo (Inoue et al., 1993). Consecuentemente, las plantas
que sintetizan fitosiderdforos hidroxilados son mas
resistentes a la clorosis que las que no los sintetizan.

Existe una fuerte correlaciéon entre la cantidad de
fitosideréforo que sintetiza la planta y su tolerancia a
la deficiencia de hierro (Takagi, 1976; Ma et al., 1999).
Especies como cebada, centeno y trigo son mds tolerantes
a la clorosis férrica que las especies que secretan cantidades
menores de estos agentes quelantes, como maiz, sorgo y
arroz (Von Wirén et al., 1995). Sin embargo, la cantidad
de fitosider6foros secretados no siempre es consistente, ya
que puede haber diferencias entre variedades de la misma
especie, como se ha reportado en maiz, lo que indica que hay
otros factores que controlan la eficiencia de este mecanismo
(Von Wirén et al., 1994).

COMPLEJOS Fe**-SIDEROFORO Y Fe*'-
FITOSIDEROFORO COMO FUENTES DE
HIERRO COMUNES PARA LAS PLANTAS Y LOS
MICROORGANISMOS

Los siderdéforos microbianos y los fitosideroforos
presentan diferencias fundamentales. Ademdas de
importantes diferencias quimicas estructurales, los
fitosiderdforos poseen una afinidad relativamente menor
por el hierro, una menor diversidad de formas y en algunos
casos estas moléculas no quelatan de manera especifica
el hierro, ya que también poseen capacidad de unir y
transportar otros metales, como el zinc. Adicionalmente
los fitosideréforos poseen un tamario relativamente menor
(294-336 Da) al de los sideréforos microbianos (500-1000
Da), como reporté Ma (2005).

Las plantas que son capaces de utilizar los complejos
Fe**-sider6foros bacterianos como fuente de hierro (Wang
et al., 1993), aumentan sus posibilidades de supervivencia
y adaptacion a diferentes condiciones de suelo. Existe
discusion en cuanto al grado de influencia de los sideréforos
microbianos en la nutricién del hierro por las plantas,
influencia que puede variar desde muy poca (Bar-Ness et
al., 1992; Crowley et al., 1992; Walter et al., 1994) hasta
altamente significativa (Jurkevitch et al., 1988; Wang et al.,
1993, Yehuda et al., 2000; Sharma et al., 2003). Ademas se ha
encontrado que los sideréforos producidos por Penicillium
chrysogenum también pueden ser asimilados como una
fuente de hierro en algunas plantas (Hordt et al., 2000).
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Contrariamente, los complejos Fe**-fitosiderdforo
parecen ser una buena fuente de hierro para las bacterias
(Jurkevitch et al., 1993; Marschner y Crowley, 1998). Las
interacciones entre los dos tipos de queladores, sideréforos
bacterianos y fitosideréforos, dependen de su afinidad hacia
el hierro y de sus concentraciones relativas. En comparacion
con los fitosiderdforos, los sideréforos bacterianos, como
la pioverdina producida por Pseudomonas fluorescens,
tienen una elevada afinidad por el hierro (Yehuda et al.,
1996). Si los siderdforos y los fitosideréforos se encuentran
presentes en concentraciones similares, el hierro se une
preferencialmente a los sider6foros, los cuales pueden
remover el hierro fijado al complejo Fe**-fitosideréforo. En
contraste, la rizoferrina producida por el hongo Rhizopus
arrhizus tiene una afinidad por el hierro ligeramente mayor
que la de los fitosiderdforos. El complejo Fe**-rizoferrina
es una buena fuente de hierro para la cebada, debido a
la probable transferencia de hierro de la rizoferrina a los
fitosiderdforos. De este modo los microorganismos parecen
ser relativamente mds competitivos que las raices de las
plantas para capturar hierro.

Ademas de la afinidad de los queladores por el hierro,
la abundancia relativa de éstos también juegan un papel
importante (Yehuda et al, 1996). El ritmo diurno de
liberacion de fitosiderdforos por los pastos resulta en una
alta concentracion de fitosiderdforos en los dpices radicales
durante el dia (Crowley y Gries, 1994). En estas condiciones,
los fitosider6foros pueden ser eficientes queladores de
hierro, y pueden incluso remover hierro de sus contrapartes
microbianas debido a que la densidad bacteriana es
particularmente baja en la punta de la raiz. Finalmente, si
una proporcion de fitosideréforos es descompuesta por los
microorganismos, es probable que un remanente pueda ser
utilizado por las plantas.

CONCLUSIONES

El hierro constituye un elemento de control para el
crecimiento de los microorganismos endoéfitos (patdgenos
y no patégenos) y rizosféricos, por lo que éstos han
desarrollado diferentes estrategias para poder aprovechar
las fuentes de hierro presentes tanto en los organismos
hospederos como en el suelo. La evidencia experimental
sugiere que en ciertas circunstancias las plantas poseen
la capacidad de aprovechar los sider6foros microbianos,
ademas de que existen abundantes microorganismos en
la rizosfera que pueden utilizar a los fitosideréforos como
fuente de carbono o de hierro. El proceso de intercambio
depende de la estabilidad de ambos complejos y de otros
factores como la concentracion relativa o absoluta de los
quelatos producidos por la planta y por el microorganismo,
del hierro y de otros iones presentes en el suelo, del pH en
la solucidn, y las cinéticas de formacion de los complejos
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hierro-sideréforo.  Adicionalmente, los sideréforos
microbianos juegan un papel clave en el control de
microorganismos fitopatdgenos, ya sea al secuestrar el
hierro y al reducir las cantidades de hierro disponibles para
el crecimiento de éstos, o bien por activar los sistemas de
resistencia sistémica inducida de las plantas.

PERSPECTIVAS

La deficiencia de hierro representa un grave problema
en México, particularmente en el norte, donde la elevada
concentracion de sales limita fuertemente la disponibilidad
de este elemento. Debido a sus capacidades para secuestrar
hierro, los sider6foros microbianos y los fitosideréforos
constituyen un area de estudio fundamental de la nutricién
de las plantas que se desarrollan en suelos con baja
disponibilidad de hierro. El desarrollo de nuevas variedades
de plantas, particularmente gramineas, con capacidades
mejoradas para crecer en estos suelos limitativos. i.e.,
con alta capacidad para producir fitosideréforos, ha sido
un objetivo fundamental dentro de los programas de
mejoramiento vegetal. En la actualidad también se explora
la alternativa de aplicar sider6foros sintéticos como un
medio para corregir las deficiencias de hierro en las plantas
(Yehuda et al., 2011).

La posibilidad de aislar e identificar microorganismos
con una alta capacidad para produccién de siderdforos
que posean una mayor eficiencia para secuestrar este
elemento ha sido menos estudiada, si bien la formulacién
de biofertilizantes con hongos y bacterias capaces de
producir sideréforos, como Pseudomonas spp., se ha
incrementado en los dltimos afos. El analisis bioquimico
y fisioldgico de plantas productoras de fitosideréforos que
crecen en condiciones limitativas de hierro y en presencia
de microorganismos hiperproductores de siderdforos
altamente afines por este elemento aportard nuevos
elementos de juicio para dilucidar el grado de participacién
de los siderdforos bacterianos en la nutricién de los
cultivos, particularmente en los que se desarrollan en suelos
marginales.
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