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I. RESUMEN 

El establecimiento de la simbiosis Rhizobium-leguminosa es un proceso complejo, que 

involucra el reconocimiento de moléculas señal por parte de ambos simbiontes. La 

transducción de estas señales, conlleva a la orquestación de un diálogo molecular que 

culmina con la formación de un nuevo órgano en la raíz de la planta, el nódulo. La 

importancia de este proceso implica que los genes de muchas plantas están involucrados 

en el desarrollo y función del nódulo; sin embargo, sólo algunos de estos genes han sido 

identificados.  

 

RACK1 (Por sus siglas en inglés: Receptor for Activated C Kinase 1), es una proteína 

de andamiaje muy versátil que se une a una gran variedad de ligandos de forma 

regulada y que participa activamente en diversas vías de transducción de señales. En 

plantas, se ha observado que media múltiples respuestas hormonales y procesos del 

desarrollo (Chen et al., 2006; Ullah et al., 2008). RACK1 modula la producción de 

ROS, participa en la inmunidad innata en arroz (Nakashima et al., 2008), y es un 

componente de la subunidad 40S ribosomal in Arabidopsis (Chang et al., 2005). Sin 

embargo, el conocimiento que se ha adquirido de RACK1 en plantas los últimos años, 

no ha sido suficiente para conocer su función.   

 

En un trabajo previo (Islas-Flores et al., 2009) se identificó una proteína homóloga a 

RACK1 en ejes embrionarios de Phaseolus vulgaris, que fue denominada PvRACK1. 

Esta proteína tiene un peso molecular de 36 kDa (codificada por 975 pb’s de mRNA), y 

presenta 7 dominios WD-40. En el presente trabajo, se llevó a cabo un análisis de la 

expresión, silenciamiento y sobre-expresión de PvRACK1 durante la nodulación de P. 

vulgaris, con la finalidad de obtener información que permita conocer qué papel 

desempeña en este proceso. Se observó que PvRACK1 se induce con tratamientos 

hormonales (auxinas, ácido abscisico, citocininas y giberelinas) durante el desarrollo de 

la raíz; mientras que, durante el desarrollo del nódulo, la expresión de PvRACK1 

aumenta a los 9-10 días post-inoculación, lo cual sugiere que puede estar desempeñando 

un papel importante después de la iniciación del meristemo del nódulo y de la infección 

por Rhizobium.  

 

El análisis del silenciamiento (RNA de interferencia) y sobre-expresión de PvRACK1 

se llevó a cabo en raíces transgénicas de plantas compuestas de P. vulgaris inoculadas 

con Rhizobium tropici. Los niveles de transcrito de PvRACK1 fueron monitoreados en 

raíces y nódulos transgénicos, por medio de análisis por qRT-PCR. Se observó que la 

regulación de la expresión de PvRACK1 es esencial para que la nodulación se lleve a 

cabo correctamente, ya que al modificar sus niveles de expresión por medio del 

silenciamiento o sobre-expresión; la organogénesis, desarrollo e integridad del nódulo 

son afectados. El silenciamiento y sobre-expresión de PvRACK1 muestran un fenotipo 

claro en el cual la nodulación es inhibida (50-24 y 80%, respectivamente). Los análisis 

por microscopía revelaron que en los nódulos silenciados las células infectadas y no 

infectadas son de menor tamaño que en los controles (80 y 60%, respectivamente). 

Estos resultados indican que PvRACK1 desempeña un papel indispensable en la 

expansión celular y en la integridad del simbiosoma y del nódulo. 
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II. ABSTRACT 
 

The establishment of symbiosis is a complex process that involves recognition of the 

signal molecules and signaling by both, Rhizobium and legume (molecular dialogue). 

The transduction of these signals, lead to the orchestration of molecular dialogue that 

culminates with the formation of a new organ at the root of the plant, the nodule. The 

importance of this process implies that many plant genes are involved in nodule 

development and function; however, few of these genes have been identified.  

 

RACK1 (Receptor for Activated C Kinase) is a highly-conserved, eukaryotic protein of 

the WD-40 repeat family. Its peculiar β-propeller structure allows its regulated 

interaction with multiple proteins in various plant signal-transduction pathways, 

including those arising from hormone responses, development, and environmental stress 

(Chen et al., 2006; Ullah et al., 2008). RACK1 also regulates the ROS production, is 

involved in innate immunity in rice (Nakashima et al., 2008), and is an structural part of 

the ribosome 40S subunit in Arabidopsis (Chang et al., 2005). However, the knowledge 

acquired from plant RACK1 in recent years, there has not been enough to know their 

function. 

 

In a previous study (Islas-Flores et al., 2009) the RACK1 homologue in bean was 

identified as a 36 kDa protein (encoded by 975 bp’s), which contained 7 WD-40 

domains, and was called PvRACK1. In this work we analyzed the PvRACK1 

expression, silencing and over-expresion during Phaseolus vulgaris nodulation with the 

aim of obtaining information about its role in this process. During P. vulgaris root 

development, PvRACK1 mRNA expression was induced by treatment with auxins, 

abscisic acid, cytokinin, and gibberellic acid. In addition, during P. vulgaris nodule 

development, PvRACK1 mRNA was highly accumulated at 9-18 days post-inoculation 

suggesting an important role after nodule meristem initiation and Rhizobium nodule 

infection.  

 

PvRACK1 transcript accumulation was down-regulated by a specific RNA interference 

construct; and over-expressed in transgenic roots of composite plants of P. vulgaris 

inoculated with Rhizobium tropici. PvRACK1 transcript levels were monitored by qRT-

PCR analysis in individual transgenic roots and nodules. It was noted that the regulation 

of its expression is essential for normal nodulation to occur and that changing its 

expression by silencing or over-expression, lead to dramatic effects in the 

organogenesis, development and nodule integrity. We observed a clear phenotype in 

PvRACK1-knockdown and over-expressing, in which nodule number was impaired 

(less nodulation of 50-24% for silencing, and 80% for over-expression). Microscopic 

analysis indicated that, in PvRACK1- knockdown nodules, infected and uninfected cells 

were considerably smaller (80% and 60%, respectively), than in control nodules. These 

findings indicate that PvRACK1 has a pivotal role in cell expansion and in symbiosome 

and bacteroid integrity during nodule development. 
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III. INTRODUCCIÓN 
 

Las plantas son esenciales para la vida en nuestro planeta, convierten la energía solar en 

energía química que eventualmente usamos como alimento, combustible y fibra. Entre 

los bloques moleculares básicos a partir de los cuales se sintetizan todas las moléculas 

indispensables para la vida, el elemento más limitante para la síntesis de proteínas, 

aminoácidos, nucleótidos, clorofila y vitaminas, es el nitrógeno. El nitrógeno es un 

elemento muy abundante en la atmósfera constituyendo el 78.1% de esta (Ferguson et 

al., 2010), pero las plantas y animales solo lo pueden asimilar en su forma reducida 

(nitrato, amonio) (Stougaard, 2000). Algunas plantas son capaces de adquirir nitrógeno 

del aire a través de un proceso llamado fijación simbiótica de nitrógeno; estas plantas 

pertenecen a la familia Leguminosae. Ésta es una familia grande y diversa de plantas 

superiores con cerca de 18,000 especies. La característica distintiva de algunas 

leguminosas es fijar nitrógeno a partir de una simbiosis con diversos grupos de bacterias 

gram-negativas que inducen la formación de nódulos (Chen et al., 2003). Ejemplos de 

estas bacterias incluyen Rhizobium, Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, 

Mesorhizobium, Sinorhizobium (D´Haeze and Holsters, 2002) y algunas especies de 

Burkholderia (Moulin et al., 2001; Vandamme et al., 2002), Ralstonia (Chen et al., 

2001), y Methylobacterium (Sy et al., 2001). Estas bacterias son colectivamente 

llamadas rhizobia (Gage, 2004).  El desarrollo del nódulo fijador de nitrógeno, es el 

resultado de la simbiosis entre una planta leguminosa y una bacteria rhizobia, y está 

determinado por el intercambio de compuestos (diálogo molecular) entre ambos 

simbiontes (Schultze and Kondorosi, 1998). Dada la importancia de este proceso, las 

vías de transducción de señales que participan en este evento han sido motivo de estudio 

en los últimos años. A la fecha se han logrado identificar algunos de los componentes 

que participan en cada uno de los pasos de este proceso tales como: receptores, 

segundos mensajeros, proteínas G, proteínas cinasas, factores de transcripción, etc. 

 

III.1 Simbiosis Rhizobium-Leguminosa 

 

Las bacterias del género Rhizobium son bacterias Gram-negativas que en su forma de 

vida libre son móviles, aerobias, no fijan nitrógeno atmosférico y no forman esporas. 

Como simbiontes, las bacterias dentro de los nódulos radicales se diferencian en 

bacteroides, los cuales tienen formas irregulares, aumentan su tamaño, se alimentan de 

formas carbonadas sintetizadas por la planta huésped, son anaeróbicos facultativos y 

fijan nitrógeno atmosférico (Graham et al., 1963; Gollop et al., 1984). 

 

La relación simbiótica entre Rhizobium y su correspondiente huésped permite la 

morfogénesis de estructuras especializadas llamadas nódulos, donde el nitrógeno 

atmosférico es reducido a amonio y de esta forma puede ser asimilado por la planta 

hospedera. Este proceso es determinado por el “diálogo molecular” de compuestos 

químicos secretados entre la bacteria Rhizobiácea y la planta hospedera y este diálogo 

es específico, por lo cual sólo ciertas bacterias Rhizobium pueden formar nódulos en el 

hospedero específico. El diálogo molecular consiste en la segregación por parte de la 

raíz, de compuestos fenólicos, generalmente flavonoides, que inducen en Rhizobium la 

transcripción de los genes de nodulación (genes nod) (Dénarié et al., 1993). Los 

productos de los genes nod están involucrados en la síntesis de Factores de Nodulación 

(FNs), los cuales a su vez, al ser percibidos por la planta participan en la morfogénesis 

de los nódulos. La presencia de bacterias rhizobias compatibles y sus correspondientes 
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FNs son suficientes para disparar un programa de la planta que conlleva al desarrollo 

del nódulo (Debellé et al., 2001). Los nódulos son  los órganos que se forman en la raíz 

de las plantas infectadas por rhizobia, y el sitio donde se lleva a cabo la fijación 

biológica de nitrógeno.  

 

III.2 Tipos de Nódulos 

 

Dependiendo del sistema simbiótico podemos encontrar dos tipos de nódulos: 

determinados o indeterminados. La forma del nódulo es establecida por la planta, no por 

la bacteria. Las diferencias entre los dos tipos de nódulos son: 1.- el lugar en el que se 

llevan a cabo las primeras divisiones celulares; 2.- el mantenimiento del meristemo, y 

3.- la forma de los nódulos maduros (Newcomb et al., 1979). El tipo de nódulo que se 

formará, estará condicionado por el lugar en donde se induzcan las divisiones mitóticas 

en la raíz. Si las divisiones se inducen en el córtex interno se originan nódulos 

indeterminados (alfalfa, chícharo y trébol), que son de forma ovalada y tienen un 

meristemo persistente; y si lo hacen en el córtex externo, se originan nódulos 

determinados (soya, frijol y Lotus), que son redondos y su actividad meristemática 

desaparece después de la iniciación del nódulo (D’Haeze and Holsters, 2002).  

 

III.2.1 Desarrollo de nódulos indeterminados y determinados 

 

En los nódulos indeterminados, los primeros eventos de división celular ocurren 

anticlinalmente en el córtex externo, seguido por divisiones periclinales en la 

endodermis y periciclo (Fig. 1 pasos 4 y 5, izquierda); colectivamente esas divisiones 

forman el primordio del nódulo. Los nódulos indeterminados, tienen la característica de 

poseer un meristemo persistente, por lo cual tienen una forma cilíndrica y las capas 

celulares se encuentran organizadas radialmente. El meristemo apical continuamente 

produce nuevas células que son infectadas por las bacterias. Los nódulos 

indeterminados maduros contienen una población heterogénea de bacteroides fijadores 

de nitrógeno debido a la continua actividad mitótica, lo que da lugar a un gradiente de 

los estados de desarrollo del nódulo conforme este continúa elongándose. Estos nódulos 

también tienen un sistema menos vascularizado que los nódulos determinados 

(Ferguson et al., 2010; Newcomb et al., 1979; Rolfe and Gresshoff, 1988; Hirsh, 1992; 

Verma, 1992).  

 

Los nódulos determinados son usualmente esféricos, carecen de meristemo persistente y 

no muestran un gradiente de desarrollo evidente (Fig. 1 derecha).  Los primeros eventos 

de división celular en los nódulos determinados ocurren sub-epidérmicamente en el 

córtex externo. Seguido de las primeras divisiones celulares anticlinales inducidas por 

Rhizobium en la sub-hipodermis (Newcomb et al., 1979; Rolfe and Gresshoff, 1988), se 

llevan a cabo divisiones celulares en el periciclo formándose así dos zonas con actividad 

meristemática, que convergen para formar el primordio nodular. Una parte del 

primordio nodular se constituye de células con alto grado de vacuolización que son 

derivadas del periciclo, y que a su vez, conforman el parénquima del nódulo (Newcomb 

et al., 1979; Hirsh, 1992; Verma, 1992). Estas células rodean a otro grupo de células no 

vacuoladas derivadas de la hipodermis y que conforman el tejido central del nódulo que 

está en constante actividad mitótica hasta los 10 días post-inoculación (Fernández-

Luqueño et al., 2008). Estas células centrales son infectadas por rhizobia que son 

liberadas de los hilos de infección y  diferenciadas en bacteroides, los cuales se 

constituyen en simbiosomas. Los simbiosomas de nódulos determinados, a diferencia de 
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los de nódulos indeterminados, pueden contener más de un bacteroide. Los nódulos 

determinados maduros contienen una población relativamente homogénea de 

bacteroides fijadores de nitrógeno, y la diferenciación de las células infectadas ocurre 

sincrónicamente. Cuando los nódulos senescen, se forman nuevos nódulos en regiones 

de la raíz desarrolladas recientemente (Rolfe and Gresshoff, 1988). A diferencia de los 

nódulos indeterminados, estos no poseen un meristemo persistente, por lo cual su 

crecimiento se debe principalmente a la expansión celular ya que la división celular cesa 

durante el desarrollo. La naturaleza del crecimiento de estos nódulos les confiere una 

morfología esférica (Hirsch, 1992).  

 

III.2.2 Autorregulación de la nodulación  

  

Cuando la nodulación es inducida, la planta usa el sistema de control homeostático que 

regula el número de nódulos de tal forma que el costo-beneficio de la nodulación esté 

equilibrado. En las leguminosas este control lo logra la autorregulación de la 

nodulación, proceso en el cual el primordio nodular envía una señal a la hoja, la cual a 

su vez, produce un inhibidor que bloquea la progresión de primordios nodulares 

(Gresshoff, 1993). En tanto, se desarrollan los nódulos suficientes durante el tiempo en 

el cual se establece la retroalimentación de la señal; después de la cual, se inician 

primordios nodulares  pero no siguen su desarrollo (Gresshoff, 2003). Hay factores 

internos y externos que actúan como reguladores negativos de la nodulación. Mutantes 

que son incapaces de percibir o sintetizar esos factores, exhiben mayor número de 

nódulos. Muchos de estos factores funcionan en la vía de autorregulación de la 

nodulación. La autorregulación de la nodulación   inicia durante el desarrollo del nódulo 

por la síntesis de señales Q derivadas de la raíz (Q es un péptido relacionado a 

CLAVATA3/ESR) (Okamoto et al., 2009). Las señales Q viajan al primordio nodular, 

donde éstas o un producto de su acción son percibidas por un receptor rico en leucinas 

llamado GmNARK (por sus siglas en inglés: Glycine max Nodule Autoregulation 

Receptor Kinase)/LjHAR1 (por sus siglas en inglés: Hyper-nodulation Aberrant Root 

1)/MtSUNN (por sus siglas en inglés: Super Numerary Nodules) (Krusell et al., 2002; 

Nishimura et al., 2002). La percepción de las señales Q en la hoja resulta en la 

producción de un nuevo inhibidor derivado del primordio llamado SDI (por sus siglas 

en inglés: Shoot-Derived Inhibitor), que viaja por el floema a la raíz donde inhibe la 

nodulación (Gresshoff and Delves 1986; Lin et al., 2009).  

 

III.3 El Proceso de la Nodulación 

 

El desarrollo coordinado de la raíz es un factor clave para la formación de nódulos. La 

nodulación consiste de una serie de etapas espacial y temporalmente ordenadas que 

permitirán que la simbiosis Rhizobium-leguminosa dé lugar a nódulos fijadores de 

nitrógeno (Fig. 1). Primero, la planta percibe los FNs y responde con respuestas locales 

y respuestas a distancia, tales como enroscamiento de los pelos radicales y divisiones 

celulares de las células corticales. Además de ser requeridos al inicio, los FNs son 

producidos por la bacteria dentro del hilo de infección (Herder et al., 2007). Durante las 

primeras 12-24 h, la bacteria dispara toda una serie de cambios morfológicos como son 

la deformación y enroscamiento del pelo radical, el desarrollo del hilo de infección, y la 

activación de la división celular en el córtex de la raíz. Estas respuestas morfológicas 

son consideradas como las características representativas de la nodulación (Fig. 1) 

(Wais et al., 2002). 
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Fig. 1.- Diferencias en las etapas de desarrollo de nódulos indeterminados y determinados. Etapas del 
desarrollo de nódulo indeterminado (chícharo; izquierda) y determinado (soya; derecha). Los pelos radicales 
que emergen liberan compuestos flavonoides, los cuales atraen bacterias Rhizobiáceas compatibles y las 
estimulan a producir FNs. El pelo radical se deforma dejando un espacio en el cual son atrapadas las 
bacterias. El hilo de infección se empieza a formar y la bacteria entra a la planta. Se observan las primeras 
divisiones celulares en la corteza interna (nódulos indeterminados) o en la capa celular sub-epidermal 
(nódulos determinados). Capas adicionales de células (córtex y periciclo) se dividen para formar el primordio 
del nódulo. Los hilos de infección progresan hacia el primordio en donde se liberan las bacterias, y 
posteriormente son  rodeadas por membrana plasmática de la planta,  en donde se diferencian en bacteroides 
fijadores de nitrógeno.  Las etapas de desarrollo, tipos de tejidos y zonas de nodulación están indicadas 
(modificado de Ferguson et al., 2010). 
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III.3.1 Diálogo molecular Rhizobium-leguminosa 

 

La infección de la raíz por Rhizobium es un proceso que se inicia por eventos de pre-

infección en la rizósfera. Un pre-requisito para el establecimiento de la asociación 

simbiótica, es que la planta se encuentre en condiciones deficientes de nitrógeno, lo que 

aumenta la producción de compuestos fenólicos por parte de la raíz (Coronado et al., 

1995). Las señales fenólicas (flavonoides), son percibidas por la bacteria; ésta a su vez 

responde moviéndose y pegándose a sitios localizados en la raíz por quimiotaxis 

positiva y produciendo los FNs. La punta de los pelos radicales que están emergiendo 

son los blancos principales para la infección, probablemente porque sus paredes 

celulares son más delgadas, lo que permite el re-arreglo de los microtúbulos, el cambio 

del tráfico vesicular hacia la punta en crecimiento, y la subsecuente penetración de la 

Rhizobiácea. Las Rhizobiáceas tienen dos formas de entrar a la planta hospedera: por 

los pelos radicales o a través de heridas en el tejido epidérmico de la raíz (Oldroyd and 

Downie, 2008).  

 

La inducción de los genes nod por los flavonoides de la planta huésped es el paso inicial 

del intercambio de señales recíprocas entre Rhizobium y leguminosa. Los polisacáridos 

de la superficie celular de las Rhizobiáceas también están involucrados en el pegado, 

penetración e invasión de la bacteria. Los rhizobios expresan una proteína que se 

localiza en la superficie celular, llamada ricadhesina, que participa en la adherencia de 

la bacteria al pelo radical de la planta. Esta proteína se une a Ca
2+

 y puede actuar 

captando complejos de Ca
2+

 en la superficie de los pelos radicales. Otras moléculas, 

como las lectinas, que son proteínas que reconocen carbohidratos, también cumplen una 

función en la adherencia planta-bacteria. Las lectinas han sido identificadas en los 

extremos de pelos radicales y en la superficie de los rhizobia. Los polisacáridos de 

superficie celular no son los determinantes principales de la especificidad del 

hospedero; sin embargo, es claro que estos polisacáridos desempeñan un papel 

importante en la interacción hospedero-específica (Laeremans and Vanderleyden, 1998; 

Cárdenas et al., 2000).  

 

III.3.2 Respuestas tempranas a los FNs 

 

La percepción a los FNs inicia una cascada de transducción de señales. Ésta involucra 

canales iónicos localizados en la membrana nuclear (MtDMI1, LjCASTOR y 

POLLUX) (Ané et al., 2004; Imaizumi-Anraku et al., 2005: Riely et al., 2007), dos 

nucleoporinas (LjNup133 y LjNUP85) (Kanamori et al., 2006; Saito et al., 2007), y una 

proteína cinasa dependiente de calcio-calmodulina (CCaMK, MtDMI3/PsSYM9) (Levy 

et al., 2004; Mitra et al., 2004). Múltiples capas y tipos celulares deben sincronizar su 

desarrollo con la finalidad de lograr la organogénesis del nódulo.  

 

Las primeras respuestas inducidas por los FNs se llevan a cabo en sitios espacialmente 

separados: la epidermis, las células corticales y el periciclo (Hirsh, 1992; Geurts and 

Franssen, 1996; Compaan et al., 2001). La formación de nódulos fijadores de nitrógeno 

consiste de dos programas importantes de desarrollo: 1) las respuestas epidérmicas 

preparan a las células para la infección bacteriana; y 2) la reactivación de la división 

celular en el córtex que da origen al primordio del nódulo (Ding et al., 2008). La 

epidermis de la raíz representa la primera barrera con la que se enfrenta la bacteria, y en 

muchas interacciones Rhizobium-leguminosa las células del pelo radical juegan un papel 
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central en facilitar la infección bacteriana e influyen sobre cuándo, dónde y cuantos 

nódulos se formarán. Cuando las bacterias están pegadas a la punta del pelo radical, se 

concentra el efecto de los FNs a través de la raíz; por lo tanto, la percepción de los FNs 

está probablemente limitada a las células epidérmicas. Este puede ser el motivo por el 

cual las primeras respuestas a Rhizobium ocurren en la epidermis (Oldroyd and Downie, 

2008). Para la formación de un primordio nodular se requiere de la des-diferenciación 

de las células corticales que se encuentran completamente diferenciadas. Los FNs 

inducen la expresión de genes, que a su vez reactivan la actividad mitótica de las células 

corticales e inducen la formación del primordio nodular y los haces vasculares, 

permitiendo el desarrollo del nódulo (Cárdenas et al., 1995; D’Haeze and Holsters, 

2002). La actividad meristemática que da lugar al nódulo, inicia antes de la formación 

del hilo de infección (Newcomb et al., 1979; Dudley et al., 1987; Verma, 1992; Geurts 

et al., 2005; Herder et al., 2007). 

 

III.3.2.1 Despolarización de la membrana y oscilaciones de Ca
2+

 

 

Una de las primeras respuestas después de la exposición a los FNs es la despolarización 

de la membrana, la cual es observada aproximadamente 1 min después del tratamiento 

con los FNs. Esta despolarización es causada por un rápido influjo de Ca
2+

 inducido a 

los pocos segundos de la adición de los FNs, seguido por el eflujo de Cl
-
 y K

+
. El influjo 

de Ca
2+

 es indispensable para que se lleve a cabo la despolarización de la membrana 

debido a que el antagonista del canal de calcio Nifedipina, así como el EGTA, inhiben 

la despolarización de la membrana inducida por los FNs (Revisado por Geurts and 

Bisseling, 2002). Oscilaciones en las concentraciones de Ca
2+

 citosólico son inducidas 

subsecuentemente en las mismas células algunos minutos después de la inducción de los 

flujos de Ca
2+ 

y aproximadamente 10 min después de la aplicación de los FNs 

(Revisado por Ferguson et al., 2010). Las oscilaciones de Ca
2+

 están restringidas a la 

región nuclear, específicamente al nucleoplasma y al citoplasma asociado al núcleo 

(Oldroyd and Downie, 2008), y esto parece ser inducido por un influjo de Ca
2+

 en la 

punta del pelo (Cárdenas et al., 1998; Felle et al., 1998; Shaw and Long, 2003). Los 

canales iónicos y las nucleoproteínas son requeridos para estos eventos de oscilaciones 

de Ca
2+

. De 10 a 20 min después de la adición de los FNs, se han observado 

incrementos repetidos de Ca
2+

 citoplásmico, particularmente alrededor del núcleo en 

Medicago sativa (Ehrhardt et al., 1996), Medicago truncatula (Wais et al., 2000), 

Pisum sativum (Walker et al., 2000), Phaseolus vulgaris (Cárdenas et al., 1998) and 

Lotus japonicus (Harris et al., 2003), lo que supone que las oscilaciones periódicas de 

Ca
2+

(calcium spiking) son una característica común de la nodulación simbiótica (Miwa 

et al., 2006; Cárdenas et al., 2000). 

 

III.3.2.2 Deformación de los pelos radicales y formación del hilo de 

infección 

 

La primera respuesta morfológica detectable después de la exposición a los FNs es la 

deformación de los pelos radicales. El pegado de la bacteria a los pelos radicales 

estimula la deformación de estos (Esseling et al., 2003). Durante las primeras 3 h se 

hincha la punta del pelo radical dando lugar al desarrollo de una nueva zona de 

crecimiento. Los pelos radicales se enroscan de 6-8 h después del pegado de la bacteria 

(Turgeon and Bauer, 1982; 1985). Algunos pelos radicales se enroscan hasta 360° 

encapsulando una pequeña porción de bacterias en división celular. El enroscamiento es 

causado por el crecimiento constante y reorientado del pelo radical. Una micro-colonia 
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queda atrapada y tiene la capacidad de aumentar la concentración de los FNs y enzimas 

que degradan la pared celular. Las bacterias, posteriormente penetran entonces  la pared 

celular y se lleva a cabo un ciclo de síntesis y digestión de pared celular resultando en la 

formación del hilo de infección (van Spronsen et al., 1994; Esseling et al., 2003; 

Oldroyd and Downie, 2008). En soya este proceso ocurre 12 h después del contacto del 

pelo radical con la bacteria (Turgeon and Bauer, 1982; 1985) El hilo de infección actúa 

como pasaje para la bacteria y avanza por el pelo radical hasta alcanzar las células del 

córtex que formaron el primordio. Las bacterias son liberadas en el citoplasma de las 

células del hospedero a través de un proceso parecido a la endocitosis. Este paso es 

crucial ya que se lleva a cabo sin activar la respuesta de defensa de la planta hospedera. 

La bacteria continúa dividiéndose dentro de la célula hospedera antes de diferenciarse 

en bacteroides e iniciar la fijación de nitrógeno. La división celular de las células 

corticales cesa cuando las células han sido infectadas, aunque en nódulos 

indeterminados, el meristemo nodular persiste generando nuevas células que se siguen 

infectando; y en nódulos determinados, la división celular termina antes de que se dé 

inicio a la fijación de nitrógeno (en soya, aproximadamente 10 días después de la 

infección). Las células corticales, al cesar la división celular entran en una etapa de 

síntesis de DNA que resulta en endo-reduplicación, con el consecuente aumento en el 

contenido de DNA, que aumenta a 64n (Verma, 1992). 

III.4 Diferenciación del Simbiosoma 

El desarrollo del nódulo es un evento que se lleva a cabo de forma paralela al desarrollo 

del bacteroide. Dependiendo del tipo de nódulo (indeterminado o determinado), las 

Rhizobia infectan las células centrales del nódulo a través del hilo de infección y/o a 

través de la división de células que ya están infectadas, según se trate de un nódulo 

indeterminado o determinado. Una vez que las bacterias son liberadas del hilo de 

infección por endocitosis, estas quedan envueltas por una membrana de origen vegetal. 

Esta estructura es denominada simbiosoma, y es la unidad básica de fijación de 

nitrógeno en el nódulo (Udvardi and Day, 1997). En un simbiosoma se puede distinguir 

la membrana peribacteroidal (MPB), el bacteroide, y el fluido peribacteroidal (FPB). El 

termino simbiosoma fue utilizado por primera vez por Roth et al., (1988) para describir 

una estructura parecida a un organelo que se forma  después de la endocitosis de un 

microsimbionte por una célula hospedera.  La estructura de un simbiosoma de soya 

consiste de una membrana derivada del hospedero (MPB), que envuelve uno o varios 

microsimbiontes (bacteroide), y crea un espacio interno que es ocupado por el FPB 

(Turgeon and Bauer, 1982) 

       III.4.1 Membrana peribacteroidal (MPB) 

La MPB es una membrana de origen vegetal que separa a los bacteroides del citoplasma 

de la célula vegetal en los nódulos (Udvardi et al., 2001). La MPB tiene algunas 

propiedades de tonoplasto (por la fusión de vesículas procedentes tanto del aparato de 

Golgi, como del retículo endoplásmico, que conducen al crecimiento de la MPB) y de 

membrana plasmática. Su proliferación inicia en el momento en el cual la bacteria es 

liberada del hilo de infección (si este compartimento membranal no se forma 

adecuadamente o es desintegrado, se activa la respuesta de defensa), y hay una división 

continua y sincronizada de las bacterias rodeadas de MPB. Las bacterias dejan de 

dividirse antes de iniciarse la fijación de nitrógeno. La MPB es absolutamente necesaria 

para controlar el flujo de metabolitos entre ambos simbiontes, en la regulación de la 
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fijación del nitrógeno, y en el mantenimiento de la simbiosis (Day et al., 2001). Por otro 

lado, vesículas provenientes del aparato de Golgi y del retículo endoplásmico que se 

fusionan a la MPB transportan determinados componentes proteicos, como la H
+
–

ATPasa. La actividad de esta proteína genera la acumulación de H
+
 en el espacio 

peribacteroidal, generando un gradiente eléctrico y de pH a través de la MPB. El 

bacteroide responde excretando H
+
 en forma de NH4

+
 (Verma et al., 1978; Day et al., 

2001). Los iones amonio pasan a través de un transportador específico de la membrana 

peribacteroidal al citoplasma de la célula vegetal en donde el sistema GS–GOGAT (por 

sus siglas en inglés: Glutamine Synthetase-Glutamate synthase) los incorpora en forma 

de aminoácidos, amidas o ureidos. Además de un gradiente de pH, se genera un 

gradiente electroquímico aprovechado por determinados transportadores, como por 

ejemplo los de malato y amonio, con el fin de proporcionar sustratos carbonados al 

bacteroide (Udvardi and Day, 1997; Day et al., 2001). 

III.4.2 Fluido peribacteroidal 

El fluido peribacteroidal o espacio peribacteroidal, es el material soluble existente entre 

la membrana peribacteroidal y el bacteroide, mantiene en contacto la superficie de 

ambos, estableciendo una zona que permite la interacción. Es donde se acumula una alta 

concentración de H
+
 debido a la actividad  de ATPasa de la membrana peribacteroidal. 

Además, desde el aparato de Golgi se secretan al fluido peribacteroidal, proteínas 

características de lisosomas tales como proteasas, trehalasas ácidas y manosidasas, que 

hacen del simbiosoma un organelo con propiedades líticas (Mellor, 1989). El equilibrio 

en el intercambio de metabolitos entre la planta y el microorganismo resulta vital para la 

simbiosis, de tal forma que, una alteración del mismo inducida por alguno de los dos 

miembros de la asociación, llevaría a una acidificación en el interior del simbiosoma. 

Esta conduciría a la activación de las hidrolasas y, por lo tanto, a la muerte del 

simbiosoma y a la senescencia del nódulo (Andreev et al., 2005). 

III.4.3 Bacteroide 

La diferenciación de los bacteroides fue observada por primera vez por Beijerinck en 

1888. Las Rhizobiáceas sufren destinos diferentes al invadir las células del córtex, 

dependiendo del sistema simbiótico. En nódulos indeterminados las bacterias que se 

liberan al citoplasma se dividen pocas veces antes de diferenciarse. En nódulos 

determinados sin embargo, las células infectadas mantienen momentáneamente la 

actividad mitótica, y las bacterias en el interior se dividen múltiples veces con el fin de 

poder mantener su presencia en las células vegetales recién formadas. En el proceso de 

diferenciación los bacteroides pueden aumentar su tamaño original de cuatro a siete 

veces, como en el caso de Sinorhizobium meliloti, o bien adquirir un forma de “Y”, 

como el caso de Rhizobium leguminosarum (Oke and Long, 1999). Los bacteroides 

pueden llegar a ser hasta 40 veces más grandes que los bacilos a partir de los que se 

desarrollan, y hasta varios miles se encuentran en una sola célula vegetal. La fijación de 

nitrógeno no se inicia sino hasta que los rhizobia se han diferenciado en bacteroides. El 

sistema vascular de la planta se extiende dentro del nódulo y transporta nutrientes hacia 

y desde el nódulo. Cuando el nódulo se deteriora, las bacterias se liberan a la rhizosfera. 

Estas formas proliferan en el suelo utilizando como nutrientes algunos de los productos 

del nódulo destruido y las bacterias pueden iniciar la infección en otras raíces o 

mantenerse en estado latente en el suelo (Oke and Long, 1999; Mergaert et al., 2006). 
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III.5 Factores de Nodulación (FNs) 

 

Los FNs son moléculas señal sintetizadas y secretadas por el microsimbionte en 

respuesta a compuestos flavonoides liberados a la rizósfera por raíces de plantas 

leguminosas. Los FNs inducen una serie de respuestas en la planta, que incluyen la 

formación y deformación de los pelos radicales, alcalinización intra y extracelular, 

despolarización de la membrana, cambios en los flujos iónicos (por ejemplo, 

oscilaciones de Ca
2+

), expresión de nodulinas tempranas, y la formación del primordio 

nodular.  (D’Haeze and Holsters, 2002; Cárdenas et al., 2000). La simbiosis Rhizobium-

leguminosa es un proceso altamente específico. Los FNs son los elementos 

determinantes más importantes en la especificidad bacteria-hospedero (Mergaert et al., 

1997). Los FNs son moléculas señal bacterianas de naturaleza lipo-quitooligosacárida 

(LCOs, por sus siglas en inglés: Lipo-Chitin Oligosaccharides). Aunque son producidos 

por la bacteria, se comportan como las hormonas vegetales: son señales que difunden y 

activan diversos procesos del desarrollo en la planta (Oldroyd and Downie, 2008). 

Todos los FN’s caracterizados hasta la fecha consisten de un esqueleto oligomérico de 

tres a seis monómeros de N-acil-D-glucosaminas (GlcNAc) ligadas por enlaces -(1-4), 

N-aciladas en el extremo no reductor del residuo glucosaminosil, con un ácido graso 

intrínseco o un ácido graso derivado simbiosis-específico. El azúcar del extremo 

terminal no reductor, puede ser sustituido en la posición C-2 por un ácido graso, cuya 

estructura es variable (Laeremans and Vanderleyden, 1998). Rhizobium produce varios 

FNs que presentan tres tipos de variaciones: la longitud del esqueleto de glucosamina 

(Fig. 2, n=N-acetil glucosamina), la estructura del ácido graso (Fig. 2, R1), y las 

decoraciones en el residuo del azúcar terminal (Fig. 2 R2-10) (Geurts and Franssen, 

1996).  

 

 
Fig. 2.- Estructura de los FNs. Estructura general de  un quito-oligosacárido producido por rhizobia. Las 
sustituciones en R1–R10, y el grado de oligomerización (n, número de residuos de N-acetil glucosamina) le 
dan la identidad al FN (D´Haeze and Holsters, 2002). 
 

La expresión de los genes nod bacterianos que intervienen en el establecimiento de la 

simbiosis se produce como consecuencia de que los flavonoides liberados por la planta 

son percibidos por la bacteria en donde interactúan con la proteína NodD que se 

encuentra en la membrana (Schlaman et al., 1989). NodD es un factor de transcripción 

presente en casi todas las especies de rhizobia, que regula operones inducibles y 

estimula la transcripción de nodABC y de otros genes nod esenciales. La proteína NodD 

reconoce la caja nod presente en los promotores de los genes nod. Además, este 

promotor puede regular la expresión de otros genes nod en función del nitrógeno 
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presente. De esta forma, se puede conseguir un control fino de la expresión de genes 

bacterianos involucrados en la fijación de nitrógeno (Peck et al., 2006). 

 

Los genes nod estructurales comprenden genes que son específicos de cada Rhizobiácea 

y genes que son comunes en todas las especies de Rhizobium. Los genes nodABC, están 

presentes en todas las especies de Rhizobium, y son requeridos para la síntesis de la 

estructura principal de los FNs. NodC es una N-acetilglucosaminiltransferasa que 

sintetiza un quito-oligosacárido a partir de la UDP-N-acetil glucosamina; NodB es una 

quito-oligosacárido deacetilasa, que deacetila el extremo no reductor, y NodA está 

involucrada en la N-acilación del esqueleto amino-azúcar. Los genes nod específicos 

(nod, nol y noe) están involucrados en diversas sustituciones de los FNs con 

sustituciones que confieren especificidad al hospedero; estos genes codifican enzimas 

que están involucradas en la decoración del esqueleto quito-oligosacárido de los FNs 

con sustituciones que confieren la especificidad al hospedero (Roche et al., 1996).  

 

Algunos rhizobia producen más de una población de FNs con distintas combinaciones. 

Por ejemplo, Rhizobium sp. NGR234 produce FNs con ninguno, uno o dos grupos 

carbamoil, un ácido graso palmitoil o estearoil en el extremo no reductor y un 2-O-

metilfucosil insustituible, sulfatado o acetilado en el extremo reductor (Mergaert et al., 

1997). Los genes de nodulación están generalmente localizados en un plásmido llamado 

Sym, en donde están organizados en operones y su transcripción está regulada por el gen 

nodD que se expresa constitutivamente y que es un miembro de la familia LysR 

(reguladores transcripcionales). NodD activa a los operones nod después de ser activada 

por los flavonoides liberados por la planta (Geurts and Franssen, 1996; Henikoff et al., 

1988). Los genes nod muchas veces se continúan expresando cuando Rhizobium es 

liberado en el nódulo y se diferencia en bacteroide. La especificidad también es 

controlada a nivel de rizósfera, ya que hay quitinasas y otras enzimas capaces de 

degradar selectivamente FNs determinados. De esta forma se logra también una 

especificidad de infección. La presencia de los FNs es imprescindible para que se lleven 

a cabo los cambios morfológicos y las respuestas tempranas de la infección, aunque su 

sola presencia no es suficiente para que se produzca la morfogénesis completa del 

nódulo. 

 

III.6 Nodulinas 

 

Debido a que la interacción con Rhizobium es altamente benéfica para el crecimiento de 

la plantas leguminosas, estas evolucionaron un set de genes que codifican para proteínas 

específicas del nódulo, que son indispensables para el desarrollo y función de éste 

(Verma, 1992). Las nodulinas han sido subdivididas en dos clases, nodulinas tempranas 

y tardías en base a la etapa en la cual son detectados los transcritos. Los genes que 

codifican a nodulinas tempranas son activados en las raíces desde horas y hasta pocos 

días después de la inoculación con Rhizobium, y se propone que están involucradas en 

el desarrollo del nódulo. Los genes de nodulinas tardías son activados en nódulos 

maduros temporalmente cerca al inicio de la fijación de nitrógeno. Algunos de estos 

genes codifican para enzimas involucradas en el metabolismo primario del carbón y 

nitrógeno; otras, pueden ayudar a mantener la integridad estructural de los nódulos, 

incluyendo el confinamiento de los bacteroides en los simbiosomas (Colebatch et al., 

2002). 
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Muchas nodulinas tempranas son expresadas secuencialmente durante la infección y la 

diferenciación del nódulo. Por ejemplo, la expresión del gen ENOD2 (por sus siglas en 

inglés: Early Nodulin) está relacionada con la diferenciación temprana y es inducido por 

altas concentraciones de citocininas. El gen ENOD5 codifica para una proteína que es 

inducida durante la infección, pero solo es identificada en las células que forman parte 

de la punta del hilo de infección en crecimiento. También se han identificado dos genes 

cuya expresión es inducida en la epidermis de la raíz dentro de las 2-3 primeras horas 

después de la exposición a los FNs. Estos genes son ENOD12, que codifica a una 

proteína rica en prolinas, y MtRip1 (por sus siglas en inglés: Receptor Interacting 

Protein 1), que codifica una peroxidasa. Ambos genes son expresados en todas las 

células epidérmicas en una zona específica de la raíz que se extiende del meristemo de 

la raíz al área de diferenciación del pelo radical. Estos genes pueden tener un papel 

importante en la infección. ENOD12 también se identificó en el primordio nodular junto 

a ENOD40 y PrP4 (por sus siglas en inglés: Pre- mRNA-Processing Factor 4). La 

expresión de estos genes no ha sido identificada en otros primordios, lo cual hace al 

primordio nodular distinguible de otros (Geurts and Franssen, 1996). Los genes de 

nodulinas tardias son expresados desde la liberación de la bacteria del hilo de infección 

hasta antes de la inducción de la nitrogenasa y por ende de la fijación de nitrógeno 

(Verma and Delauney, 1988). La expresión de las nodulinas tardías puede continuar 

hasta la senescencia del nódulo, después de que la fijación haya cesado por completo. 

 

III.7 Fijación Biológica de Nitrógeno 

 

El nitrógeno es el nutriente más importante requerido por las plantas, puesto que es un 

componente esencial de todos los aminoácidos y ácidos nucléicos y es un factor 

limitante para el crecimiento y desarrollo. Sin embargo, la disponibilidad del nitrógeno 

está limitada en muchos suelos, y aunque la atmósfera terrestre consiste de 78.1% de 

gas nitrógeno (N2), las plantas no tienen la capacidad de usar esa forma de nitrógeno 

(Ferguson et al., 2010). La fijación biológica del nitrógeno atmosférico es una ruta 

metabólica de gran importancia que consiste en la reducción del N2 a NH4
+
. Las plantas 

leguminosas evolucionaron para llevar a cabo una relación simbiótica con bacterias 

Rhizobiáceas, en la cual el N2 es convertido a amonio por los bacteroides y es 

subsecuentemente asimilado por la planta (Patriarca et al., 2002; Ding et al., 2008). Una 

vez que la simbiosis se ha establecido, la enzima nitrogenasa se encarga de llevar a cabo 

esta transformación dentro de los bacteroides en un proceso altamente dependiente de 

energía (Halbleib and Ludden, 2000). Esto es debido a que  la nitrogenasa consume 16 

moléculas de ATP por N2 reducido para romper el triple enlace que une los dos átomos 

de nitrógeno, según la siguiente ecuación: 

 

N2 + 16 ATP + 8 e- + 8 H
+
              2 NH3 + 8 H2 + 16 ADP + 16 Pi 

 

La simbiosis Rhizobium-leguminosa es la adaptación a un medio deficiente en 

nitrógeno. En suelos ricos en nitrógeno, las leguminosas prefieren utilizar el nitrógeno 

inorgánico del suelo, independientemente de la presencia de las bacterias. Por el 

contrario, si la bacteria está presente y los niveles de nitrógeno del suelo son bajos, la 

planta estimula la infección por Rhizobium en la raíz, para que se lleve a cabo la fijación 

de nitrógeno atmosférico (Coronado et al., 1995). Como la planta debe producir los 

compuestos carbonados, existe una relación directa entre fotosíntesis y fijación de 

nitrógeno. Por lo tanto, la fijación de nitrógeno se relaciona estrechamente a la 

producción de biomasa aérea y rendimiento (Vitousek et al., 2002). 
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III.8 Hormonas en la Nodulación 
 

Parte de la arquitectura vegetal se forma durante el desarrollo post-embrionario, y los 

cambios en las concentraciones de hormonas inducidos por factores bióticos y abióticos 

influyen en el desarrollo de células y órganos. La formación de los nódulos radicales es 

un ejemplo de este desarrollo post-embrionario, en donde las hormonas juegan un papel 

importante en la señalización secundaria (Stougaard, 2000). La nodulación es un 

proceso finamente regulado en las leguminosas. Este proceso permite asegurar los 

niveles apropiados de fijación de nitrógeno sin la excesiva pérdida de las reservas de 

carbono. Este balance es mantenido por la relación entre la nódulación y su regulación 

por hormonas vegetales (Ding et al., 2008). En los nódulos de diversas leguminosas se 

pueden detectar auxinas, citocininas, giberelinas y ácido abscísico en concentraciones 

superiores a las existentes en las raíces no inoculadas. Los rhizobia producen auxinas, 

citocininas y giberelinas, pero no se conoce la medida en la que éstas contribuyen al 

balance hormonal del nódulo. Suministradas exógenamente, las fitohormonas pueden 

inhibir la formación de los nódulos, por lo que un posible papel inhibidor para estos 

reguladores podría ser la autorregulación de la nodulación (Hirsh and Fang, 1994). 

 

Algunas evidencias indican que las fitohormonas están involucradas en la 

organogénesis de los nódulos, y determinadas fitohormonas, o bien compuestos que 

bloquean el transporte de éstas (auxinas), inducen la formación de estructuras parecidas 

a nódulos (nódulos vacíos o seudo-nódulos). Las hormonas vegetales que afectan la 

nodulación se pueden dividir en dos grupos: a) las que participan en regular 

positivamente la nodulación, es decir, que tienen una función positiva en el desarrollo 

del nódulo, como las citocininas, auxinas, giberelinas y brasinoesteroides; y b) aquellas 

que tienen un efecto negativo en la nodulación como el etileno, ácido jasmónico y ácido 

abscísico (Oldroyd and Downie, 2008). 

 

III.8.1 Citocininas 

 

Las citocininas están involucradas en la regulación de muchos procesos celulares 

durante el desarrollo de la planta (por ejemplo, el crecimiento y la adaptación a 

condiciones ambientales) (Martin et al., 2000; Mok and Mok, 2001). La percepción de 

los FNs en la epidermis resulta en incrementos localizados de los niveles de citocininas, 

que inducen la organogénesis del nódulo en el córtex (Hirsch and Fang, 1994; Fang and 

Hirsch, 1998; Oldroyd, 2007). También se ha observado que la aplicación de citocininas 

a la raíz activa la división celular en el córtex, deposición de amiloplastos e inducción 

de nodulinas tempranas (Cooper and Long, 1994; Bauer et al., 1996; Fang and Hirsch, 

1998; Lorteau et al., 2001). Mutantes de Mezorhizobium meliloti portadores del gen tzs 

(por sus siglas en inglés: Trans-Zeatin) de Agrobacterium tumefaciens, sobre-producen 

citocininas, e inducen la formación de nódulos vacíos que expresan ENOD2 en raíces de 

alfalfa. Un receptor de citocininas funciona en el córtex externo de la raíz, y es 

requerido para los eventos de división celular, este receptor tiene un dominio de cinasa 

de histidina y es codificado por MtCRE1 (por sus siglas en inglés: Cytokinin Response 

1)/LjLHK1 (por sus siglas en inglés: Lotus Histidine Kinase 1). Mutaciones de ganancia 

de función en este receptor resultan en nodulación espontánea; mientras que el 

silenciamiento o pérdida de función, resulta en un dramático decremento en el número 

de nódulos (Gonzalez-Rizzo et al., 2006). El receptor de citocininas es crítico para el 

desarrollo del nódulo, lo que sugiere que las citicininas son componentes clave de la 

organogénesis del nódulo (Ferguson et al., 2010). 
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III.8.2 Auxinas 

 

Las auxinas participan en procesos celulares que ocurren durante la nodulación (por 

ejemplo, la división celular y la formación y diferenciación de los haces vasculares) 

(Ferguson and Mathesius, 2003). El desarrollo del nódulo requiere acumulación local de 

auxinas en la zona de iniciación del nódulo (Mathesius, 2008). Entre los aminoácidos 

que exuda la planta se encuentra el triptófano que es fácilmente convertido por 

Rhizobium en ácido indolacético (IAA, por sus siglas en inglés: 3-Indoleacetic Acid). 

Esto tiene una importancia crucial en la infección pues promueve el crecimiento y 

engrosamiento del pelo radical. Es decir, el IAA favorece la infección (Etesami et al., 

2009). En especies de Medicago se observó un incremento en la nodulación cuando se 

inocularon con cepas de R. leguminosarum que sobre-producen IAA; sin embargo, no 

se observó el mismo efecto en P. vulgaris.  Es interesante notar que solo se observó un 

efecto positivo en el incremento de la nodulación en nódulos indeterminados y no en el 

caso de nódulos determinados. Los nódulos indeterminados formados por R. 

leguminosarum que sobre-produce IAA, también mostraron niveles altos de óxido 

nítrico (NO, por sus siglas en inglés: Nitric Oxide), que se sabe regula en conjunto con 

el IAA el desarrollo acelerado de raíces laterales. Por lo tanto, la síntesis de auxinas por 

Rhizobium y el NO regulan positivamente la formación de nódulos indeterminados (Pii 

et al., 2007). 
 

Inhibidores del transporte polar de las auxinas, como el ácido naftiltalámico (NPA, por 

sus siglas en inglés: Naphthyl Phthalamic Acid), inducen la formación de seudo-

nódulos en las raíces de diferentes leguminosas y estas estructuras expresan diferentes 

nodulinas tempranas, ENOD2, ENOD12, ENOD40, etc. (Schultze and Kondorosi, 

1998). 

 

III.8.3   Etileno 

 

El etileno es una hormona que se ha asociado con la respuesta de las plantas a heridas, 

ataque de patógenos, y otros tipos de estrés (Arshad and Frankenberger, 2002). Es 

posible que se haya desarrollado como un mecanismo para prevenir la utilización de 

fotoasimilados indispensables para el desarrollo del nódulo, mientras la planta está bajo 

estrés (Salah et al., 2008). Por lo tanto, el etileno es un regulador negativo de la 

nodulación. Este regula la nodulación en múltiples niveles: regula negativamente la 

sensibilidad de la planta a los FNs, inhibe la deformación de los pelos radicales, las 

oscilaciones de Ca
2+

, la infección bacteriana, la expresión de nodulinas y el número de 

nódulos formados (Oldroyd et al., 2001). Esta regulación se lleva a cabo en un paso más 

temprano a la vía de transducción de señales de los FNs, temporalmente cerca de las 

oscilaciones de Ca
2+

 inducidas por los FNs.  

 

III.8.4  Ácido jasmónico 

 

El ácido jasmónico frecuentemente funciona en paralelo con el etileno regulando las 

mismas respuestas. Tiene la capacidad de regular la sensibilidad de las plantas a los 

FNs, y regula los mismos procesos que el etileno en las oscilaciones de Ca
2+

. El ácido 

jasmónico no solo inhibe las oscilaciones de Ca
2+

, también suprime la frecuencia de las 

oscilaciones de Ca
2+ 

inducidas por los FNs definiendo el periodo entre las oscilaciones 

cuando este es aplicado en bajas concentraciones (Sun et al., 2006).  
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III.8.5  Ácido abscísico 

 

ABA (por sus siglas en inglés: Abscisic Acid) es típicamente considerado como un 

regulador negativo del desarrollo del nódulo y parece funcionar en la epidermis y el 

córtex (Ding and Oldroyd, 2009) La aplicación exógena de ABA en Medicago 

truncatula inhibe la nodulación, la infección bacteriana y la expresión de nodulinas. 

ABA actúa de forma similar al ácido jasmónico y al etileno regulando la señalización de 

los FNs y afectando la naturaleza de las oscilaciones de Ca
2+

 inducidas por ellos; pero 

no usa la misma vía de señalización del etileno. ABA suprime la señalización de los 

FNs en la epidermis y regula la inducción del primordio nodular en el córtex de la raíz. 

En este proceso ABA regula la señalización de los FNs en la epidermis, y la división 

celular inducida por citocinins en el córtex.  Además, la inhibición de la señalización de 

ABA, permite un fenotipo de hiper-nodulación, por lo tanto, ABA tiene la capacidad de 

regular coordinadamente las diversas vías de desarrollo asociadas a la formación del 

nódulo y puede dictar la respuesta natural de las plantas a la bacteria simbiótica (Ding et 

al., 2008). 

 

III.9 Temperatura 

 

La temperatura afecta a la simbiosis de modo indirecto a través de los procesos 

metabólicos de la planta como respiración, fotosíntesis, transporte y transpiración. En 

las leguminosas estudiadas, que tienen un ciclo de Calvin normal, su temperatura 

óptima es de 15 a 20C. Las temperaturas altas en las raíces afectan la infección por 

Rhizobium y por tanto la fijación de nitrógeno en varias especies de leguminosas. La 

temperatura crítica para la fijación de nitrógeno es de 30C para trébol y chícharo, y de 

35 a 40C para soya, cacahuate y Vigna. La función del nódulo en frijol común es 

óptima entre 25 y 30C y es obstaculizada por temperaturas en la raíz de 30 a 33C. La 
temperatura óptima de crecimiento de la mayoría de los rhizobia es 30°C (Michiels et 

al., 1994). La respiración se incrementa con las altas temperaturas, esto hace que haya 

una menor disponibilidad de carbono para la simbiosis. En el caso extremo de altas 

temperaturas, se reduce el número de raíces laterales y pelos radicales, haciendo que la 

probabilidad de nodulación sea menor. A temperaturas extremas tiene lugar la 

degradación de los nódulos (Schweitzer and Harper, 1980). 

 

III.10 Salinidad 

 

La salinidad no afecta la colonización de las raíces por Rhizobium pero retarda la 

iniciación o crecimiento de nuevos nódulos, y también reduce la eficiencia de nódulos 

ya formados los cuales se desarrollan más tempranamente en condiciones normales. 

Rhizobium es más tolerante a la salinidad que la planta, lo que sugiere que la tolerancia 

a la salinidad es dictada por el hospedero. La sal induce un estado oxidante ya que se 

incrementa la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en 

inglés: Reactive Oxygen Species) en donde actores importantes de la producción de 

ROS son las NADPH oxidasas (por sus siglas en inglés: Nicotinamide Adenine 

Dinucleotide Phosphate-oxidase), o Rboh en plantas (Rao et al., 2002; Sagi and Fluhr 

2006).  
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III.11 Luz 
 

La luz afecta a la simbiosis a través de la fotosíntesis, controlando la cantidad de 

carbohidratos para el desarrollo y funcionamiento del nódulo. Existen evidencias de 

algunos efectos directos de la luz sobre la nodulación; por ejemplo, la nodulación 

disminuye bajo luz azul, mientras que con la luz roja la inibición es mayor (esto aporta 

una evidencia de la implicación del fitocromo en el proceso de nodulación) (Malik et 

al., 1984). La obscuridad continua, interfiere con la función del nódulo e induce la 

senescencia prematura del nódulo (Matamoros et al., 1999, Swaraj et al., 2001; Pérez et 

al., 2010).  

 

III.12 Señalización en la Nodulación 

 

La formación del nódulo implica una compleja progresión de eventos de 

diferenciación/de-diferenciación celular regulados espacial y temporalmente y que 

involucran varios tejidos de la raíz (Patriarca et al., 2004). La cascada de señalización 

que da lugar a la nodulación es parte del sistema de percepción/transducción de los FNs 

que son moléculas señal. A pesar de la importancia de este proceso que permite a las 

leguminosas fijar nitrógeno, aún no se conocen todos los componentes que permiten que 

se lleven a cabo los mecanismos requeridos para dar lugar a la nodulación, por lo cual, 

es relevante investigar cuáles son los elementos moleculares que participan en la 

formación del nódulo. Los productos de los genes que son expresados exclusivamente 

en nódulos se conocen como nodulinas, y es de esperarse que sus funciones estén 

relacionadas con la función del nódulo. Entre éstos se encontraron genes involucrados 

en la degradación y glicólisis de la sacarosa, reciclaje de CO2, síntesis de aminoácidos, 

transporte a membrana, metabolismo de hormonas, síntesis de proteínas y pared celular, 

transducción de señales y regulación de la transcripción (Colebatch et al., 2002). 

 
III.12.1 Receptores 

 

El modelo actual de la percepción de los FNs propone la participación de dos receptores 

tipo cinasas o RLK´s (por sus siglas en inglés: Receptor-Like Kinase) localizados en las 

células epidérmicas y que están involucrados en la unión de los FNs. Las proteínas 

identificadas por medio de análisis de mutantes que no perciben a los FNs incluyen 

características clásicas de una familia grande de RLKs, que presentan uno o más 

dominios extracelulares con repeticiones ricas en leucinas o LRR (por sus siglas en 

inglés: Leucine Rich Repeat), y un dominio intracelular con identidad a cinasas de 

ser/treo. Diversos receptores que participan en la nodulación se han identificado en L. 

japonicus: HAR1 (por sus siglas en inglés: Hypernodulation Aberrant Root 1) (Krusell 

et al., 2002), SYMRK (por sus siglas en inglés: Symbiosis Receptor Kinase) (Stracke et 

al., 2002), NFR1/5 (por sus siglas en inglés: Nod Factor Receptor 1 y 5) (Radutoiu et 

al., 2003); en M. truncatula: NFP (por sus siglas en inglés: Nod Factor Perception) 

(Amor et al., 2003), LYK3/4 (por sus siglas en inglés: LysM Domain-Containing 

Receptor-Like Kinases) (Limpens et al., 2003), DMI2 (por sus siglas en inglés: 

DOESN’T MAKE INFECTION 2) (Catoira et al., 2000); en M. sativa: NORK (por sus 

siglas en inglés: Nodulation Receptor Kinase) (Endre et al., 2002); y en P. sativum: 

SYM2/10/19 (por sus siglas en inglés: SYMBIOSIS 2, 10 y 19) (Walker et al., 2000). 

NFR1 y 5 pertenecen a la familia de LysM, que son proteínas que inicialmente se 

identificaron en bacterias y que tienen la capacidad de reconocer polisacáridos 
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especializados, como el peptidoglicano, la quitina, etc., por lo que no es de extrañarse 

que puedan reconocer los polisacáridos derivados de los FNs (Radutoiu et al., 2003). El 

dominio intracelular del carboxilo terminal de las proteínas LjNFR5, MtNFP y 

PsSYM10, es una cinasa de serina/treonina atípica, ya que carece del asa de activación 

que usualmente regula la actividad de cinasa. Por lo tanto, las cinasas de este tipo son 

activadas probablemente de una forma que no es la convencional para cinasas de 

serina/treonina. La región extracelular contiene tres dominios LysM, y estos LysM-RKs 

son, por lo tanto, buenos candidatos para unirse a los FNs, los cuales contienen un 

esqueleto de N-acetilglucosamina (Madsen et al., 2003). Se postula que LjNFR1, 

MtLIK3/4 y PsSYM2 forman un complejo heterodimérico con LjNFR5, MtNFP y 

PsSYM10 para formar el receptor principal de los FNs, y que MtDMI2, LjSYMRK, 

PsSYM19 y MsNORK actúan corriente abajo del heterodímero. NFR1 es un gen 

epistático de otros tres genes que participan en la nodulación: LjNIN/PsSYM35 (por sus 

siglas en inglés: NODULE INCEPTION), ENOD2 y SYMRK (Oldroyd and Downie, 

2004). 

 

III.13 RACK1 

 

Para las vías de transducción de señales las proteínas adaptadoras son indispensables ya 

que permiten transducir y amplificar las señales acoplándose a varias proteínas al 

mismo tiempo. Las proteínas adaptadoras deben su habilidad a la presencia de 

dominios, que les permiten unirse selectivamente a otras proteínas y llevar estos 

complejos a sitios blanco de acción de las proteínas efectoras. La formación de 

complejos depende de la naturaleza y la cantidad de dominios que presente una proteína 

en particular. En las células eucariotas se integran múltiples señales a través de la 

proximidad organizada de moléculas señalizadoras por medio de éstas proteínas 

adaptadoras. Las proteínas adaptadoras ensamblan complejos activos con múltiples 

proteínas señalizadoras/enzimas de la misma o de diferentes vías para facilitar la 

interacción y regulación de las redes de transducción de señales. Las proteínas 

adaptadoras han demostrado ser elementos centrales para un creciente número de vías 

de señalización (Schechtman and Mochly-Rosen, 2001). 

 

RACK1 (por sus siglas en inglés: Receptor for Activated C Kinase 1) es una proteína 

que presenta 7 dominios WD-40 que le confieren la estructura de -propela. La 

estructura -propela es una plataforma común para integrar varias señales. Las 
repeticiones WD-40 están involucradas en la interacción proteína-proteína, y la 

estructura -propela permite a las proteínas formar complejos reversibles con sus 

proteínas ligando. Hay evidencia que permite sugerir que los dominios de interacción, 

tales como la -propela, han sido evolutivamente seleccionados por su flexibilidad, su 
habilidad para ensamblar máquinas multiproteicas, y su potencial para mediar 

sofisticadas funciones biológicas (Fulop and Jones, 1999; Pawson and Nash, 2003). 

Esta estructura sirve de andamio para muchas otras proteínas durante los procesos de 

señalización. RACK1 de animales está principalmente involucrada en la transducción 

de señales de la vía de la PKC (por sus siglas en inglés: Protein Kinase C). En sistemas 

vegetales se han identificado proteínas homólogas a RACK1 de animales; sin embargo, 

su función aún no ha sido caracterizada. RACK1 representa un modelo de estudio de 

gran importancia ya que la capacidad que tiene de formar complejos multiproteicos para 

transducir las señales, puede ser utilizada para identificar y caracterizar vías de 

señalización en sistemas poco estudiados como lo es la nodulación. RACK1 es una 

proteína de andamiaje muy versátil que en sistemas animales se une a una gran variedad 
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de ligandos de forma regulada y que participa activamente en diversas vías de 

transducción de señales. En plantas se ha observado que media múltiples respuestas 

hormonales y procesos del desarrollo (Chen et al., 2006), regula la producción de ROS 

y participa en la inmunidad innata en arroz (Nakashima et al., 2008), y también forma 

parte del ribosoma. La característica de esta proteína de formar complejos 

multiproteicos en vías de señalización diversas le hace una proteína de interés para 

caracterizar vías de señalización en sistemas poco estudiados. 

 

Originalmente identificada en mamíferos como una proteína de anclaje de PKC, que 

conduce a la enzima activa a diferentes sitios celulares, RACK1 es ahora vista como 

una proteína de andamio versátil, que puede unir numerosas moléculas señalizadoras de 

diversas vías de transducción de señales en una forma regulada. Algunos ejemplos 

recientes incluyen la señalización de cAMP (por sus siglas en inglés: Cyclic Adenosine 

Monophosphate) (Yarwood et al., 1999; Steele et al., 2001), control del ciclo celular 

(Mamidipudi et al., 2004), liberación de Ca
2+

 (Patterson et al., 2004), ensamblaje del 

ribosoma y regulación de la traducción (Ceci et al., 2003, Nilsson et al., 2004; Sengupta 

et al., 2004), remodelación del citoesqueleto (Osmanagic-Myers and Wiche, 2004), y 

degradación del proteosoma (Fomenkov et al., 2004). 

 

RACK1 es una proteína altamente conservada que se encuentra tanto en animales como 

en plantas. La posición de las repeticiones WD de RACK1 están conservadas en el alga 

Chlamydomonas reinhardtii que divirgió de un predecesor del reino vegetal hace mil 

millones de años, indicando que la función biológica de RACK1 es arcaica (Neer et al., 

1994; McCahill et al., 2002). Aunque no fue reconocida como tal, el primer homólogo 

de RACK en plantas  fue identificado en células en suspensión BY-2 (por sus siglas en 

inglés: Bright Yellow 2) de tabaco como un gen inducido por auxinas, arcA (por sus 

siglas en inglés: Auxin-Regulated Gene From Cultured Cells) (Ishida et al., 1993); y 

después en Arabidopsis, AtarcA; arroz, RWD (por sus siglas en inglés: Rice Protein 

Containing the WD-40 Repeat) (Iwasaki et al., 1995); soya, G-like (por sus siglas en 

inglés: G Protein  like) (Nielsen et al., 2001); alfalfa Msgb1 (por sus siglas en inglés: 

Medicago sativa G protein  like) (McKhann et al., 1997); tomate, LeArcA (Kiyosue 

and Ryan, 1999); y Brassica napus BGB1 (por sus siglas en inglés: Brassica G Protein 

Beta Subunit 1) (Kwak et al., 1997). Hay evidencia que sugiere que RACK1 de plantas 

puede estar involucrada en la división celular controlada por hormonas, respuestas a luz 

UV y ácido salicílico (Ishida et al., 1993; McKhann et al., 1997; Chen et al., 2006), en 

la inmunidad innata (Nakashima et al., 2008) y regulación de la traducción (Nilsson et 

al., 2004). La información de RACK1 en plantas ha incrementado durante los últimos 

años; sin embargo, esta información aun no es suficiente para asignarle una función 

específica. 

 

La nodulación es un proceso post-embrionario complejo, en el cual se activan los 

mecanismos de respuesta a Rhizobium. Estas respuestas incluyen la reorganización 

celular, cambios en la concentración de segundos mensajeros como Ca
2+

 y ROS, 

endocitosis y exocitosis, modulación hormonal, expresión de nodulinas, etc. Las 

proteínas de andamio son elementos clave que modulan e integran las vías de 

señalización dentro de un contexto común, como lo es la organogénesis del nódulo. 

RACK1 representa un modelo de estudio ideal de gran importancia, y la capacidad que 

tiene de formar complejos multiproteicos para transducir las señales puede ser utilizada 

para identificar y caracterizar vías de señalización en sistemas poco estudiados como la 

nodulación en P. vulgars. 
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IV. ANTECEDENTES 
 

Cada vez se conoce más información referente a los procesos involucrados en el 

metabolismo celular de las plantas; más aún, ahora se conocen algunos de los 

componentes de las vías de señalización que participan en su desarrollo; 

interesantemente, la existencia de sus contrapartes homólogas en sistemas animales y 

otros eucariotes,  ha permitido inferir algunas de sus funciones.  

 

De la misma forma, la función que RACK1 desempeña en plantas podría ser similar a la 

de RACK1 en animales; por ejemplo, cuando BGB1 de B. napus es expresada en 

oocitos de Xenopus laevis, se inhibe la maduración de los oocitos que es mediada por 

insulina. Esta vía de maduración a su vez es mediada por PKC, y la inhibición va 

acompañada de la reducción de PKC en la fracción membranal, fenómeno que se ha 

observado cuando se sobre-expresa RACK1 en mamíferos. Estos datos indican que 

BGB1 comparte algunas características funcionales comunes con RACK1 de 

mamíferos, sugiriendo que algunos procesos celulares relacionados a RACK1 podrían 

operar de manera análoga en plantas (Kwak et al., 1997). Por otro lado, estas proteínas 

también están involucradas en la vía de transducción de señales mediadas por 

hormonas, como se mencionó previamente arcA de tabaco responde a auxinas; 

adicionalmente, Msgb1 de M. sativa es inducida cuando las raíces son tratadas con 

citocininas y participa en la división celular del primordio y meristemos que darán lugar 

a los nódulos en respuesta a S. meliloti (McKhann et al., 1997). 

 

Los homólogos de RACK1 en plantas carecen de expresión tejido-específica. El 

transcrito de arcA de tabaco se encuentra en niveles más altos en raíces, pero también se 

detectó en hojas jóvenes y maduras, flores, meristemo apical y tallos, y también está 

presente en altos niveles en células en suspensión (Ishida et al., 1993). El homólogo de 

arroz se analizó en hojas y raíces, observándose que la acumulación de su RNA es 

mayor en raíz. Aunque no se conocen datos de los patrones de expresión del homólogo 

de B. napus, se sabe que el cDNA fue aislado de raíces adultas. En M. sativa se observó 

que el RNA se acumula en casi todos los tejidos (raíz, hoja, tallo, flor, en células de 

nódulos, nódulos de 20 días, y durante la maduración del embrión). En Arabidopsis se 

observa expresada ubicuamente pero con mayor presencia en meristemos del brote, y 

raíces primarias y laterales (Chen et al., 2006); sin embargo, los niveles de RNA fueron 

mucho más altos en embriones jóvenes y en el meristemo y primordio del nódulo. Es 

notorio que la expresión de los homólogos de plantas se correlaciona con sitios de 

división celular activa, lo que hace evidente que estas proteínas vegetales pueden estar 

involucradas en procesos relacionados con la división celular. 

 

En plantas no se han identificado genes para PKC hasta el momento, sin embargo, la 

existencia de homólogos a RACK1 sugieren la presencia de proteínas similares a esta 

cinasa y a sus otros ligandos en plantas (Guo et al., 2011).  

 

En un trabajo previo (Islas-Flores et al., 2009), se identificó una proteína de 36 kDa 

(975 pb’s) en ejes embrionarios de P. vulgaris. Esta proteína tiene 96% de identidad con 

la proteína tipo G de soya (la probable subunidad beta de una proteína G 
heterotrimérica) y Msgb1 de M. sativa; 85% de identidad con arcA de Arabidiopsis; 

83% de identidad con arcA de N. tabacum; y 67% de identidad con RACK1 de ratón y 

humano, por lo cual se le nombró PvRACK1. En la secuencia de PvRACK1 se 
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identificaron 7 repeticiones WD-40 y dos péptidos que en animales son indispensables 

para la unión de RACK1 a PKC. Se determinó que PvRACK1 esta representada por una 

familia génica pequeña de uno o dos miembros en el genoma de P. vulgaris (por 

Southern blot). Para obtener anticuerpos específicos contra PvRACK1, se sintetizo un 

péptido del extremo amino de la proteína (AIATPIDNSD), y se expresó un fragmento 

de 580 pb’s (del extremo 3’ del cDNA de PvRACK1) en células de E. coli. El péptido 

sintetizado y la proteína recombinante se utilizaron para producir anticuerpos 

policlonales en conejo, y ambos anticuerpos reaccionaron con la proteína recombinante 

sobre-expresada en bacterias. Los anticuerpos, la sonda de cDNA y el fragmento de 

cDNA expresado en E. coli son herramientas fundamentales que permiten ahondar en el 

estudio de esta proteína.  

 

El hecho de que RACK1 pudiera compartir funciones entre plantas y animales y 

también ser un regulador directo en el ciclo celular, la sitúa como una proteína de 

interés para estudiar su función en las vías de señalización en procesos de proliferación 

celular. Para el estudio de su participación en estas vías, la organogénesis del nódulo 

ofrece un modelo de estudio interesante para analizar los procesos involucrados en la 

señalización celular y el control del crecimiento en plantas. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS  
 

V.1 Material Biológico 

 

Se utilizaron embriones de semillas de Phaseolus vulgaris L. variedad Negro Jamapa y 

de Glycine max L. Merrill, así como semillas de Pisum sativum L. Las semillas de frijol 

y soya fueron esterilizadas por dos métodos: a) se incubaron 5 min con 0.6% hipoclorito 

de sodio, se enjuagaron con agua tridestilada abundante, enseguda se incubaron por 1 

min con 96% etanol y se enjuagaron de nuevo; y b) se pusieron con gas cloro (97 ml 6% 

hipoclorito de sodio con 3 ml 33-40% HCl) en una cámara con vacío por 12 h. Para 

inducir la nodulación, se inocularon plantas de P. vulgaris con la cepa R. tropici CIAT 

899 (DS-RED y GFP). Las plantas compuestas se obtuvieron mediante la 

transformación con Agrobacterium rhizogenes. 

 

V.2 Extracción de Proteínas Solubles 

 

Las semillas, ejes embrionarios, raíces, hojas, tallos, vainas y nódulos colectados fueron 

congelados en nitrógeno líquido y macerados hasta hacer una harina que fue 

resuspendida en buffer PBS 1X (por sus siglas en inglés: Phosphate Buffered Saline; 

0.14 M NaCl, 0.0014 M NaH2PO4, 0.0036 M Na2HPO4, pH 7.5), adicionado con un 

coctel comercial de inhibidores de proteasas (Complete
TM

), en una relación de 0.05 g de 

harina por 250 µl de PBS. La resuspención se incubó por 5 min en agitación continua a 

4°C. Cuando la mezcla quedó totalmente hidratada y bien resuspendida, se centrifugó a 

15,000 g para eliminar el material insoluble. Se recuperó el sobrenadante y se guardó a -

20 °C hasta su análisis. 

 

V.3 SDS-PAGE y Electrotransferencia 

 

Los extractos de proteína en PBS 1X fueron analizados por electroforesis en geles de 

12% de poliacrilamida desnaturalizante. Cada extracto de proteína fue diluido en 

proporción 1:1 con una solución de Laemmli 2X (100 mM Tris-HCl, pH 6.8, 4% [p/v] 

dodecil sulfato de sodio (SDS), 20% [v/v] glicerol, 10 mM -mercaptoetanol, 0.2% 

[p/v] azul de bromofenol) (Laemmli, 1970), e incubado 5 min a 95C. Las proteínas se 

separaron en geles discontinuos con 25 mA de corriente constante por 1 h con 20 min.  

 

Después de separar las proteínas en el gel, este se colocó sobre una membrana de 

nitrocelulosa (Hybond-C
TM

 extra; AMERSHAM), y se transfirió en una cámara de 

transferencia mediante una corriente eléctrica a 300 mA de corriente constante durante 2 

h de acuerdo a Towbin et al., (1979).  

 

V.4 Inmunodetección 

  

Las membranas de nitrocelulosa con las proteínas transferidas, se pusieron en una 

solución de bloqueo de 3% BSA (por sus siglas en inglés: Bovine Serum Albumin) 

disuelta en  1X PBS y se incubaron con esta solución durante 1 h a 50C. Entonces, se 
adicionó el anticuerpo primario anti-PvRACK1 hecho en conejo, diluido en una 

solución de 1X PBS y 0.05% Tritón X-100 (PBS-T) en relación 1:2000, y se incubó 

durante toda la noche en agitación a 4C. Se hicieron tres lavados de 15 min en 

agitación continua con PBS-T, y se adicionó el anticuerpo secundario hecho en cabra, 
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asociado con fosfatasa alcalina en relación 1:3600. Con el anticuerpo secundario se 

incubó por 2 h a temperatura ambiente en agitación. Por último, se repitió el lavado tres 

veces con PBS-T en agitación por 15 min y una última vez con PBS 1X. Para revelar las 

proteínas a las que se unieron los anticuerpos, las membrans se pusieron por 1 min en 

una solución premezclada de BCIP/NBT (por sus siglas en inglés: 5-Bromo-4-Chloro-

3-Indolyl Phosphate/Nitroblue Tetrazolium;  SIGMA). Para deterner la reacción de 

revelado, se hicieron enjuagues con PBS 1X, pH 5. 

 

V.5 Extracción de RNA 

 

Para llevar a cabo la extracción de RNA, se colectaron los tejidos y fueron congelados 

inmediatamente con nitrógeno líquido. Las muestras de RNA que se utilizaron para 

llevar a cabo las reacciones de PCR y RT-PCR en tiempo real fueron extraídas por el 

método de tiocianato de guanidina con algunas modificaciones (Chomczynski and 

Sacchi 1987), y con el método del fenol caliente (Pawlowski et al., 1994). La 

concentración de RNA se determinó con el espectrofotómetro NANODROP 2000c 

(Thermo Scientific).  

 

V.6 Tratamiento Hormonal 

 

Para analizar si los niveles de expresión de PvRACK1 se modifican con cambios en los 

niveles hormonales, se trataron raíces de frijol con distintas hormonas, y se 

cuantificaron los niveles de expresión de PvRACK1. Para el tratamiento hormonal, se 

usaron semillas de P. vulgaris esterilizadas con gas cloro. Se germinaron durante 4 días 

en toallas de papel húmedas, y las plántulas fueron transferidas a medio hidropónico 

con solución B&D (Broughton and Dilworth, 1971) suplementada con 8 mM KNO3, a 

una temperatura de entre 22-25°C. A los 3 días, se adicionaron las hormonas (25 µM 

IAA, 10 µM ABA, 25 µM Citocininas, y 10 µM GA4), y posteriormente, a los 3 y 6 días 

se cambió la solución para mantener constante la concentración de las hormonas. Se 

colectaron raíces de 1, 3, 6 y 9 días de tratamiento hormonal, y se guardaron a -70°C 

hasta su análisis.  

 

V.7 Construcciones para Silenciar y Sobre-expresar a PvRACK1 

 

Para llevar a cabo el silenciamiento y la sobre-expresión de PvRACK1, se llevó a cabo 

la generación de las respectivas clonas de entrada. Para el silenciamiento de PvRACK1, 

se amplificó un fragmento de 520 pb’s del extremo 5’ de PvRACK1; para esto se 

diseñaron los oligonucleótidos: 5’ CACCATGGCGGAAGGACTCGTCCTGAAGG 3’ 

y 5’ TACGGTCCCAAGATGCA 3’. Los cuatro nucleótidos (CACC) antes del ATG de 

la secuencia son indispensables para que la clonación se lleve a cabo direccionalmente 

en el vector de entrada. Para sobre-expresar a PvRACK1 se amplificaron los 975 pb’s 

del marco de lectura de PvRACK1. Los oligonucleótidos que se usaron tienen la 

siguiente secuencia 5’CACCATGGCGGAAGGACTCGTCCTG3’, y  

5’CTAATAACGTCCAATTGCCCAAACTCTGACC3’.  

 

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con la enzima Vent polimerasa (NEW 

ENGLAND BIOLABS). Ambos fragmentos fueron ligados en el vector pENTR/D-

TOPO (INVITROGEN),  y secuenciados para verificar la correcta orientación y fase de 

estos en los plásmidos resultantes. 
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V.7.1 Clonaciones 

 

Las reacciones de clonación consistieron en mezclar: 5 ng de producto de PCR; 200 

mM NaCl-10 mM MgCl2, 15-20 ng vector, y H2O a 6 µl finales. Esta mezcla se incubó 

por 5 min a temperatura ambiente, y entonces se adicionaron 2 µl a un vial de células 

TOP10 (pENTR/D) y  DH5  (pTDT-RNAi y pH7FWG2). Para la transformación de 

células químicamente competentes, estas se incubaron 30 min a 4°C y se pasaron a 

42°C por 45 seg. Inmediatamente después, se incubaron a 4°C por 1 min, entonces se 

adicionaron 250 µl de medio nutritivo SOC (por sus siglas en inglés: Super Optimal 

Broth with Catabolite Repression) a temperatura ambiente y se incubaron a 37°C por 2 

h con agitación a 250 rpm en una agitadora (INCUBATOR-SHAKER, LAB-LINE®).  

 

Para la transformación de células electrocompetentes, se adicionó a la mezcla 50 mM 

NaCl-2.5 mM MgCl2. La mezcla se pasó a una celda de electroporación fría, y se dio un 

pulso de 200 , 125 µFD y 1.6 V en un electroporador. Rápidamente se añadieron a la 
celda 250-500 µl de medio LB o SOC, y se incubó por 2 h a 37°C en agitación. Después 

de las transformaciones se sembraron 200 µl de suspensión de bacterias en una caja 

Petri con medio LB suplementado con el antibiótico respectivo y se incubó toda la 

noche a 37°C. Se selecciónaron las clonas que llevan el inserto por medio de PCR en 

colonia con oligonucleótidos específicos para PvRACK1. La orientación del inserto se 

confirmó por digestión con enzimas de restricción.  

 

V.7.2 Recombinaciones  
 

Para llevar a cabo las reacciones de recombinación de la clona de entrada con los 

vectores destino (pTDT-RNAi y pH7FWG2), se mezclaron: 150 ng de la clona de 

entrada, 150 ng vector destino, 2 µl LR Clonasa (INVITROGEN) y Buffer TE, pH 8                                        

hasta 10 µl finales. Esta mezcla se incubó toda la noche a 25°C. Entonces se adicionó 1 

µl de proteinasa K y se incubó a 37°C por 10 min para detener la reacción. Se 

adicionaron 2.5 µl de la reacción de recombinación para transformar células TOP10 

químicamente competentes. La selección de las clonas transformadas se hizo con 

espectinomicina (100-250 µg/ml), y la selección de las clonas que tienen el inserto se 

llevó a cabo por PCR y secuenciación. 

 

V.8 Transformación de A. rhizogenes K599 

 

Para transformar la cepa K599 de A. rhizogenes se añadió 150 ng del plásmido pTDT-

RNAi-520 pb’s o pH7FWG2-PvRACK1 a un vial de células de A. rhizogenes K599. 

Esta mezcla se electroporó e inmediatamente se le añadieron 500 µl de medio LB a 

temperatura ambiente. El vial de transformación se incubó por 2 h a 30°C y las 

transformaciónes posteriormente fueron sembradas en medio LB suplementado con 300 

µg/ml de espectinomicina. La selección se llevó a cabo por medio de PCR en colonia.  

 

V.9 Transformación de Plantas de Frijol con A. rhizogenes K599 

 

El frijol es una planta que ha mostrado ser un desafío importante para la investigación 

genómica puesto que ha sido muy complicado transformarla genéticamente. El método 

de transformación de frijol con A. rhizogenes para inducir la formación de raíces pilosas 

permite obtener plantas compuestas de frijol con raíces transgénicas (Estrada-Navarrete 
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et al., 2007), lo que supone una herramienta para el análisis genético de proteínas de 

interés. Para obtener plantas compuestas se utilizaron 3 métodos de transformación: 

 

Método de transformación 1.- El método de transformación 1 diseñado por Estrada-

Navarrete et al., (2007), consiste en germinar semillas de frijol directamente en 

vermiculita estéril humedecida con solución enriquecida B&D-KNO3. Las plántulas de 

6-7 días fueron inoculadas haciendo una pequeña herida con la punta de una aguja para 

insulina en la zona cotiledonaria, y colocando cuidadosamente una gota del inóculo de 

A. rhizogenes K599-pTDT-RNAi-520 pb’s o A. rhizogenes K599-pH7FWG2-

PvRACK1. Las raíces peludas fueron visibles desde los 7 días post-inoculación para A. 

rhizogenes K599-pH7FWG2-PvRACK1, y a los 10 días post-inoculación en el caso de 

A. rhizogenes K599-pTDT-RNAi-520 pb’s. A los 15 días post-inoculación se cortó la 

raíz primaria de las plantas dejando solo las raíces “peludas”; al tercer día se inoculó 

con R. tropici CIAT899, se regaron cada tercer día con solución nutritiva B&D sin 

nitrógeno por 26 días. 

 

Método de Transformación 2.- Para llevar a cabo el silenciamiento de la expresión de 

PvRACK1, se llevó a cabo un método de transformación que consistió en poner a 

germinar 10 semillas de frijol en cajas Petri redondas con medio Fahraeus (Fahraeus, 

1957) inoculado con A. rhizogenes K599-pTDT-RNAi-520 pb’s en agitación por 3 días 

en un cuarto de crecimiento vegetal.  Después de este tiempo, se lavaron las plántulas 

con medio Fahreus y se incubaron 3 días más en el mismo medio inoculado con R. 

tropici CIAT899. Las plántulas se transfirieron a macetas con vermiculita húmeda y se 

regaron cada tercer día con solución nutritiva B&D sin nitrógeno por 26 días. 

 

Método de Transformación 3.- Este método consistió en germinar las semillas de frijol 

por 2 días e inocularlas en la base de los cotiledones. Las plántulas se transfirieron a 

medio hidropónico en solución B&D sin nitrógeno. De esta manera, las raíces 

transgénicas se desarrollan de forma más rápida y la raíz primaria puede ser cortada 5 

días después de la transformación con A. rhizogenes. Cuando se eliminó la raíz primaria 

se inocularon las raíces transgénicas con R. tropici CIAT 899/DS-RED (para el caso de 

la sobre-expresión) o CIAT 899-GFP (para el caso del silenciamiento). 

 

V.10 Análisis de Nódulos y Raíces Transgénicas 

 

Las raíces transgénicas control (inducidas por A. rhizogenes K599 sin vector), las raíces 

transgénicas silenciadas (inducidas por A. rhizogenes K599-pTDT-RNAi-520 pb’s) y 

las raíces transgénicas sobre-expresantes (inducidas por A. rhizogenes K599-

pH7FWG2-PvRACK1) se inocularon con cepas de R. tropici CIAT 899 (DS-RED o 

GFP). A los 26 dpi se colectaron raíces y nódulos que fueron analizados con el 

microscopio confocal para identificar por fluorescencia el reportero “proteína roja 

tomato” (para el silenciamiento), o GFP (para la sobre-expresión) y de esta forma 

determinar cuáles de las raíces y nódulos llevan la construcción que silencia o sobre-

expresa a PvRACK1. Además se colectaron nódulos y raíces para la extracción de RNA 

total, microscopía confocal y microscopia electrónica. Los nódulos colectados para 

extracción de RNA, fueron congelados en nitrógeno líquido y guardados a -70°C hasta 

su uso. En el caso de microscopía confocal y microscopía electrónica, los nódulos 

fueron procesados de distinta manera de acuerdo a las necesidades y protocolo de cada 

método. 
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V.11 PCR Y RT-PCR en Tiempo Real 

 

Para el análisis cuantitativo de los niveles de mRNA de PvRACK1, se extrajo RNA total 

de los tejidos congelados a -70°C. Después, el RNA fue tratado con DNasaI 

(INVITROGEN), y la concentración fue determinada con un espectrofotómetro 

NANODROP 2000c (THERMO SCIENTIFIC). Para el qRT-PCR de PvRACK1 en los 

tejidos (nódulo, raíz, tallo, hoja y vaina), durante la nodulación, los niveles de 

silenciamiento y sobre-expresión; 100 ng de RNA total fueron mezclado con iScript™ 

One-Step RT-PCR kit con SYBR® Green (BIO-RAD). Para el qRT-PCR de PvRACK1 

en raíces tratadas con hormonas, se sintetizó cDNA con  RevertAid™ H Minus First 

Strand cDNA Sintesis kit (FERMENTAS LIFE SCIENCES WALTHAM MA, USA), y 

se mezclaron 50 ng de cDNA con Maxima™ SYBR Green/Fluorescein qPCR Master 

Mix (FERMENTAS LIFE SCIENCES).  En cada reacción se usó 10 µM de cada 

olidonucleótido. Para PvRACK1, se usaron los oligonucleótidos 5’-

CTGCACTCCAGTTCAAACTCG-3’ (forward) y 5’-

GAGCAGAGCATCAAGATCTGG-3’ (reverse), que amplifican un fragmento de 150 

pb’s; y para PvEF1, 5´-GGTCATTGGTCATGTCGACTCTGG-3’ (forward) y 5’-

GCACCCAGGCATACTTGAATGACC-3’ (reverse) que amplifican un fragmento de 

150 pb’s. Los oligonucleótidos para PvEF1 fueron diseñados en base a un EST 

reportado en el GenBank con número de acceso CV530481. Las reacciones de PCR y 

RT-PCR cuantitativo se hicieron por triplicados en un qPCR-iQ5 or CFX96™ Real 

Time System C1000™ Thermal Cycler (BIO-RAD). Para los qPCRs se llevaron a cabo 

3 repeticiones técnicas y 2 repeticiones biológicas. 

 

V.12 PCR Genómico 

 

Por medio de un análisis por Southern blot, se determinó que PvRACK1 esta 

representada por una familia génica pequeña en el genoma de P. vulgaris (Islas-Flores 

et al., 2009). Sin embargo, este análisis no es suficiente para concluir cuántos genes 

codifican para PvRACK1. Con la finalidad de obtener más información al respecto, se 

hizo un PCR genómico. Este procedimiento se llevó a cabo siguiendo las instrucciones 

del estuche de INVITROGEN AccuPrimeSuperMix II.  

 

Las condiciones de la reacción fueron: 

 

1.- Se incubaron los tubos durante 2 min a 94C. 
2.- Se realizaron 35 ciclos de amplificación con el siguiente protocolo:        

             Desnaturalización:             94C por 15 seg 

             Alineamiento:                    55-60C por 15 seg 

             Extensión:                         68C por 3 min 

     

V.13 Genome Walker 

    

La secuencia del promotor de PvRACK1 es una herramienta útil para entender cómo se 

regula su expresión, y en que procesos participa. Para obtener la secuencia del promotor 

de PvRACK1 se utilizó un banco de promotores digerido con las enzimas EcoRV, PvuI, 

StuI y DraI. A los fragmentos derivados de las digestiones,  se les colocó un adaptador 

en el extremo 5´ para facilitar su amplificación con oligonucleótidos específicos. Para 

amplificar el promotor de PvRACK1, se utilizaron dos oligonucleótidos del extremo 5´ 
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de PvRACK1 en reverso. La primera reacción fue hecha con el oligonucleótido 5’ 

CCGTAGGTCTTGTCCTCCTTGG 3’ y el oligonucleótido del adaptador del banco. La 

segunda reacción se llevó a cabo con el oligonucleótido 5’ 

CCACAGGATGATGGATTTGTCGC 3’ y el oligonucleótido del adaptador del banco. 

Con las reacciones de PCR se amplificó un fragmento para cada digestión y se eligieron 

los dos fragmentos más grandes para ser secuenciados. 

 

V.14 Análisis del Promotor 

 

El formato FASTA de la secuencia genómica corriente arriba de la secuencia adyacente 

a la región codificante de PvRACK11 fue usada en la base de datos de plantas de 

elementos regulatorios de DNA que actúan en cis (www.dna.affrc.go.jp/PLACE/; Higo 

et al.,1999), y en la base de datos de plantas de regiones promotoras de PolII e inicio de 

la transcripción (http://www.softberry.ru/berry.phtml). 

 

V.15 Procesamiento y Análisis de Nódulos por Microscopía Confocal y Electrónica 

 

Microscopía Confocal.- Raíces y nódulos de 26 dpi, control sin vector y PvRACK1-

silenciados inoculados con R. tropici CIAT 899-GFP fueron colectados, fijados, 

embebidos y polimerizados con metacrilato, seccionados, y rehidratados como reportó 

previamente Estrada-Navarrete et al. (2006). Después de la rehidratación, varias 

secciones de raíces y nódulos fueron montadas en un portaobjetos usando Citifluor (Ted 

Pella, Inc., Redding, CA, U.S.A.). Los cortes fueron observados con un dispositivo 

LSM-50 Meta Confocal unido a un microscopio Zeiss Axiovert 200 M. La excitación 

para GFP fue realizada a 488 nm, usando un laser Ar2 y un espejo de excitación dual 

dicroico HFT UV 488/543/633 nm con un filtro de emisión para detección LP 505. 

Finalmente, las imágenes fueron procesadas usando Adobe Photoshop 7.0 software 

(ADOBE SYSTEMS INC., Mountain View, CA, U.S.A.). 

 

Microscopía Electrónica.- Nódulos de 26 dpi, control sin vector y PvRACK1-

silenciados, inoculados con R. tropici CIAT 899-GFP fueron cortados en secciones de 

1-2 mm, fijadas, deshidratadas (series de etanol 30-100%), y pre-embebidas en mezclas 

de resina óxido de propileno/epóxica (2:1, 1:1 y 1:2) (LONDON RESIN COMPANY 

LIMITED) por varias horas antes de ser embebidas en 100% de resina epóxica por 3 h. 

Piezas de nódulos en cápsulas de gelatina (ELECTRON MICROSCOPY SCIENCES, 

Washington, PA, U.S.A.) fueron embebidos en resina epoxica. Se hicieron cortes ultra-

delgados (70 nm) con un ultramicrotomo (LEICA, UCT-R), y fueron montados en 

rejillas de níquel. Los cortes en las rejillas fueron teñidos con 2% de acetato de uranilo 

acuoso, entonces fueron visualizados en un microscopio de transmisión electrónica 

Zeiss EM900 a 80 kV. Las micrografías se capturaron con una cámara digital CCD 

DualVision 300W (GATAN, INC.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://webmail.ibt.unam.mx/horde2/util/go.php?url=http%3A%2F%2Fwww.softberry.ru%2Fberry.phtml&Horde2=3324a193fb6ad290d83c5cd17cc81a07
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VI. RESULTADOS 
 

VI.1 PvRACK1 se Expresa Ubicuamente en Frijol 

 

Con la finalidad de determinar los patrones de expresión de PvRACK1 en otros tejidos 

además de los ejes embrionarios (en los cuales se identificó inicialmente; Islas-Flores et 

al., 2009), se hicieron análisis por western blot y por qRT-PCR de nódulos, raíces, tallos 

y hojas de 15 dpi, y vainas en distintas etapas del desarrollo. Así, se determinó que 

PvRACK1 tiene una expresión ubicua en los tejidos analizados (Fig. 3A y B); sin 

embargo, los patrones de acumulación varían a nivel de RNA mensajero y proteína. A 

nivel de RNA mensajero, PvRACK1 se acumula mayoritariamente en vaina y tallo (Fig. 

3B); mientras que a nivel de proteína, se observó que no hay variaciones significativas, 

aunque se observa mayor señal en el extracto de hoja (Fig. 3A). Por lo tanto, PvRACK1 

tiene una expresión ubicua, pero su expresión es diferente entre un tejido y otro (a nivel 

de RNA mensajero), lo que sugiere que puede estar regulada post-transcripcionalmente, 

y que esta regulación puede ser dependiente del tejido o la etapa del desarrollo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 3.- PvRACK1 se expresa ubicuamente en frijol. Western blot, de extractos proteicos totales de nódulo, 
raíz, tallo, hoja y vaina (A) y RT-PCR en tiempo real de RNA total de nódulo, raíz, tallo, hoja y vaina (B). Los 
nódulos, raíces, tallos y hojas se colectaron de plantas de 15 d inoculadas con R. tropici CIAT899, y las vainas 
fueron colectadas en distintas etapas del desarrollo. En (A) la inmunodetección se llevó a cabo con 
anticuerpos anti-PvRACK1, a partir de un gel al 12% de poliacrilamida desnaturalizante. Las flechas de la 
derecha muestran la posición de migración del marcador de peso molecular de 36 kDa en el western blot 
(figura superior) y el gel correspondiente teñido con azul de Coomassie (figura inferior). En (B) las reacciones 
de amplificación para qRT-PCR se llevaron a cabo en triplicados y se normalizaron con el gen de referencia 
PvEF1. RNA total fue extraído de los tejidos de 5 plantas. Se llevaron a cabo tres experimentos independientes. 
Las barras de error representan ±SE. 
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MPM   Frijol  Chícharo  Soya 

36 kDa 

36 kDa 

 

VI.2 Soya y Chícharo Tienen una Proteína de 36 kDa Homóloga a PvRACK1 

 

Para la caracterización bioquímica de PvRACK1, se diseñaron anticuerpos contra un 

decapéptido del amino terminal altamente conservado, por lo tanto se espera sean 

capaces de inmunodetectar a homólogos de RACK1 en otras plantas.  La presencia de 

RACK1 en ejes embrionarios de frijol y soya, y en semilla de chícharo se analizó por 

western blot con anticuerpos anti-PvRACK1 (Fig. 4). El análisis reveló que los 

anticuerpos anti-PvRACK1, también reconocen a una proteína de 36 kDa en los 

extractos de soya y chícharo (Fig. 4), lo que indica que esas proteínas de 36 kDa pueden 

ser homólogas a PvRACK1 de frijol, y que los anticuerpos anti-PvRACK1 son útiles 

para inmunodetectar a sus contrapartes en soya y chícharo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fig. 4.- Los anticuerpos anti-PvRACK1 reconocen a una proteína de 36 kDa en semilla de chícharo y ejes 
embrionarios de soya. Western blot de extractos proteicos totales de ejes embrionarios de frijol, semilla de 
chícharo y ejes embrionarios de soya. La inmunodetección se llevó a cabo con anticuerpos anti-PvRACK1, a 
partir de un gel al 12% de poliacrilamida desnaturalizante. MPM, corresponde al marcador de peso 
molecular. Las flechas de la izquierda muestran la posición de migración del marcador de peso molecular de 
36 kDa en el western blot (figura superior) y en el gel correspondiente teñido con azul de Coomassie (figura 
inferior). En el extracto de chicharo y soya se observa una banda debajo de la de 36 kDa que corresponde a 
degradación de la primera. 
 

VI.3 PvRACK1 se Expresa Ubicuamente Durante la Nodulación 

 
Como se observó anteriormente, PvRACK1 tiene una expresión ubicua, y su regulación 

varía en distintos tejidos; sin embargo, al parecer también puede tener una regulación 

diferente dependiendo de la etapa del desarrollo. Con la finalidad de analizar el patrón 

de expresión de PvRACK1 durante la nodulación, se llevó a cabo un análisis por qPCR 

de las etapas tempranas de la nodulación (las 3 h siguientes a la inoculación, Fig. 5C); y 

también se analizó por western blot (Fig. 5A) y qRT-PCR (Fig. 5B) de una cinética de 

nodulación de 21 días posteriores a la inoculación (dpi) con R. tropici CIAT899. Para el 

análisis de las etapas tempranas de la nodulación, se colectaron raíces de 3 d sin 

inocular, y de 30 min, 1 h, 2, h y 3 h después de la inoculación (hpi; Fig. 5C). En el caso 

de la nodulación, se colectaron raíces control no inoculadas de 3, 5 y 7 d,  raíces 

inoculadas de 5 y 7 d, y nódulos de distintos tiempos de desarrollo (9, 12, 15, 18 y 21 

dpi), y se llevó a cabo la extracción de proteínas y RNA de los tejidos colectados.  
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El resultado del análisis por western blot muestra que en la cinética de nodulación, la 

raíz de 5 y 7d inoculada y no inoculada, la expresión de PvRACK1 disminuye respecto 

al nivel en raíz de 3 días no inoculada (Fig. 5A). Sin embargo, a los 9 dpi (Fig. 5A) se 

observa un aumento en la expresión de PvRACK1 (Fig. 5A), y este nivel de expresión 

se mantiene constante hasta los 18 dpi (Fig. 5A), y decae de nuevo a los 21 dpi (Fig. 

5A). Sin embargo, el análisis por qPCR a nivel de acumulación del RNA mensajero 

muestra poca variación durante la nodulación (Fig. 5B). Sin embargo, se observa que en 

los nódulos de 12 y 15d el nivel es mayor (Fig. 5B). En el caso de las primeras etapas de 

la nodulación, se observa que no hay cambios en el nivel de acumulación del mRNA de 

PvRACK1 a los 30 min y 1 hpi, ya que no varían respecto a la raíz control de 3 días sin 

inocular; sin embargo, a las 2 y 3 hpi se observa que el nivel de mRNA incrementa 

significativamente (Fig. 5C).  Estas observaciones son consistentes con variaciones en 

la expresión de PvRACK1 de acuerdo al desarrollo del nódulo. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 
Fig. 5.- Análisis de expresión de PvRACK1 en la nodulación de frijol. Western blot (A) y  qRT-PCR en tiempo 
real (B-C) de extractos proteicos y de RNA total de raíz de 3d, raíz de 5 d, raíz de 5 dpi, raíz de 7 d, raíz de 7 
dpi, y nódulos de 9, 12, 15, 18 y 21 dpi (B); y raíz de 3 d, de 30 min, 1 h, 2 h, y 3 hpi (C). Las raíces 
inoculadas y nódulos fueron inducidos con R. tropici CIAT899. La inmunodetección  se llevó a cabo con 
anticuerpos anti-PvRACK1, a partir de un gel al 12% de poliacrilamida desnaturalizante: En (A), la figura 
inferior muestra el gel de poliacrimalida correspondiente, teñido con azul de Coomassie. Las reacciones de 
amplificación se llevaron a cabo en triplicados  y se normalizaron con el gen de referencia PvEF1.  Se 
utilizaron las raíces de 2-3 plantas y los nódulos de 3-5 plantas. Se llevaron a cabo 2-3 repeticiones 
biológicas. Las barras de error representan ±SE.  
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VI.4 Reguladores Hormonales de la Nodulación Inducen a PvRACK1en Raíz 

 

Homólogos de RACK1 en plantas han mostrado estar involucrados en la respuesta 

hormonal (Ishida et al., 1993; Iwasaki et al., 1995; McKhann et al., 1997; Kwak et al., 

1997; Chen et al., 2006; Nakashima et al., 2008; Guo et al., 2009). Previamente, se 

mostró que la expresión de PvRACK1 no se veía severamente afectada por el 

tratamiento con IAA en etapas tempranas de la germinación (Islas-Flores et al., 2009); 

sin embargo, no hay información respecto a si esta u otras hormonas influyen sobre la 

expresión de PvRACK1 en otros tejidos o etapas del desarrollo. Con la finalidad de 

analizar el efecto de las hormonas en la expresión de PvRACK1 en raíces de frijol, 

raíces de 7 días de P. vulgaris, fueron sometidas a tratamientos independientes con  10 

µM ABA (Fig. 6A), 25 µM IAA (Fig. 6B), 25 µM kinetina (Fig. 6C) y 10 µM de GA4 

(Fig. 6D) durante 1, 3, 6 y 9 d. A los 3 y 6 d del tratamiento, se cambiaron las 

soluciones y se añadió la misma concentración de hormonas con la finalidad de 

mantener la concentración constante durante el tratamiento. Desde el primer día de 

tratamiento, se observó que todas estas hormonas inducen la expresión de PvRACK1, y 

que esta expresión disminuye conforme pasan los días (Fig. 6A, B, C y D). Este 

resultado indica que hormonas como las auxinas, ABA, citocininas y giberelinas 

regulan la expresión de PvRACK1, y que en consecuencia, PvRACK1 podría estar 

regulando la respuesta a estas hormonas en raíces de P. vulgaris. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fig. 6.- ABA, IAA, citocininas y giberelinas inducen la expresión de PvRACK1 en raíces de frijol. PCR en 
tiempo real con RNA total de raíces de 1, 3, 6 y 9 d de tratamiento con 10 µM ABA (A), 25 µM IAA (B), 25 µM 
kinetin (C) y 10 µM GA4 (D). Se germinaron semillas de frijol en servitoallas húmedas por 4 días, 
posteriormente las plántulas se transfirieron a medio B&D suplementado con nitrógeno por 3 días antes de 
añadir las hormonas. Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en triplicados  y se normalizaron con 
el gen de referencia PvEF1. Se utilizo la raíz de 3-5 plantas en cada tratamiento y se llevaron a cabo 2 
repeticiones biológicas.  Las barras de error representan ±SE. 
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VI.5 PvRACK1 es Codificada por un Gen en  P. vulgaris  

 

Se sabía que PvRACK1 pertenecía a una familia génica pequeña por un análisis de 

Southern blot que se llevó a cabo en un trabajo previo (Islas-Flores et al., 2009); sin 

embargo, este análisis no es suficiente para concluir con precisión el número de genes 

que codifican una proteína, ni de conocer cuántos y en qué posición se encuentran los 

intrones en los genes. Para conocer estos datos, se llevó a cabo un análisis por PCR 

genómico. Para ello, se usaron oligonucleótidos que permiten amplificar el DNA desde 

el ATG de inicio, hasta el TAG de la terminación de la traducción. Este análisis mostró 

la amplificación de una sola población de fragmentos de DNA correspondiente a 975 pb 

(Fig. 7A, carril 2); que corresponde al tamaño del cDNA que codifica a PvRACK1 (Fig. 

7B, carril 2). Adicionalmente, se busco la secuencia genómica de PvRACK1 en un draft 

del genoma de P. vulgaris, y se encontró sólo un contig para PvRACK1. Esto apoya 

fuertemente los datos previos que sugieren que PvRACK1 está representada por un solo 

gen en el genoma de P. vulgaris.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 7.- PCR genómico y RT-PCR DE PvRACK1. PCR genómico de PvRACK1 con DNA total de P. vulgaris (A) y 
RT-PCR con RNA total de raíz (B) de P. vulgaris. Las reacciones se llevaron a cabo con oligonucleótidos que 
incluyen el ATG de inicio y el TAG de término de la traducción. Las reacciones de PCR y RT-PCR se repitieron 
3 y 5 veces, respectivamente. Las flechas a la izquierda muestran los marcadores moleculares de 1000 pb’s en 
el primer carril.  
 

VI.6 Promotor de PvRACK1 

 

Las secuencias promotoras de los genes son secuencias que contienen elementos de 

respuesta a factores metabolicos y que contienen la señal de inicio de la transcripción a 

RNA, regulando así el momento en que se transcribe el gen al que precede. Por lo tanto, 

el conocimiento de esta secuencia nos ayuda a comprender de qué forma se controla la 

expresión de los genes. Con la ayuda de un banco de DNA de promotores de frijol, se 

llevaron a cabo reacciones de PCR utilizando oligonucleótidos del extremo 5´ de la 

secuencia de PvRACK1 y oligonucleótidos de un adaptador que se añadió a las 

secuencias de promotores del banco. De esta manera se obtuvo la secuencia promotora 

de PvRACK1 (Fig. 8). 
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Fig. 8.- Secuencia del promotor de PvRACK1. La secuencia promotora de 422 pb’s antes del ATG de inicio de 
la traducción se obtuvo secuenciando fragmentos de reacciones de PCR de un banco de promotores digeridos 
con las enzimas EcoRV, PvuI, StuI y DraI. La secuencia se analizó para buscar regiones regulatorias y se 
encontraron sitios potenciales de unión a elementos regulatorios de DNA que actúan en cis en plantas (se 
muestran subrayados). TATA box: La caja TATA dirige a la RNA polimerasa II al sitio de inicio de la 
transcripción; ARR1AT element: es un elemento de unión al regulador de  respuesta a citocininas ARR1 
(Hatorangan et al., 2009); -300 element: secuencia reguladora -300;  telo box: La caja telo en asociación con 
elementos que actúan en cis, participa la activación de la expresión de genes involucrados en la biogénesis de 
ribosomas (Gaspin et al., 2010).  SITEIIATCYTC: sitio de unión al dominio TCP de factores de transcripción, 
regula la expresión de proteínas con dominios de choque por frío (Nakaminami et al., 2009).  El extremo 5’ 
de la secuencia del transcrito primario (sitio de inicio de la transcripción: +1) es mostrado. El análisis se llevó 
a cabo con (www.dna.affrc.go.jp/PLACE/; Higo et al., 
1999, y http://www.softberry.ru/berry.phtml). 
 

 

VI.7 Fenotipo del Silenciamiento de PvRACK1  

 
El silenciamiento de la expresión de genes de interés permite llevar a cabo el análisis de 

cuáles son los procesos con los que se involucra, y por tanto, estos datos permiten 

proponer la función de las proteínas codificadas por estos genes.  

 

RACK1 tiene la característica de ser una proteína de andamiaje, que de manera regulada 
participa en múltiples procesos de transducción de señales, incluyendo la señalización 

hormonal. Por lo tanto, para mantener el balance celular, la regulación de su expresión 

debe estar finamente controlada. Para analizar la función de PvRACK1 en la 

nodulación, se amplificó por PCR un fragmento de 520 pb’s del cDNA de PvRACK1, 

que fue clonado en el vector de entrada pENTR/D-TOPO. El vector pENTR/D-TOPO-

520 pb’s se recombinó con el vector destino pTDT-RNAi. Esta construcción se usó para 

transformar subsecuentemente la cepa de A. rhizogenes K599. Se inocularon plántulas 

de 3-7 días con la cepa A. rhizogenes-pTDT-RNAi-520 pb’s. Se retiró la raíz primaria y 

se inocularon las raíces transgénicas con R. tropici CIAT899. Los nódulos y las raíces 

se cosecharon a los 26 dpi. El nivel de silenciamiento de PvRACK1 se determinó por 

http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/
https://webmail.ibt.unam.mx/horde2/util/go.php?url=http%3A%2F%2Fwww.softberry.ru%2Fberry.phtml&Horde2=3324a193fb6ad290d83c5cd17cc81a07
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RT-PCR en tiempo real (los niveles de silenciamiento fueron de aproximadamente 90%; 

Fig. 9D, derecha; P4RNAiR1, P6RNAiR1 y P6RNAiR2) en raíces (Fig. 9D, derecha; 

barras sólidas) y nódulos individuales (Fig. 9D, derecha; barras vacías). Los nódulos de 

las plantas compuestas transgénicas son escasos (p=<0.001), pequeños, blanquecinos y 

(Fig. 9C y D, izquierda; P4RNAiR1, P6RNAiR1 y P6RNAiR2) con respecto a las 

plantas control (Fig. 9A, B y D, izquierda; Empty vector y K599). El nivel de desarrollo 

de los nódulos silenciados indica un defecto en el crecimiento del nódulo, y es 

reminiscente de la etapa de desarrollo de un nódulo en la cual el crecimiento por 

expansión celular aún no ocurre. En esta etapa del desarrollo los niveles de acumulación 

del transcrito de PvRACK1 en un nódulo normal corresponde al nivel observado de los 

9-18 dpi (Fig. 5B). Estos resultados muestran claramente que el silenciamiento de 

PvRACK1 afecta severamente el proceso de nodulación alterando su morfología y 

abundancia. 
 

 
 

 
Fig. 9.- Fenotipo del silenciamiento de PvRACK1. Fenotipo de raíces y nódulos transgénicos de 26 dpi control 
(transformados con K599, A y transformados con K599-pTDT-RNAi-Empty, B), y silenciados (transformados 
con K599-pTDT-RNAi-PvRACK1, C). RT-PCR en tiempo real (D, derecha) con RNA total de raíces (barras 
sólidas) y nódulos (barras vacías) silenciados y control. Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en 
triplicados  y se normalizaron con el gen de referencia PvEF1.  Se utilizó una raíz y los nódulos de esta por 
cada cepa. Las barras de error representan ±SE. Número de nódulos en raíces control y silenciadas (D, 
izquierda), se contaron nódulos de 4 plantas por cada cepa. P4RNAiR1, P6RNA1R2 y P6RNAiR1, 
corresponden a raíces transformadas con distintas cepas de K599-pTDT-RNAi-PvRACK1. Las letras sobre las 
barras indican diferencias significativas de acuerdo al test t, p=<0.001. 
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VI.8 La Reducción de la Expresión de PvRACK1 Afecta el Desarrollo del Nódulo 

 

El silenciamiento de PvRACK1 afecta el tamaño de los nódulos (Fig. 9C), pero el 

fenotipo en términos de estructura celular puede proporcionarnos mayor información 

que permita suponer la función de PvRACK1. Por lo tanto, se llevó a cabo un análisis 

microscópico de nódulos control y silenciados, y en ambos casos se observó que las 

células infectadas tienen la misma distribución en la zona central del nódulo (Fig. 10A-

D, recuadro en A y C). Adicionalmente, se observó claramente que las células de la 

zona central del nódulo tienen un tamaño reducido, y el córtex se se observó engrosado 

y muy desorganizado en los nódulos PvRACK1-silenciados (Fig. 10C-D, recuadro en 

C), comparado con los nódulos control (Fig. 10A-B, recuadro en A). Se midió el 

tamaño de las células de varias muestras y secciones, y se graficó para comparar la 

diferencia en dimensión de células infectadas (Fig. 11, barras vacías) y no infectadas 

(Fig. 11, barras sólidas) de nódulos control y PvRACK1-silenciados (Fig. 11, K599 y 

RNAi, respectivamente). Las diferencias más grandes se encontraron entre células 

infectadas de nódulos PvRACK1-silenciados (Fig. 11 RNAi, barra vacía) comparado 

con células infectadas de nódulos control (Fig. 11 K599, barra vacía). Las diferencias en 

tamaño fueron estadísticamente significativas tanto para células infectadas como para 

células no infectadas, lo que sugiere que la reducción en el tamaño celular se debe al 

silenciamiento de la expresión de PvRACK1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fig. 10.- Anatomia de nódulos transgénicos de 26 dpi control y PvRACK1-silenciados. Las micrografías de luz 
fueron tomadas de cortes teñidos con azul de toluidina de nódulos PvRACK1-silenciados (C, recuadro, y D) y 
control (A, recuadro, y B) de 26 dpi.  N=núcleo; UIC=célula no infectada; IC=célula infectada. Las barras en A 
y C corresponden a 100 µm, en B y D corresponden a 50 µm y en los recuadros en A y C corresponden a 200 
µm. 
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Fig. 11.- Tamaño de celulas infectadas y no infectadas de nódulos control y PvRACK1-silenciados. La gráfica 
muestra el área de las células infectadas (barras vacías), y no infectadas (barras sólidas). Los paneles en la 
parte superior derecha representan el área celular de una célula infectada de un nódulo control (K599) y de 
un nódulo PvRACK1-silenciado (RNAi). Las medidas de las áreas celulares se hicieron con micrografías de 
cortes semi-finos de 3 nódulos de cada cepa. Se contaron de 15-70 nódulos por cepa. n=3. El área se midió en 
µm2. n=número de células. 
 
VI.9 Efecto del Silenciamiento de PvRACK1 en la Ultraestructura de los Nódulos 

 

Para obtener más información respecto al efecto del silenciamiento de la expresión de 

PvRACK1, se llevó a cabo un análisis a nivel sub-celular y ultra estructural de nódulos 

control y PvRACK1-silenciados de 26 dpi, por medio de microscopía electrónica. Las 

plantas compuestas se obtuvieron transformando plántulas de 2 d con A. rhizogenes 

K599 sola y llevando la construcción que expresa el RNAi de PvRACK1 (pTDT-

PvRACK1). Las plantas se incubaron en medio hidropónico a 22-25°C en un cuarto de 

crecimiento vegetal. Al tercer día se inocularon con R. tropici CIAT/899-DS-GFP y los 

nódulos fueron colectados a los 26 dpi. Las micrografías electrónicas, muestran 

características distintivas evidentes en las células infectadas de nódulos PvRACK1-

silenciados (Fig. 12E-H). Las células infectadas y no infectadas de nódulos control 

fueron de tamaño y estructura regular (Fig. 12A-D), con bacteroides normales y 

abundantes (B en Fig. 12A, C y D) cubiertos por simbiosomas intactos (Fig. 12C y D), 

con una membrana peribacteroidal (PBM) completa, integra y bien delimitada (PBM en 

Fig. 12C). Sin embargo, la diferencia más evidente en las células infectadas de nódulos 

PvRACK1-silenciados (Fig. 12E-H) son los simbiosomas anormales con pocos 

bacteroides (Fig. 12G y H), y algunos bacteroides con superficie irregular (B en Fig. 

12G y H). Además, la matriz citoplásmica y simbiosomal de células infectadas de 

nódulos control muestra un material electro denso que forma una red organizada (Fig. 

12D). En contraste, las células infectadas de nódulos PvRACK1-silenciados son más 

densas y desorganizadas (Fig. 12F-H), y la matriz electro densa se observa severamente 
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desorganizada (Fig. 12H). Estos resultados indican que el silenciamiento de PvRACK1 

también tiene un efecto severamente negativo en la organización e integridad de los 

simbiosomas, de los bacteroides, así como de la matriz citoplásmica. 

 

 
Fig. 12.- Ultraestructura de nódulos control y PvRACK1-silenciados. Micrografías de cortes ultra finos de 
nódulos control (A-D) y PvRACK1-silenciados (E-H) de raíces transgénicas de 26 dpi. ICS=espacio 
intracelular; IC=célula infectada; UIC=célula no infectada; Nu= núcleo; B=bacteroide; PX=peroxisoma; 
CW=pared celular; V=vacuola; PBM=membrana peribacteroidal; PHB=polihidroxibutirato; M=matriz, y 
Mit=mitochondria.  
 

VI.10 El Exceso de PvRACK1 Afecta Múltiples Procesos del Desarrollo 

 

Las herramientas más importantes que se utilizan hoy en día para conocer la función de 

las proteínas es silenciar o aumentar su expresión. De esta forma, se puede observar el 

(los) fenotipo (s) resultantes de la falta o exceso de una proteína en particular y, por lo 

tanto, los procesos que se están afectando, lo que permite proponer la función que 

desempeña la proteína de interés. Para complementar el análisis del silenciamiento de 

PvRACK1, se clonó el cDNA que codifica a PvRACK1 en el vector pENTR/D-TOPO y 

este se recombinó con el vector de expresión pH7FWG2. Esta construcción se 

transformó en A. rhizogenes K599, y sucesivamente se transformaron plántulas de frijol 

por el método utilizado por Estrada-Navarrete et al. (2007), y se dejaron en condiciones 

de invernadero (a temperatura ambiente) por 7 días. A este tiempo, las plantas 

transformadas con la construcción pH7FWG2-PvRACK1 no habían formado el callo 

que precede a las raíces transgénicas (Fig. 13D) y se observó que toda la planta 

presentaba signos de necrosis (Fig. 13B y D), mientras que las plantas y raíces 

transgénicas control transformadas solo con K599 se desarrollaron normalmente (Fig. 

13A y C). Este resultado indica que la sobre-expresión de PvRACK1 produce un 

fenotipo letal en las condiciones en que se llevó a cabo este experimento. Con la 

finalidad de obtener muestras de nódulos que nos permitieran conocer qué eventos son 
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afectados por la sobre-expresión de PvRACK1, se repitió el procedimiento en 6 

ocasiones, pero modificando el medio de crecimiento y la temperatura, y se observó que 

en condiciones controladas de menor temperatura (22-25 °C), la letalidad de las plantas 

disminuyó en un 10%; sin embargo, las plantas no formaron nódulos y las raíces se 

veían severamente afectadas (Fig. 13E). Entonces, se repitió el experimento, pero se 

modificó la transformación de las plantas (se inocularon plántulas de 2 días) y se 

transfirieron a medio hidropónico con solución B&D sin nitrógeno a 22-25°C, en un 

cuarto de crecimiento vegetal. A los 3 días, las raíces transgénicas fueron inoculadas 

con R. tropici CIAT899/DS-RED. Los nódulos y raíces fueron colectados a los 26 dpi. 

De esta forma se obtuvieron pocos nódulos (80% menos nódulos comparado con el 

control; p=<0.001), que presentan muchas vesículas y un córtex “esponjoso” (Fig. 14B, 

comparar con 14A). Los niveles de sobre-expresión de PvRACK1 se cuantificaron por 

medio de qRT-PCR en raíces individuales (Fig. 13F), y fue notable que a mayor 

expresión, el fenotipo fue más severo. Este resultado indica que PvRACK1 no sólo es 

indispensable para que se lleve a cabo la nodulación correctamente, ya que también es 

importante la regulación de su expresión en varios procesos del desarrollo de P. 

vulgaris.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Fig. 13.- Fenotipo de la sobre-expresión de PvRACK1. Plantas compuestas control (A, C y E izquierda) y 
sobre-expresantes de PvRACK1 (B, D y E centro y derecha). En A, B, C y D, se muestran plantas de 7 días de 
haber sido transformadas con A. rhizogenes K599 e incubadas en invernadero. En E se muestran plantas de 
26 dpi con R. tropici CIAT899/DS-RED incubadas a 22-25°C en un cuarto de crecimiento. F, RT-PCR en 
tiempo real con RNA total de raíces transgénicas control (K599) y sobre-expresantes de PvRACK1 (PvRACK1-
1 y PvRACK1-3). Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en triplicados  y se normalizaron con el 
gen de referencia PvEF1. 
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VI.11 La Sobre-expresión de PvRACK1 Afecta la Integridad del Nódulo 
 

El silenciamiento de PvRACK1 mostró un fenotipo que resultó en defectos del 

desarrollo y en la integridad del nódulo; sin embargo, la sobre-expresión de PvRACK1 

muestra un fenotipo más severo respecto a la integridad de la planta, de la raíz y de los 

nódulos (Fig. 13B, D y E centro y derecha; Fig. 14C-D) comparado con el control (Fig. 

13A, C y E izquierda; Fig. 14A-B). Micrografías de cortes semi-finos teñidos con azul 

de toluidina de nódulos control (Fig. 14A-B) y sobre-expresantes de PvRACK1 (Fig. 

14C-D) mostraron que la morfología del nódulo esta severamente afectada con la sobre-

expresión de PvRACK1; las células infectadas no se distribuyen en la zona central del 

nódulo, y tienen núcleos más grandes (Fig. 14D) que las células infectadas del control 

(Fig. 14A-B). Otra diferencia evidente es que hay gran cantidad de vesículas en la zona 

central del nódulo de los nódulos sobre-expresantes de PvRACK1 (Fig. 14C-D), y los 

haces vasculares son de mayor tamaño (Fig. 14C) comparado con el control (14A-B). 

Además, se observa que la capa correspondiente al córtex es más gruesa dando un 

aspecto esponjoso (Fig. 14C), mientras que en el control los haces vasculares son de 

tamaño y forma normal (Fig. 14A). Este fenotipo muestra que la sobre-expresión de 

PvRACK1 afecta múltiples procesos del desarrollo del nódulo, alterando su morfología, 

y probablemente su función.   

 

 

  

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 14.- Anatomia de nódulos transgénicos de 26 dpi control y sobre-expresantes de PvRACK1. Las 
micrografías de luz fueron tomadas de cortes teñidos con azul de toluidina de nódulos sobre-expresantes de 
PvRACK1 (C-D) y control (A-B) de 26 dpi.  N=núcleo; UIC=célula no infectada; IC=célula infectada; 
VC=vesícula. Las barras en A y C corresponden a 100 µm, en B y D corresponden a 50 µm.  
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VI.12 Efecto de la Sobre-expresión de PvRACK1 en la Ultraestructura de los 

Nódulos 

 

Se llevó a cabo el análisis de la estructura celular de nódulos de 26 dpi control y sobre-

expresantes de PvRACK1. Se obtuvieron raíces transgénicas por medio de la inducción 

con A. rhizogenes K599 sola o llevando la construcción para la sobre-expresión de 

PvRACK1, y se inocularon con R. tropici CIAT/899-DS-RED. Los nódulos colectados 

a los 26 dpi fueron procesados como se menciona en materiales y métodos, y una 

característica de estos nódulos es que se observó durante el procesamiento que flotaban 

cuando se ponían en medio líquido, lo que coincide con el córtex de aspecto esponjoso 

que se observó en los cortes teñidos con azul de toluidina (Fig. 14C). 

 

Las imágenes obtenidas por microscopía electrónica muestran que la sobre-expresión de 

PvRACK1 afecta el proceso de infección de los nódulos ya que se inhibe la nodulación, 

y las células infectadas, tienen escasos bacteroides comparado con las células infectadas 

de nódulos control (Fig. 15A-D, comparado con E-H). Los bacteroides de los nódulos 

que sobre-expresan PvRACK1, además de ser escasos, tienen un aspecto más denso que 

los bacteroides de los nódulos control (Fig. 15E y F, comparada con A y B 

respectivamente). También es evidente que los núcleos de las células infectadas de 

nódulos sobre-expresante son de mayor tamaño y tienen un material denso en la región 

de la envoltura nuclear, y el nucléolo es más evidente que en el control (Fig. 15F), 

mientras que el núcleo de las células infectadas del control tienen un aspecto normal 

(Fig. 15 B). Las células no infectadas contienen numerosas vesículas, la matriz muestra 

cúmulos de material denso, y las paredes celulares se encuentran plegadas y sin 

estructura definida (Fig. 15G, comparar con 15C), lo que hace que el nódulo se observe 

desorganizado. Otros defectos evidentes son que organelos como el retículo 

endoplásmico es muy grande comparado (RE en Fig. 15H) con los encontrados en las 

muestras control (RE en Fig. 15D). Este fenotipo muestra claramente que la sobre-

expresión de PvRACK1 provoca defectos en varios procesos del desarrollo, como son la 

infección y la organización; y probablemente induce la senescencia temprana de los 

nódulos. 
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Fig. 15.- Ultraestructura de nódulos control y sobre-expresantes de PvRACK1. Microscopía electrónica de 
cortes ultra finos de nódulos control (A-D, K599) y PvRACK1-sobre-expresnates (E-H, 35S::PvRACK1-GFP) 
de raíces transgénicas de 26 dpi. IC=célula infectada; UIC=célula no infectada; Nu= núcleo; B=bacteroide; 
PX=peroxisoma; CW=pared celular; V=vacuola; PBM=membrana peribacteroidal; SB=simbiosoma; 
PHB=polihidroxibutirato; M=matriz, y Mit=mitocondria, AM=amiloplasto; RE=retículo endoplásmico; 
CG=complejo de Golgi, y RB=ribosoma.  
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VII. DISCUSIÓN 
 

RACK1 es una proteína altamente conservada en eucariotes, desde el género 

Chlamydomonas hasta plantas y humanos (Chen et al., 2006). Se ha observado que en 

tejidos de mamíferos superiores y plantas, se encuentra expresada ubicuamente.  Es una 

proteína versátil que puede formar complejos multiproteicos, y se le ha implicado en 

diversas vías de transducción de señales y en varios procesos celulares; tales como, 

neuropatología, estrés celular, traducción de proteínas y procesos del desarrollo. 

RACK1 se ha establecido como una proteína de andamio a través de la interacción 

física con una amplia gama de proteínas señalizadoras como proteínas cinasas, 

fosfatasas, canales iónicos, receptores de membrana, proteínas G, y con proteínas 

ribosomales (Ullah et al., 2008).  Su función en plantas no ha sido identificada, sin 

embargo, es de suponerse que estará implicada en diversas vías de señalización como se 

ha observado en animales. 

 

El crecimiento de los nódulos y los tumores tienen similitudes en términos de 

angiogénesis (vascularización en plantas), y del requerimiento de proliferación celular 

activa. De hecho, RACK1 en mamíferos ha mostrado ser importante para el 

mantenimiento de la angiogénesis y el crecimiento de los tumores. RACK1 se sobre-

expresa en tejidos angiogénicamente activos, in vivo e in vitro, es expresada en la 

angiogénesis de los tumores (Berns et al., 2000), y es sobre-expresada en células de 

cáncer de colon (Saito et al., 2002). RACK1 también promueve la proliferación del 

cáncer de mama y la invasión/metástasis in vitro e in vivo; mientras que el 

silenciamiento de RACK1 en cáncer de mama y en células LNCap inhibe la 

proliferación celular y por lo tanto el crecimiento del tumor (Cao et al., 2009; Kraus et 

al., 2006). 

 

En plantas los homólogos de RACK1 parecen participar en varios procesos. El primer 

homólogo de RACK1 de plantas se identificó inicialmente como un gen de respuesta a 

auxinas en células BY2 de tabaco (Ishida et al., 1993), y un gen relacionado se aisló 

subsecuentemente de alfalfa (McKhann et al., 1997). Más recientemente RACK1 se 

identificó como componente de la subunidad 40S del ribosoma de plantas (Chang et al., 

2005; Giavalisco et al., 2005), y como parte de un complejo inmune que media la 

respuesta innata en arroz (Nakashima et al., 2008). La pérdida de función de RACK1A 

en Arabidopsis provoca respuestas alteradas a múltiples hormonas (Chen et al., 2006). 

Recientemente, se encontró que los tres genes que codifican a RACK1 funcionan de 

manera redundante como reguladores negativos de las respuestas a ABA y median 

respuestas a estrés (Guo et al., 2009). Adicionalmente, RACK1 es requerida para la 

producción normal de subunidades ribosomales (60S y 80S), y para la traducción de 

proteínas en Arabidopsis (Guo et al., 2011). 

 

Como en animales, en plantas los homólogos de RACK1 tienen una expresión ubicua, y 

PvRACK1 no es la excepción ya que se expresa en todos los tejidos analizados de frijol 

(Raíz, Nódulos, Tallo, Hojas, Vainas; Fig. 3A-B, y Ejes embrionarios; Fig. 4, carril 2). 

El hecho de que RACK1 se exprese ubicuamente, indica que desempeña funciones 

celulares básicas, y el formar parte estructural del ribosoma apoya esta idea. Consistente 

con la hipótesis de que PvRACK1 participa en procesos relacionados con la 

proliferación celular, encontramos que se expresa diferencialmente durante la 

nodulación (Fig. 5A-B y C), indicando que su patrón de expresión varía de acuerdo a la 
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etapa del desarrollo; sin embargo, se observó que la expresión de PvRACK1 se 

incrementa en las etapas tempranas de la nodulación (Fig. 5C), y en nódulos 

correspondientes a 9-18 dpi (Fig. 5A), etapas que corresponden a la inducción de la 

proliferación celular, y al crecimiento del nódulo por expansión celular (en nódulos 

determinados este proceso está sincronizado). Estas observaciones indican que 

PvRACK1 lleva a cabo funciones esenciales en la nodulación; sin embargo, para 

obtener más evidencias que apoyen este hecho, se llevó a cabo un análisis de la 

influencia del silenciamiento de PvRACK1 durante la nodulación. 

 

El silenciamiento de PvRACK1 por RNAi en raíces transgénicas de plantas compuestas 

produce en fenotipo muy interesante en el cual disminuyó la nodulación en un 50-76% 

respecto al control (Fig. 9D izquierda), y el crecimiento también se vio disminuido (Fig. 

9C comparado con 9A-B). Los nódulos silenciados presentan un desarrollo similar al de 

nódulos de 9 dpi, en donde apenas se establece el inicio del crecimiento del nódulo por 

expansión celular (Fernández-Luqueño et al., 2008); y en donde la expresión de 

PvRACK1 incrementa (Fig. 5A), por lo cual es evidente la relación en el aumento de la 

expresión de PvRACK1, con las etapas de crecimiento del nódulo.  Este fenotipo es 

consistente con el reportado para Arabidopsis, en el cual la pérdida de función de 

RACK1A mostró defectos en el desarrollo de plántulas y plantas maduras (hipocótilos 

más cortos y disminución de la producción de rosetas) (Chen et al., 2006), aunque no se 

llevó a cabo un análisis microscópico para observar las estructuras celulares.  

 

Durante la ontogenia del nódulo, las hormonas regulan su morfogénesis y desarrollo. 

Auxinas, citocininas, ABA y giberelinas pueden ser aisladas de los nódulos, donde se 

encuentran en concentraciones mayores que en raíces no infectadas (Hirsch and Fang, 

1994), indicando que juegan un papel importante en la regulación de la morfogénesis y 

función del nódulo. Las auxinas, citocininas y giberelinas son reguladores positivos de 

la nodulación, mientras que ABA la regula negativamente. RACK1 ha mostrado jugar 

un papel importante en la señalización hormonal (Ishida et al., 1993; Iwasaki et al., 

1995; Kwak et al., 1997; McKhann et al., 1997; Nakashima et al., 2008; Chen et al., 

2006; Guo et al., 2009). En Arabidopsis la pérdida de función de RACK1A resultó en la 

alteración de la sensibilidad a estas hormonas. Se observó menor sensibilidad a 

giberelinas en la germinación y a auxinas en el desarrollo de la raíz; y más sensiblilidad 

a ABA en la germinación y desarrollo temprano de la plántula (Chen et al., 2006).  En 

M. sativa el homólogo de RACK1, MsGB1 fue inducido cuando las raíces fueron 

tratadas con citocininas, y se detectó un alto nivel de acumulación en el meristemo del 

nódulo después de la inoculación con S. meliloti (McKhann et al., 1997); lo que sugiere 

que MsGB1 desempeña un papel importante en la nodulación de esta planta. En este 

trabajo también encontramos que la expresión de PvRACK1 es modulada por la 

presencia de ABA, auxinas, citocininas y giberelinas durante el desarrollo de la raíz 

(Fig. 6A-D). Esto refleja los múltiples niveles de interacción hormonal con la 

regulación de la expresión de PvRACK1 durante la nodulación; lo que es consistente 

con el fenotipo del silenciamiento de PvRACK1 (Fig. 9C).  

 

Los nódulos silenciados son más pequeños (Fig. 9C) que los nódulos control (Fig. 9A-

B). Este fenotipo se debe a que las células no infectadas, y sobre todo las células 

infectadas son más pequeñas que las de nódulos control (Fig. 10C-D y RNAi en Fig. 11, 

comparado con Fig. 10A-B y K599 en Fig. 11), lo que resulta en nódulos de menor 

tamaño. En el caso de los nódulos determinados, el crecimiento se debe al proceso de 

expansión celular (cuando la actividad mitótica ha culminado). Esto indica que los 
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nódulos silenciados son más pequeños debido a un defecto en el proceso de expansión 

celular. PvRACK1 podria estar involucrada en este proceso, ya que  se observó que hay 

un incremento en suexpresión en las etapas de crecimiento del nódulo (Fig. 5A, 9-18 

dpi).  

 

La expresión de PvRACK1 es inducida por reguladores positivos de la nodulación, 

como las auxinas, citocininas y giberelinas; y por ABA y ROS, que son reguladores 

negativos de la nodulación (Ding and Oldroyd, 2009). A su vez ABA y ROS son 

regulados negativamente (ABA) y positivamente (ROS) por RACK1 (Nakashima et al., 

2008; Guo et al., 2009). Entonces, es muy probable que con el silenciamiento de 

PvRACK1 se esté afectando la señalización hormonal, provocando defectos en el 

desarrollo del nódulo, tales como la ausencia de expansión celular, y disminución de la 

nodulación (Fig. 9D izquierda). Por lo tanto se puede especular que la función de los 

homólogos de RACK1  en la señalización hormonal de plantas, puede ser una de las 

claves del fenotipo del silenciamiento en la nodulación de P. vulgaris. 

 

La disminución de la nodulación en el silenciamiento y sobre-expresión de PvRACK1 

(Fig. 9D izquierda y Fig. 13) también puede indicar que PvRACK1 lleva a cabo una 

función importante en etapas tempranas de la nodulación, como lo es el proceso de 

infección. Esto es apoyado por el hecho de que se induce la acumulación del mRNA de 

PvRACK1 en raíces inoculadas desde las 2-3 hpi (Fig. 5C). Además, PvRACK1 media 

la respuesta hormonal de reguladores positivos y negativos de la nodulación, lo que 

permite concluir que la modificación en la expresión de PvRACK1 (silenciandola o 

sobre-expresandola) es la causa de los fenotipos del silenciamiento y sobre-expresión de 

PvRACK1 en la nodulación. Aunque no se puede concluir que el efecto del 

silenciamiento de PvRACK1 es específico del nódulo, el hecho de que las raíces 

transgénicas silenciadas no se observan afectadas en las observaciones por microscopia 

confocal, sugiere que hay diferentes niveles de regulación de la morfogénesis y 

desarrollo de estos órganos. 

 

Otras vías que se pueden estar afectando por el silenciamiento de PvRACK1 es la  de 

síntesis, tráfico y reciclaje de membrana; las cuales son indispensables para que se lleve 

a cabo la expansión celular. En un reporte reciente, el silenciamiento de srab1 y vrab7 

en soya, resultó en nódulos de tamaño reducido, mientras que el simple silenciamiento 

de srab1 causó que se inhibiera la nodulación y se formaran pocos nódulos (Cheon et 

al., 1993). Rab1p y Rab17 son pequeñas proteínas de unión a GTP, que están 

involucradas en la biogénesis de la MPB (Cheon et al., 1993); así que un defecto en 

estas proteínas podría afectar severamente la dinámica de la membrana y por lo tanto la 

morfología del nódulo. Estos datos son consistentes con el fenotipo causado por la 

modificación de la expresión de PvRACK1, ya que con el silenciamiento se afecta la 

expansión celular y la integridad de la MPB (Fig. 10C-D, Fig. 11 y Fig. 12 G-H). Así es 

que es posible que PvRACK1 también sea importante para la dinámica de la membrana, 

y su silenciamiento puede resultar en un efecto aditivo de la interferencia en el tráfico 

de membranas, y en la señalización hormonal durante el desarrollo e integridad del 

nódulo. 

 

El tráfico vesicular es necesario durante la síntesis de membrana y para la expansión 

celular. Por lo tanto, la pérdida de la regulación de este proceso podría afectar la síntesis 

de membrana en sitios clave para la expansión celular; lo que resultaría en células y 

PBM de tamaños y/o formas anormales (como las observadas en el silenciamiento (Fig. 
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10D, RNAi en Fig. 11 y Fig. 12 G-H),  y en la sobre-expresión (Fig. 14D y 15F y D)).  

RACK1 en mamíferos se une a PI3K para participar en los procesos de tráfico vesicular 

y reciclaje de endosomas. Además, se ha reportado que PI3K desempeña un papel 

fundamental en la localización de Rab11 durante la mitosis en C. elegans (Chen et al., 

2008; McCahill et al., 2002; Ai et al., 2009).  

 

Regularmente, el silenciamiento de la expresión de una proteína proporciona 

información que permite suponer la función de esta; sin embargo, el hecho de que la 

función no se elimine por completo, puede resultar en alteraciones fenotípicas leves que 

lleven a excluir funciones importantes. Por esta razón, es muy importante llevar a cabo 

el análisis de la sobre-expresión de la proteína, para complementar la información que 

se obtiene de su silenciamiento, y proponer con mayor sustento su posible función. 

 

La sobre-expresión de PvRACK1 causó severos daños en las plantas (Fig. 13B, D, E; 

centro y derecha) al ser transformadas e incubadas en condiciones de invernadero (en 

donde la temperatura era variable), e incluso no permitió que se formaran las raíces 

transgénicas, por lo que es de suponer que el exceso en su expresión afecta procesos 

celulares vitales para las plantas. Sin embargo, el hecho de que en medio hidropónico 

con temperatura constante de 22-25°C se obtuvieron nódulos (80% menos que en el 

control), indica que la sobre-expresión de PvRACK1 puedría estar afectando las 

respuestas al estrés. Recientemente, se encontró que RACK1A, B y C de Arabidopsis 

tienen una función redundante como reguladores negativos de las respuestas a ABA y 

también modulan las respuestas al estrés (Guo et al., 2009). En arroz OsRACK1 es 

inducida por el estrés biótico, y su sobre-expresión promueve la producción de ROS 

(Nakashima et al., 2008). Estos datos permiten proponer que la sobre-expresión de 

PvRACK1, a su vez  podría inducir la sobre-producción de ROS. El exceso de ROS 

causa estrés oxidativo, dañando los tejidos; esto se hace evidente en toda la planta. 

Otros aspectos que fueron evidentes a nivel ultra estructural en la sobre-expresión, es 

que los núcleos, y el retículo endoplásmico en las células infectadas son de mayor 

tamaño que en el control (Fig. 15 F, H y B, D; respectivamente). Con diversos estudios, 

se comprobó que RACK1 es parte estructural del ribosoma en Arabiopsis, y que 

participa en la regulación de la traducción de proteínas (Guo et al., 2011), por lo cual su 

sobre-expresión puede afectar la cantidad de ribosomas, como se puede ver en la Fig. 

15H. Además, en el ribosoma interactúa con factores traduccionales, a los que puede 

activar y/o inhibir de forma descontrolada y por lo tanto provocar el fenotipo que se 

observa en los nódulos sobre-expresantes. Alternativamente, en base a la apariencia 

deteriorada de los nódulos sobre-expresantes de PvRACK1, se debe tener en cuenta que 

se podría estar induciendo una senescencia temprana. Algunos signos de senescencia 

son el retículo endoplásmico prominente (Fig. 15H), complejo de Golgi y mitocondrias 

abundantes, y numerosas vesículas (Fig. 14C-D) (Guerra et al., 2010). 

 

La prueba que nos permitiría aclarar los niveles en los que participa RACK1 en la 

nodulación, sería el análisis de sus ligandos en plantas. A la fecha se conocen pocos de 

sus ligandos en plantas (en arroz interactúa con Rac1, con la NADPH oxidasa Rboh, 

con RAR1 (por sus siglas en inglés: Required for Mla12 Resistance), y SGT1 (por sus 

siglas en inglés: Suppressor of the G2 allele of skp1)) (Nakashima et al., 2008). Los 

datos obtenidos en este trabajo indican que PvRACK1 desempeña un papel importante 

en el crecimiento y mantenimiento del nódulo, ya que las células infectadas y los 

bacteroides se observan deteriorados, lo que es un indicativo de que la función del  

nodulo está afectada. 
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Se conoce que RACK1 es una proteína versátil que tiene muchos ligandos, lo cual le 

confiere la capacidad de participar en diversas funciones biológicas. Esto hecho nos 

permite suponer que su regulación está finamente controlada, y que es muy difícil 

asignarle una sola función. Por esta razón, varias funciones celulares son probablemente 

afectadas al alterar su expresión. Independientemente de las funciones específicas de 

PvRACK1 que conducen al desarrollo normal de los nódulos en frijol, aquí se 

demuestra claramente que el control de la expresión de PvRACK1 es indispensable para 

la integridad del simbiosoma, el desarrollo del bacteroide y la expansión celular en los 

nódulos de frijol. 

 
VII.1 Perspectivas 

 

La habilidad de RACK1 de interactuar  con una amplia gama de proteínas señalizadoras 

se refleja en las múltiples funciones celulares vitales en las que se le ha implicado. Sin 

embargo, no se conoce cómo se controla la unión de RACK1 a distintas conbinaciones 

específicas de proteínas que controlan funciones celulares individuales. Esto sugiere que 

debe haber competencia entre las proteínas que se unen a RACK1; lo que implica que 

RACK1 contribuye con la regulación del equilibrio entre la activación de vías de 

señalización agonistas y antagonistas. Por otra parte, proteínas individuales se pueden 

unir a RACK1 en sitios intracelulares discretos, compitiendo por unirse a RACK1 con 

un grupo diferente de proteínas dependiendo del sitio intracelular en el que se 

encuentren. Para concluir el análisis funcional de RACK1 en plantas, con la 

información que se tiene actualmente, no se puede descartar ninguna posibilidad. Los 

análisis futuros en frijol deben enfocarse en la identificación de los ligandos de 

PvRACK1 en distintos procesos celulares. Esto permitirá conocer los procesos celulares 

en los que esta involucrada, y determinar en que parte de la o las vías de señalización se 

encuentra ubicada. De esta forma, se podrá concluir la importancia de RACK1 en los 

procesos del desarrollo de plantas. 
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