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R E S U M E N

Introducción. Cuba está amenazada por el Cambio Climático. En la fisiología de las plantas 
participan enzimas que actúan como escudo al estrés oxidativo, siempre asociado a la sa-
linidad, el déficit o exceso hídrico y las temperaturas extremas; esas enzimas tienen Hemo 
como cofactor. Hemo es un tetrapirrol, semejante a clorofila, pero con Fe en lugar de Mg 
como átomo central. El objetivo fue investigar la respuesta asociada al hemo en plantas 
de tabaco bajo estrés salino, hídrico y de temperatura, junto a la planta modelo Arabidopsis 
thaliana. Se reportó, en tejidos de tabaco, por primera vez para la ciencia, la presencia, de la 
enzima Ferroquelatasa 1 (responsable de quelar el hierro al tetrapirrol). Las plantas tienen 
dos isoformas de Ferroquelatasas (FC1 y FC2). La mutación para el gen de la Ferroquelatasa 
1, en la planta modelo, resultó letal para los embriones. Métodos. Al comparar los niveles 
de ARNm de FC1 y FC2 en embriones de plantas tipo salvaje, se demostró que FC1 es la 
isoforma predominante durante la maduración del embrión. Por lo tanto, la regulación de 
la expresión de FC en tiempo y espacio durante la embriogénesis, es prerrequisito para el 
adecuado desarrollo del embrión. Resultados. Se concluye que el hemo producido por FC1, 
es esencial para la embriogénesis además de las respuestas al estrés. Líneas antisentido 
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para FC1 tuvieron fenotipo de floración temprana en día corto; esto hizo que por primera 
vez se estableciera una relación del hemo producido por FC1 con el proceso de la flora-
ción, deduciéndose así que el Hemo producido por FC1 es importante en el metabolismo 
reproductivo. Estos conocimientos en manos de mejoradores, pudieran servir para obtener 
cultivares productivos con capacidad de aclimatación a los estreses abióticos asociados al 
cambio climático, lo que potencialmente nos daría alguna ventaja para mitigar sus efectos. 
El trabajo ha estimulado el intercambio científico con Alemania. Los resultados son in-
cluidos como técnicas pedagógicas para la enseñanza de métodos modernos de biología 
molecular, en la formación de alto nivel de científicos jóvenes cubanos y latinoamericanos 
en la UH, en las 5 ediciones del curso conjunto “Basic methods in plant molecular biology 
and plant physiology” con la Universidad Humboldt de Berlín.

First report of ferrochelatase 1 in Nicotiana tabacum L.: 
its role in the abiotic stress response and development 
of plants

A B S T R A C T

Introduction. Cuba is threatened by climate change. Some enzymes act as a shield against 
oxidative stress, always associated with salinity, water deficit, or excess and extreme tem-
peratures; those enzymes have Heme as a cofactor. Heme is a tetrapyrrole, similar to chlo-
rophyll, but with Fe instead of Mg as the central atom. The response associated with Heme 
was investigated in tobacco plants under saline, water, and temperature stress, together 
with the model plant Arabidopsis thaliana. The presence of the enzyme Ferrochelatase 1 
(responsible for chelating iron to tetrapyrrole) was reported in tobacco tissues for the first 
time for science. Plants have two isoforms of Ferrochelatases (FC1 and FC2). Mutating 
the model plant for the Ferrochelatase 1 gene was lethal for the embryos. Methods. By 
comparing FC1 and FC2 mRNA levels in wild-type plant embryos, it was demonstrated that 
FC1 is the predominant isoform during embryo maturation. Therefore, the regulation of FC 
expression in time and space during embryogenesis is a prerequisite for the proper develo-
pment of the embryo. Results. It is concluded that the Heme produced by FC1 is essential 
for embryogenesis in addition to stress responses. Antisense lines for FC1 had an early 
flowering phenotype on short days; this made it possible for the first time to establish a re-
lationship between the Heme produced by FC1 and the flowering process. Heme produced 
by the FC1 isoform is important in reproductive metabolism. This knowledge in the hands 
of breeders could be used to obtain productive cultivars with the capacity to acclimatize to 
abiotic stresses associated with climate change, which would potentially give us some ad-
vantage to mitigate its effects. This work has stimulated scientific exchange with Germany. 
The results are included as pedagogical techniques for the teaching of modern molecular 
biology methods, in the high-level training of young Cuban and Latin American scientists at 
the University of Havana, in the 5 editions of the joint course “Basic methods in plant mole-
cular biology and plant physiology” with the Humboldt University of Berlin.
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INTRODUCCIÓN
En Cuba el 20 % de las tierras de cultivo están en peligro 

por salinización; las provincias donde se cultiva el tabaco (Ni-
cotiana tabacum L.) presentan este problema. (1) En suelos de 
la llanura sur de Pinar del Río existen factores limitantes; sa-
linidad actual y potencial, baja capacidad de intercambio ca-
tiónico, etc., con suelos de textura ligera en la mayoría de las 

áreas. (2) Desde la década del 50 del siglo pasado, se sabe (3) 
que en lo que hoy es el Sur de Artemisa y Mayabeque comen-
zó a manifestarse la intrusión marina en terrenos cultivables. 
A lo largo de su ciclo de vida, todas las plantas están expues-
tas a factores estresantes externos bióticos y abióticos. (4) 
Conocer la respuesta de las plantas al estrés abiótico es una 
línea actual de investigación en la biología de los efectos del 
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estrés en la agricultura. Conocer las bases de resistencia de 
tabaco al estrés salino, hídrico y de temperaturas extremas es 
de importancia para Cuba y es un problema creciente para la 
agricultura cubana y de otros países.

Los autores investigaron las respuestas de las plantas de 
tabaco (Nicotiana tabacum), a las condiciones de estrés sali-
no, hídrico y de temperaturas, con atención especial al cultivo 
del tabaco (incluyendo la planta modelo Arabidopsis thalia-
na), sobre la influencia del hemo en la buena adaptación a 
las condiciones de estrés. Hemo es semejante a la clorofila, 
pero sin cola fitólica y con Fe en lugar de Mg como centro del 
tetrapirrol. (5)

Hemo es uno de los productos de la biosíntesis de los 
tetrapirroles. La enzima ferroquelatasa (FC) cataliza la reac-
ción final de la síntesis de hemo, quelando el hierro ferroso 
en el anillo de protoporfirina IX (Proto). (6) Se ha descrito que 
varias especies de plantas tienen 2 isoformas de la enzima 
FC (FC1 y FC2). Woodson, Pérez-Ruíz (7) sugirieron que ambas 
isoformas sintetizan pools de hemo diferentes. De esta mane-
ra cada pool de hemo supliría hemoproteinas que funcionan 
en las respuestas defensivas a las condiciones de estrés. 
En Nicotiana tabacum la FC2 fue descrita por Papenbrock, 
Mishra, (8) sin embargo la FC1 no había sido descrita para la 
ciencia.

Por el papel del Hemo en las enzimas del metabolismo 
anti-oxidativo, por la íntima asociación del estrés oxidativo a 
la fisiología de las plantas ante estreses abióticos, por la im-
portancia del tabaco en la economía nacional, en este trabajo 
se analizaron las características de la síntesis de hemo, sus 
concentraciones en los tejidos, la biología molecular de su 
metabolismo y su distribución en diferentes órganos, tejidos 
y organelos celulares en plantas de tabaco afectadas o no por 
3 de los principales tipos de estrés asociados al Cambio Cli-
mático.

MÉTODOS
El objetivo fue el tabaco (Nicotiana tabacum) y se inclu-

yó una planta modelo Arabidospsis thaliana), para dilucidar la 
función biológica de la enzima FC1 y de su producto el hemo, 
en condiciones de estrés abiótico. Algunos de los cultivares 
de tabaco utilizados fueron desarrollados en Cuba y son uti-
lizados en la producción tabacalera y al programa de mejora-
miento genético.

En condiciones a) de laboratorio, b) semi controladas en 
suelo, y c) hidroponía con solución Hoagland, (9) se determinó la 
respuesta de Nicotiana tabacum L en condiciones de salinidad 
y temperaturas extremas. Arabidospsis thaliana se usó en estu-
dios de complementación en mutantes knock-out de ferroque-
latasa1 para dilucidar la función de FC1 durante el desarrollo.

Se utilizaron técnicas de laboratorio de espectrometría, 
ensayos enzimáticos (10-12), microscopía confocal de fluores-
cencia, cromatografía, etc; también técnicas moleculares de 
aislamiento de ADN (13), ARN, electroforesis, secuenciación de 
ADNc y de RT-PCR, (14, 15) generación y complementación de 
plantas transgénicas, (16-18) análisis molecular evolutivo utili-
zando MEGA software versión 5 (19) entre otras. La colabora-
ción con la Universidad Humboldt de Berlín permitió desarro-
llar varias de estas técnicas.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Solo una isoforma de FC ha sido reportada para anima-

les, hongos, bacterias y algas; sin embargo, en algunas es-
pecies de plantas se ha descrito 2 isoformas de FC (FC1 y 
FC2). (20-25) En Nicotiana tabacum el gen que codifica para FC2 
fue previamente descrito por Papenbrock, Mishra, (8) pero no 
el de FC1. El de ADNc de FC1 fue descrito con este trabajo y 
aceptado para su publicación y divulgación internacional en 
la base de datos de NCBI (JF428143). (26) En esta contribución 
se encontró que la secuencia de ADNc de FC1 de Nicotiana 
tabacum (NtFC1) consiste en 1935 nucleótidos que incluyen 
1464 pares de base del marco de lectura abierto, así como 
(168 y 303) nucleótidos de la región no codificante (5’ y 3’) 
respectivamente.

Al comparar la nueva secuencia reportada de la proteína 
de NtFC1, con las secuencias informadas en otros cultivos y 
disponibles también en NCBI, se pudo demostrar la similitud 
con las proteínas previamente reportadas en otros cultivos. 
Se construyó un árbol filogenético donde se deduce las rela-
ciones evolutivas de FC1 y FC2, publicado por los autores en 
la revista Biotecnología Aplicada. (27) Ambas isoformas de FC 
(1 y 2) en plantas se agrupan separadas de las secuencias 
de FC de otros organismos. FC1 está más relacionada con 
FC2 que con FC localizada en mitocondria de organismos no 
fotosintéticos, lo que permitió demostrar que ambos genes 
de FC de plantas son derivados del proceso de duplicación 
de genes.

Después de describir la secuencia de aminoácidos de la 
Ferroquelatasa se determinó el perfil de expresión, la activi-
dad en diferentes tejidos de plantas de tabaco (N. tabacum), y 
su producto final, el hemo.

La expresión relativa de FC1 y FC2 es diferente en hojas 
que raíces. Los niveles de transcriptos de FC2 es 2,5 veces 
mayor que los niveles de FC1 en hojas, mientras que en las 
raíces los niveles de transcriptos de FC2 son 5 veces menores 
que FC1 (figura 1). Estos resultados están refrendados con 
su publicación en la revista Plant & Cell Physiology (28) y en el 
documento de tesis de Doctorado de la autora principal. (29)
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Fig. 1. Análisis cuantitativo de los transcriptos de FC1 y FC2 en la hoja 
No. 4 y raíces. Plantas de N. tabacum (SNN) fueron crecidas en solución 
Hoagland (mitad de fuerza) por 10 d. Los niveles de expresión fueron 
cuantificados por PCR en tiempo real y calculado por el método 2-ΔCt utili-
zando la expresión de UBI como estándar. Los datos de expresión mues-
tran la media de 6 réplicas biológicas ±SD. * Indica diferencias significa-
tivas de los pares por la prueba t indicada por los corchetes con P < 0,05.

Plantas mutantes de Nicotiana tabacum, con la expresión 
de FC1 disminuida, no tuvieron modificaciones en el fenotipo 
(figura 2). Por tal motivo se sometieron a condiciones de es-
trés abiótico (salinidad y bajas temperaturas) para detectar 
posibles cambios fenotípicos y modificaciones en el metabo-
lismo por causa de la disminución de FC1. De esa manera se 
demuestra el aporte del hemo producido por FC1 en las res-
puestas al estrés. La salinidad disminuyó el largo del vástago, 
pero la disminución ocurrió de igual manera para las plantas 
de tipo salvaje como para las mutadas (Línea AS37). Apa-
recieron algunas áreas necróticas en las hojas de las líneas 
antisentidos, especialmente en condiciones de estrés salino.

La expresión de los genes de ferroquelatasa 1 (FC1) y fe-
rroquelatasa 2 (FC2) bajo condiciones salinas no fueron afec-
tados para ninguna línea estudiada incluyendo las antisenti-
dos para FC1. FC1 y FC2 son diferentemente regulados en 
condiciones de baja temperatura, los niveles de transcriptos 
de FC1 incrementan mientras que los niveles de FC2 dismi-
nuyen (figura 3). Cambios en el contenido de hemo pudieran 

Fig. 2. Efecto de estrés abiótico (salinidad y frío) en el crecimiento y fenotipo de N. tabacum tipo salvajes (SNN) y líneas antisentidos fc1 
(AS36 y AS 37) durante 7 d. A) Efecto de la salinidad en el crecimiento del largo del vástago. Barras representan la media de 6 replicas 
biológicas ± SD; diferentes letras significan diferencias significativas entre muestras por el test de Tukey; P < 0,05. B) y C) Fotos de plantas 
pertenecientes a la línea salvaje (SNN) y la línea antisentido fc1 (AS37) respectivamente bajo control (izquierda) y salinidad (derecha) (400 
mmol L-1 NaCl). D) y E) Fotos de las hojas en condiciones de estrés salino (400 mmol L-1 NaCl) y de baja temperatura (10 oC) respectiva-
mente. Barras en las imágenes indican 50 mm.
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explicarse por una modificada expresión de genes FC y una 
alterada actividad enzimática. Aunque la contribución de FC1 
en hojas al pool de hemo es menor que FC2 (figura 2), una 
mayor expresión de FC1 bajo condiciones de estrés de tem-
peratura, indica una contribución mayor que FC2 al pool de 
hemo (figura 3).

* Indica diferencias significativas comparadas con el control según de 
Dunnet (P < 0.05).

Fig. 3. Análisis de los transcriptos (qRT-PCR) de genes que codifican 
para enzimas de la vía de los tetrapirroles en hojas de N. tabacum 
(SNN y líneas fc1) después de 24 h de estrés, A) FC1: Ferroquelatasa1 
usando los cebadores qNt FC 1/2 fw y qNt FC 1/2 rev, B). FC2: Fe-
rroquelatasa2 usando los cebadores qNt FC 2/1 fw y qNt FC 2/1 rev. 
Los datos de expresión son mostrados como la media de al menos 3 
réplicas biológicas ± SD. 

La ferroquelatasa es una enzima de codificación nuclear 
y es translocada al sitio subcelular donde realiza su función. 
(30) La mayoría de los reportes apuntan a que la síntesis de 
hemo ocurre en los plastidios. Sin embargo, hasta ahora 
pocas publicaciones sugieren que los últimos 2 pasos de la 
síntesis de hemo ocurren en paralelo en los plastidios y en 
mitocondrias. (25, 31-33)

Estudios de predicción in silico de la localización de la 
proteína NtFC1sugirieron una localización en cloroplastos 

fundamentalmente; sin embargo, la localización en mitocon-
drias también es posible según los valores de predicción de 
algunos de los softwares utilizados. Para complementar el 
trabajo in sílico, se utilizó la microscopia confocal para de-
tectar la proteína FC1 fusionada con la proteína fluorescen-
te verde (GFP) en plantas que expresaban una construcción 
transiente que incluía la secuencia del gen NtFC1 y la secuen-
cia del gen de la proteína verde fluorescente GFP. La trans-
formación transiente, utilizando biobalística, permitió revelar 
en hojas y pétalos de tabaco, que la florescencia se encontró 
en cloroplastos. La localización en cloroplastos es fácilmente 
distinguible debido a la auto-fluorescencia roja de la clorofila 
confinada en los cloroplastos (figura 4). Por este método no 
se detectó la presencia de la proteína NtFC1 en mitocondrias 
posiblemente debido a que la expresión de cloroplastos es 
mayor. Sin embargo, utilizando plantas mutantes que sobre-
expresan FC1 se logró cuantificar la actividad FC en mitocon-
drias aisladas, indicando que esta proteína está presente en 
las mitocondrias también como en los cloroplastos. Este re-
sultado se publicó en Plant & Cell Physiology. (28)

Teniendo en cuenta que la enzima FC2 es exclusiva de 
plastidios (8) y la presencia de actividad FC en ambos orga-
nelos aunque en menor medida en mitocondria, proponemos 
que FC1 suple hemo para proteínas mitocondriales, mientras 
que la porción localizada en plastidios suple hemo requerido 
para las hemoproteínas de plastidios y citosol.

Se estudió el papel del hemo producido por FC1 en di-
ferentes fases del desarrollo de una planta. Para esto se uti-
lizaron las plantas antisentidos para FC1 de N. tabacum y 
las knock-out para FC1 de Arabidopsis thaliana como planta 
modelo.

Las líneas antisentidos de FC1 de tabaco tuvieron un fe-
notipo de floración temprana en comparación con las líneas 
salvajes. Esto implica que la ausencia en las hojas del hemo 
producido por FC1 desencadena el mecanismo que involucra 
que una señal (FT) viaje al meristemo apical y modifique la 
expresión de genes relacionados con el proceso de floración 
(figura 5) tal y como se demostró en la tesis de doctorado 
asociada a este trabajo. (29)

Las líneas knock-out para FC1 de Arabidopsis thaliana, o 
sea que no expresa esta proteína, tienen problemas a partir 
de la fase de maduración de la embriogénesis. El desarrollo 
de los embriones es arrestado en estadio globular cuando hay 
ausencia de FC1. El hemo producido por FC2 en este estadio 
no suple las necesidades para un correcto desarrollo, siendo 
vital la presencia de FC1 como se demostró en este trabajo 
y se encuentra publicado en Plant, Cell & Environment. (34) Du-
rante la fase de maduración de la embriogénesis, el embrión 
se convierte fotosintéticamente activo supliendo oxígeno 
para la respiración de la semilla. (35) El hemo producido por 
la FC1 durante la embriogénesis puede ser incorporado a las 
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hemoproteínas necesarias para la homeostasia del oxígeno, 
citocromos respiratorios y fotosintéticos requeridos para la 
transducción de la energía. 

Tal y como ha sido propuesto por otros autores (7) y por los 
resultados obtenidos en este trabajo, ambas isoformas de FC 
contribuyen de manera diferente al pool de hemo en la célula; 

FC2 produciendo hemo para sitios de la maquinaria fotosinté-
tica en el cloroplasto (ej. Citocromos) y FC1 es la enzima que 
provee hemo como cofactor a niveles basales para la célula 
completa y para señalización al núcleo tanto en condiciones 
de estrés abiótico, en fases del desarrollo, especialmente flo-
ración y durante la maduración de la embriogénesis (figura 5).

Fig. 4. Localización de la proteína fusionada NtFC1-GFP en N. tabacum. Las imágenes fueron tomadas con un microscopio de escáner confocal 
(CLSM). La fluorescencia GFP es representada en color verde (panel de la izquierda) autofluorescencia de la clorofila en color rojo (panel central). 
La superposición de las imágenes de fluorescencia verdes y rojas es mostrada en el panel de la derecha. NtFC1-GFP: construcción fusionando 
FC1 con GFP; A: hoja; B: pétalo

Fig. 5. Modelo de distribución funcional de FC1 y FC2 en plantas. Ambas ferroquelatasas están presente en embriones y hojas. Panel de la izquierda 
representa los cambios durante la floración. Las señales son percibidas en las hojas donde se sintetiza hemo y este modifica la expresión de un 
elemento móvil (FT) que viaja a través del floema hacia el meristemo apical donde varía la expresión de genes de proteínas responsables para la 
floración. Panel de la derecha arriba representa lo que ocurre durante el desarrollo embrionario en la semilla. Durante la fase de maduración, FC1 es 
la isoforma de ferroquelatasa predominante que suple hemo para completar la maduración del embrión. FC2 principalmente produce hemo en hojas 
fotosintéticamente activas. Bajo condiciones de estrés (panel derecha abajo), FC1 sintetiza hemo en plastidios, el cual genera una seña retrograda 
que modula la expresión de genes que codifican para enzimas que modifican el metabolismo de las plantas contribuyendo a la defensa.
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En este trabajo demostramos la presencia de la isofor-
ma 1 de la Ferroquelatasa en Nicotiana tabacum (NtFC1), 
detectando el transcripto en hojas, raíces y flores. El hemo 
producido por FC1 tiene un papel importante en el proceso 
de floración de las plantas, en la respuesta al estrés abiótico 
y en el desarrollo de los embriones de las plantas, pues su 
ausencia provoca letalidad de los mismos. El hemo producido 
por FC1 tanto en mitocondrias como plastidios es destina-
do a las proteínas que contienen hemo como cofactor y son 
esenciales para mantener la homeostasis celular, y además 
desencadena la vía de señalización al núcleo que modifica 
la expresión de diversas proteínas celulares. Otro resultado 
de alta utilidad social relacionado con este trabajo ha sido la 
organización e impartición de 5 ediciones del curso “Basic 
methods in plant molecular biology and plant physiology”. Es-
tos cursos, impartidos en el Laboratorio de Fisiología Vegetal 
de la Universidad de la Habana en conjunto con la Universi-
dad Humboldt de Berlín, han aprovechado los conocimientos 
teóricos, prácticos y el material vegetal derivado de esta in-
vestigación. En estos cursos han participado 56 estudiantes 
de 15 instituciones cubanas y 2 de universidades brasileñas 
(Universidad Federal de Río Grande del Norte, y Universidad 
Federal Rural del Semiárido).
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