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RESUMEN 

La interacción simbiótica entre leguminosas y bacterias del suelo, llamadas colectivamente 

rhizobia, es un proceso complejo que inicia a través de una comunicación química mediada 

por la activación de la síntesis y secreción de factores Nod de origen rhizobial y su 

percepción a través de receptores tipo LysM específicos presentes en la membrana 

plasmática apical del pelo radical. En respuesta, el receptor tipo cinasa SYMRK/DMI2, se 

activa y desencadena una cascada de señalización que induce mecanismos genéticos, 

moleculares y celulares esenciales para la infección con rhizobia y la organogénesis del 

nódulo. La identificación de proteínas tipo ubiquitina-ligasas E3, como posibles interactores 

de SYMRK, sugiere la participación de mecanismos celulares de regulación de la actividad 

de SYMRK. En esta tesis se demostró que, en células epidermales de raíz de Phaseolus 

vulgaris no inoculadas con rhizobia, PvSYMRK-EGFP presenta una distribución subcelular 

dual, asociada a la membrana plasmática y en puncta intracelulares. El tratamiento con 

inhibidores de endocitosis mediada por clatrina, IKA o TyrA23, o de tráfico vesicular, BFA, 

así como las mutaciones T589A (no fosforilable), K618E (cinasa inactiva) o la eliminación 

del motivo YKTL (motivo endocítico tipo YXXØ) conlleva a una drástica reducción en el 

número de puncta intracelulares fluorescentes, lo que indica que PvSYMRK-EGFP lleva a 

cabo endocitosis constitutiva. Al analizar raíces transgénicas de P. vulgaris post-inoculadas 

(3 dpi) con Rhizobium etli CE3 pMP604 (cepa que produce factores Nod de manera 

constitutiva), se encontró que PvSYMRK-EGFP desaparece de la membrana plasmática 

apical de aquellos pelos radicales cuya zona apical presenta un patrón típico de la respuesta 

a rhizobia (lo que se deduce por la acumulación de filamentos de actina fragmentados en 

la zona apical). También se observó un incremento significativo en el número de puncta 

intracelulares que portan PvSYMRK-EGFP. En contraste, en los pelos radicales de P. 

vulgaris que responden a la inoculación con R. etli CE3 CFNX89 (cepa incapaz de sintetizar 

factores Nod), la distribución subcelular es similar a la observada en raíces no inoculadas, 

lo que demuestra que rhizobia induce la endocitosis de PvSYMRK-EGFP mediante un 

mecanismo dependiente de los factores Nod. Para la endocitosis inducida, también se 

requiere del motivo YKTL y de la actividad cinasa del receptor. En resumen, las células 

epidermales de raíces de P. vulgaris, pre- y post-inoculadas con una cepa de R. etli que 

produce factores Nod, presentan endocitosis de PvSYMRK-EGFP, constitutiva e inducida 

por rhizobia, respectivamente. 
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ABSTRACT 

The symbiotic interaction between legumes and soil bacteria, collectively called rhizobia, is 

a complex process that begins through a chemical communication mediated by the 

synthesis de novo and secretion of Nod factors of rhizobial origin and their perception 

through specific LysM receptors-like kinase present in the apical plasma membrane of the 

root hair. Consequently, the receptor-like kinase SYMRK/DMI2 becomes activated and 

triggers a signaling cascade that induces genetic, molecular, and cellular mechanisms 

essential for rhizobial infection and nodule organogenesis. The identification of E3 ubiquitin 

protein ligases, as potential SYMRK interactors, suggests the involvement of cellular 

mechanisms regulating SYMRK activity. In this thesis, it was demonstrated that in root 

epidermal cells of Phaseolus vulgaris not inoculated with rhizobia, PvSYMRK-EGFP 

presents a dual subcellular distribution, associated with the plasma membrane and with 

intracellular puncta. Treatment with the inhibitors of clathrin-mediated endocytosis, IKA or 

TyrA23, and vesicular trafficking, BFA, as well as the mutations T589A (non-

phosphorylatable), K618E (kinase dead) and deletion of the YKTL motif (YXXØ-type 

endocytic motif) lead to a drastic reduction in the number of intracellular fluorescent puncta, 

indicating that PvSYMRK-EGFP undergoes constitutive endocytosis. The analysis of P. 

vulgaris transgenic roots post-inoculated (3 dpi) with Rhizobium etli CE3 pMP604 (a strain 

that constitutively produces Nod factors) showed that PvSYMRK-EGFP disappears from the 

apical plasma membrane of those root hairs whose apical zone present a typical rhizobia-

responsive pattern (accumulation of fragmented actin filaments). A significant increase in 

the number of intracellular puncta carrying PvSYMRK-EGFP was also observed. In contrast, 

in P. vulgaris root hairs that respond to R. etli CE3 CFNX89 (a strain incapable of 

synthesizing Nod factors) inoculation, the subcellular distribution of PvSYMRK-EGFP is like 

to that observed in non-inoculated roots, demonstrating that rhizobia induce PvSYMRK-

EGFP endocytosis through a Nod factor-dependent mechanism. Such an induced 

endocytosis also requires the YKTL motif and the receptor kinase activity. In summary, 

epidermal cells from P. vulgaris roots, pre- and post-inoculated with a Nod factor-producing 

R. etli strain, undergo PvSYMRK-EGFP constitutive and rhizobial-induced endocytosis, 

respectively. 
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1.- INTRODUCCIÓN 

1.1 Interacción simbiótica leguminosa-rhizobia 

La simbiosis entre plantas leguminosas (como Phaseolus vulgaris o frijol común, 

Medicago truncatula y Lotus japonicus, entre otras) y bacterias del suelo, 

genéricamente conocidas como rhizobia (géneros Rhizobium, Sinorhizobium, 

Mesorhizobium, entre otros), conduce al desarrollo de un nuevo órgano en la raíz 

de la planta, el nódulo fijador de nitrógeno. En este tipo de simbiosis, las bacterias 

aportan a la leguminosa una fuente de nitrógeno biológicamente asimilable y, a 

cambio, la leguminosa cede a las bacterias esqueletos de carbono para sus 

funciones vitales. La interacción leguminosa-rhizobia es especie-específica e inicia 

cuando la bacteria endosimbionte compatible con la leguminosa en cuestión (R. etli 

y R. tropici, en el caso de P. vulgaris) reconoce compuestos tipo flavonoides, 

especie-específicos, liberados por la raíz de la leguminosa a la rizósfera (Fig.1; 

Oldroyd, 2013, Liu et al., 2018). Este reconocimiento está mediado por la proteína 

bacteriana transmembranal NodD, responsable de la activación de los genes 

bacterianos involucrados en la síntesis y secreción de metabolitos tipo lipo-

quitooligosacáridos, llamados factores de nodulación (factores Nod; Cullimore et al., 

2001).  

Figura 1. Proceso de nodulación. Los factores Nod son percibidos por receptores 
específicos (LjNFR1/NFR5), presentes en la membrana plasmática de los pelos radicales 
de la raíz, lo que promueve cambios morfológicos y fisiológicos en el pelo radical. Cuando 
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rhizobia se adhiere al pelo radical, este en respuesta se enrosca y atrapa a rhizobia en una 
cámara de infección. En este punto se inicia la formación de un hilo de infección (IT), que 
se originan por la invaginación de la membrana plasmática del pelo radical. El IT sigue un 
crecimiento polar hacia las capas celulares internas, alcanzando el primordio del nódulo, 
formado por desdiferenciación y por la reactivación de la división celular en el córtex. Los 
primordios de nódulos dan lugar a nódulos maduros, en los que las bacterias se liberan del 
IT en simbiosomas y se diferencian para convertirse en bacteroides fijadores de nitrógeno 
(ilustrados en negro). A los 21 días, en P. vulgaris, se ha desarrollado un nódulo maduro. 
ep, epidermis; ed, endodermis; pc, periciclo. Esquema modificado de Ferguson et al., 2010. 

La percepción de los factores Nod por los pelos radicales provoca una serie de 

respuestas fisiológicas, celulares, moleculares, morfológicas y de expresión génica, 

que en conjunto desencadenan la infección y organogénesis del nódulo. Entre los 

cambios inducidos en el ápice del pelo radical en un periodo de 10 s – 2 h post-

incubación con 10 nM de factores Nod, se ha reportado un influjo de calcio, la 

despolarización de la membrana, arresto del crecimiento apical, ocurren 

oscilaciones en la concentración de calcio en la región nuclear y rearreglos en el 

citoesqueleto de actina del pelo radical, por citar algunos (Cárdenas et al., 1998, 

1999, 2000 y 2006; Oldroyd y Downie, 2008).  

En términos generales, a las 12-24 h post-inoculación (hpi) con rhizobia, se observa 

una deformación-curvatura en el ápice del pelo radical sensible (responsive, en 

inglés) a rhizobia, sitio en el que quedan atrapadas las bacterias. En ese punto, la 

pared celular del pelo sufre modificaciones, la membrana de la célula se invagina y 

se forma una estructura tubular, transcelular y apoplástica única, conocida como 

hilo de infección (IT, siglas en inglés de infection thread; 48-72 hpi), cuyo lumen es 

extracelular al pelo radical y avanza en dirección opuesta al crecimiento del pelo 

radical para, eventualmente, ramificarse hacia las células corticales (Fig. 1, Oldroyd, 

2013, Monroy-Morales et al., 2022, Anexo 7). El IT favorece la proliferación de 

rhizobia y dirige su invasión hacia la zona cortical de la raíz. Antes de que el IT 

llegue al córtex, las células corticales activan su ciclo celular y se dividen para formar 

el primordio del nódulo (3-5 dpi). Posteriormente, mediante un mecanismo tipo 

exocitosis-endocitosis, las bacterias se “vacian” del IT al entorno intracelular de las 

células del primordio de nódulo y se diferencian a bacteroides dentro de una 

estructura quasi-organelo conocida como simbiosoma (10 dpi). Los bacteroides fijan 

N2 y lo convierten a NH3 mediante un complejo enzimático conocido como 
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nitrogenasa (Fig. 1). La organogénesis del nódulo está acompañada por la inducción 

de genes específicos del nódulo denominados nodulinas (Oldroyd y Downie, 2008; 

Oldroyd, 2013).  

El orden en que se suceden dichos cambios respecto a la percepción de los factores 

Nod por el pelo radical, la expresión génica y las cascadas de transducción de 

señales que se activan, se han estudiado gracias a la generación y caracterización 

de leguminosas mutantes deficientes en la iniciación y formación del nódulo (Roy et 

al., 2020). Esta estrategia ha permitido la identificación de receptores tipo cinasa 

presentes en la membrana celular, cuya activación inicia cascadas de señalización 

esenciales para el inicio de la nodulación (Oldroyd, 2013, Roy et al., 2020). Tal es 

el caso de los receptores tipo LysM conocidos como LjNFR1/LjNFR5 o 

MtNFP/MtLYK3, involucrados en la percepción de los factores Nod identificados en 

Lotus japonicus y en Medicago truncatula, respectivamente (Roy et al., 2020).  

Otros ejemplos son SYMRK, un receptor tipo cinasa con dominios repetidos ricos 

en leucina y tema del presente trabajo, y el receptor de la fitohormona citoquinina 

en M. truncatula, MtCRE o su ortólogo en L. japonicus LjLHK1, que resulta esencial 

para la división de células corticales en la organogénesis del nódulo. La lista de 

proteínas identificadas se extiende a proteínas de la envoltura nuclear involucradas 

en el flujo iónico (DMI1 en M. truncatula y sus ortólogos POLLUX y CASTOR en L. 

japonicus), receptores tipo cinasa y factores de transcripción que participan en la 

decodificación de señales asociadas a las oscilaciones de Ca2+ (proteína 

dependiente de calcio-calmodulina o CCaMK y LjCYCLOPS), factores de 

transcripción de la familia GRAS (NSP1 y NSP2), NIN y ERN1, entre otros (Oldroyd, 

2013; Roy et al., 2020). Si bien, estos genes no han sido finamente caracterizados 

en raíces no inoculadas con rhizobia, su expresión en raíces inoculadas sugiere que 

se han reclutados de programas moleculares propios del desarrollo de la raíz 

(Oldroyd, 2013; Yang et al., 2022). 

1.2. Generalidades de endocitosis 
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La endocitosis es un proceso esencial y altamente regulado en todas las células 

eucariotas, por el cual la célula internaliza material extracelular mediante la 

invaginación de la membrana plasmática y la formación de vesículas endocíticas. 

Sus principales funciones en la célula son la adquisición de nutrientes, la 

internalización de complejos (receptor-ligando), la regulación de la transducción de 

señales y la regulación de la composición de la membrana plasmática (Doherty y 

McMahon, 2009). Existen varios mecanismos de endocitosis: endocitosis mediada 

por clatrina (CME, siglas en inglés de clathrin mediated endocytosis), la endocitosis 

mediada por caveolina, macropinocitosis, y endocitosis independiente de dinamina, 

clatrina y caveolina, entre otros mecanismos (Seto, 2002).  

CME, también conocida como endocitosis mediada por receptores de membrana, 

es a la fecha la mejor caracterizada (Conner y Schmid, 2003; Doherty y McMahon, 

2009). Este proceso requiere de la participación de una compleja maquinaria 

molecular constituida por las cadenas ligera (CLC) y pesada de clatrina (CHC), 

dinamina, proteínas adaptadoras o AP, Rab GTPasas, ARF (siglas en inglés de 

adenosyl ribosylation factor), proteínas tipo SNARE, SNAP, ROPs y actina, por citar 

algunos participantes (Sorkin, 2004). Por su composición, estas vesículas se han 

denominado vesículas cubiertas de clatrina (CCV por siglas en inglés de clathrin 

coated vesicles).  

De manera general, la CME implica la sucesión ordenada de varias etapas: 

selección de material a ser endocitado (moléculas cargo, por ejemplo, receptores), 

reclutamiento de los componentes de la maquinaria de CME e invaginación de la 

membrana con material a endocitar, autoensamblaje de las subunidades CLC y 

CHC para formar la cubierta de la vesícula, y finalmente, la escisión de la vesícula 

endocítica (Conner y Schmid, 2003; Doherty y McMahon, 2009). Una vez liberada 

la vesícula, se desensambla la cubierta de clatrina y la vesícula se fusiona al 

endosoma, en donde las moléculas cargo son segregadas según su destino ya sea 

al reciclaje a la membrana plasmática, a endosomas intermedios (también 

conocidos como cuerpos multivesiculares o MVBs, por sus siglas en inglés de 

multivesicular bodies) en ruta hacia degradación en lisosoma (vacuola, en el caso 
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de células vegetales), o hacia la red trans del Golgi o TGN, por sus siglas en inglés 

trans Golgi network (Holstein, 2005; McMahon y Boucrot, 2011).  

1.2.1 Endocitosis en plantas 

Bajo el argumento sobre la rigidez de la pared celular y la alta presión de turgencia 

en las células vegetales, se consideró durante años que estas células no realizaban 

endocitosis. No obstante, el análisis bioinformático del genoma de Arabidopsis, 

aunado al uso de marcadores membranales fluorescentes y la caracterización 

funcional de receptores de membrana han demostrado la existencia de la 

maquinaria de CME y, de forma inequívoca, su extraordinaria dinámica (Ueda et al., 

2001; Grebe et al., 2003; Geldner et al., 2003; Meckel et al., 2004; Baluska et al., 

2004; Tse et al., 2004; Haupt et al., 2005; Takano et al., 2005). En plantas, la 

endocitosis y los endosomas tienen múltiples funciones, son clave en la 

diferenciación de embriones (Geldner et al., 2003), el gravitropismo (Silady et al., 

2004), la diferenciación de la epidermis (Shen et al., 2003), el movimiento de células 

guarda (Shope et al., 2003), la remodelación de la pared celular (Baluska et al., 

2002), la regulación del transporte de auxinas y de la respuesta de defensa contra 

patógenos (Robatzek et al., 2006; Jaillais et al., 2007), entre otros procesos. A la 

fecha, el proceso de CME es el mejor caracterizado en plantas. Al igual que en 

células animales, en células vegetales la CME requiere de la activa participación del 

citoesqueleto de actina. La literatura registra algunos datos experimentales que 

indican actividad endocítica asociada a balsas lipídicas (“lipid rafts”) o 

microdominios membranales enriquecidos en esteroles (estigmaesterol y 

sitoesterol), esfingolípidos y proteínas ancladas a GPI (glicosilfosfatidil-inositol) en 

membranas plasmáticas de tabaco (Mongrand et al., 2004). Para una revisión más 

detallada sobre la endocitosis en plantas se sugiere revisar el articulo de revisión 

"Endocitosis en plantas (parte 1): inducida por factores abióticos, bióticos y 

hormonas", escrito durante la realización de este proyecto (Dávila-Delgado et al., 

2019, Anexo 3). 

1.2.2 Ejemplos de receptores endocitados en plantas  
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El número de reportes de proteínas de membrana y receptores endocitados en 

células vegetales ha ido en aumento en los últimos años. Entre los receptores 

caracterizados se encuentran PIN1 y PIN2 (transportadores de auxina; Ischebeck 

et al., 2013; Wang et al., 2013b; Čovanová et al., 2013), el transportador de boro 

(Takano et al., 2005; Yoshinari et al., 2012), el canal de potasio KAT1 (Sutter et al., 

2007 ; Reuff et al., 2010); el complejo formado por los receptores membranales tipo 

cinasa BRI1 (BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1; Geldner et al., 2007; Robert et 

al., 2008; Irani et al., 2012; Di Rubbo et al., 2013) y BAK1 (BRASSINOSTEROID 

INSENSITIVE 1- Associated Receptor Kinase; Russinova et al., 2004) involucrados 

en la percepción de la hormona brasinoesteroide (Ingram, 2007); FLS2, un receptor 

tipo RLK-LRR asociado a la respuesta inmune de la planta, cuyo ligando es la 

proteína bacteriana flagelina o el flg22 (Robatzek et al., 2006, Beck et al., 2012; Choi 

et al., 2013; Spallek et al., 2013; Smith et al., 2014). Siendo estos dos últimos los 

mejor caracterizados en términos de complejos receptor-ligando en plantas. 

1.2.3 Herramientas en el estudio de endocitosis 

Uno de los grandes retos en la actualidad ha sido el desarrollo de herramientas 

moleculares que permitan la caracterización del proceso endocítico en células 

vegetales. Entre estas herramientas se encuentran los compuestos que inhiben 

alguna etapa en el proceso endocítico, por ejemplo: wortmannina, droga que inhibe 

la actividad de las PI3Ks (fosfoinositol 3 cinasas), bloqueando el tráfico vesicular y 

el transporte a vacuola en células de la planta (Matsuoka et al., 1995; Di Sebastiano 

et al., 1998; Beck et al., 2012; Takáč et al., 2013; Wang et al., 2013b, Wang et al., 

2013c; Smith et al., 2014).  

El metabolito fúngico brefeldina A (BFA) es otro compuesto comúnmente utilizado, 

pues interfiere con el tráfico de vesículas, uniéndose al complejo de la ARF GTPasa 

y su factor intercambiador del nucleótido guanidina, GNOM, en células vegetales 

(Jackson y Casanova, 2000; Geldner et al., 2003; Yoshinari et al., 2021). Después 

de la incubación con BFA, el transportador de auxina PIN1, así como otras proteínas 

de membrana plasmática, se re-localiza en un amplio compartimiento derivado de 

endosoma, llamado "compartimento inducido por BFA/compartimento BFA" 
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(Geldner et al., 2001; Lam et al., 2009; Carluccio y Stavolonem, 2014; Ichikawa et 

al., 2014).  

Otra de las herramientas moleculares de gran valor para entender la endocitosis 

con la que contamos actualmente es tirfostina A23 (inhibidor de tirosinas cinasas), 

que inhibe la endocitosis y ha sido muy útil en la caracterización de la maquinaria 

endocítica en plantas (Dhonukshe et al., 2007; Konopka et al., 2008; Li et al., 2011; 

Beck et al., 2012; Kim et al., 2013; Golani et al., 2013; Smith et al., 2014). Para una 

revisión más detallada sobre herramientas utilizadas en el estudio de endocitosis en 

plantas se sugiere revisar el articulo de revisión La endocitosis en plantas (parte 2): 

cómo estudiarla utilizando inhibidores, escrita en colaboración, durante la 

realización de este proyecto (Gómez-Méndez et al., 2019, Anexo 4). 

El citoesqueleto de actina juega un papel clave en la endocitosis en células 

vegetales (Engqvist-Goldstein et al., 2004; Beck et al., 2012; Craddock et al., 2012; 

Nagawa et al., 2012; Wang et al., 2013b; Guan et al., 2013; Idilli et al., 2013; Chebli 

et al., 2013; Henty-Ridilla et al., 2013). La unión del citoesqueleto de actina a 

vesículas cubiertas de clatrina está mediada por una batería de proteínas, entre las 

que se encuentran dinaminas, profilinas y el complejo ARP2/3 (Holstein, 2002; 

Hussey et al., 2002). Su papel fundamental en endocitosis se evidenció mediante el 

uso de agentes despolimerizantes o secuestradores de actina como citocalasina D 

(Ketelaar et al., 2008) y latrunculina B (Parton et al., 2001; Grebe et al., 2003; 

Ovecka et al., 2005; Chen et al.,2007; Leucci et al., 2007; Lee et al., 2008; Moscatelli 

et al., 2012; Henty-Ridilla et al., 2013), que inhiben la endocitosis de esteroles y la 

formación de compartimentos BFA (Geldner et al., 2001; Baluska et al., 2002; Yu et 

al., 2002).  

1.2.4 Endocitosis en pelos radicales 

La epidermis en la zona de diferenciación de la raíz está compuesta de células 

epidermales tipo pelos radicales, que se generan a partir de un tricoblasto y tienen 

un estatus de diferenciación peculiar, que se caracteriza por una extensión en forma 

tubular (shank, en inglés) que emerge de la raíz, y células epidermales que no se 
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extienden (nonhair cell, en inglés) y derivan de un atricoblasto (Grierson et al., 2014; 

Salazar-Henao et al., 2016; Stéger y Palmgren, 2022).  

Los pelos radicales, al igual que los tubos polínicos, las hifas de hongos y las células 

del protonema (cadena filiforme de células al inicio del ciclo de vida de los musgos), 

presentan una extensión tubular polarizada, con crecimiento apical unidireccional 

muy definido. Su función principal es la de aumentar la superficie de absorción de 

agua y nutrientes. El crecimiento del pelo radical requiere de una constante síntesis 

de pared celular, organización del citoesqueleto, tráfico vesicular, endocitosis-

exocitosis, el flujo citoplasmático que fluye por la periferia de la célula hacia la zona 

apical y desciende por la zona central de la célula (llamado flujo tipo fuente invertida) 

y una peculiar distribución de mitocondrias en la zona apical (Cárdenas, 2009; 

Libault et al., 2010; Pei et al., 2012). El abastecimiento de componentes de pared 

celular, así como de lípidos, proteínas y polisacáridos para mantener la composición 

y funciones de la membrana plasmática del pelo radical en crecimiento, demanda 

una alta actividad exocitíca-endocítica en la zona apical del pelo. El flujo de 

vesículas en el ápice del pelo radical es un indicativo de sano crecimiento celular 

(Cárdenas, 2009).  

La presencia de vesículas cubiertas de clatrina en la región subapical de pelos 

radicales en crecimiento y en tubos polínicos fue confirmada por inmunolocalización 

de la subunidad pesada de clatrina (Holstein, 2002). Varios estudios han revelado 

que los marcadores de membrana FM4-64 y FM1-43 son internalizados 

preferentemente en las regiones apicales de tubos polínicos en crecimiento (Parton 

et al., 2001; Camacho y Malho, 2003) y de los pelos radicales (Ketelaar et al., 2003). 

Por otro lado, proteínas potencialmente importantes para la endocitosis fueron 

localizadas recientemente en ápices de pelos radicales en crecimiento, incluyendo 

dinamina (Kang et al., 2003), actina (Baluska et al., 2000; Ketelaar et al., 2003) y 

profilina (Baluska et al., 2000). El movimiento de vesículas dependiente de actina 

ha sido evidenciado en los pelos radicales por la expresión de proteínas quiméricas 

fluorescentes del tipo Rab GTPasas (ARA6 y RabF2a) o con construcciones de 

fusión con el dominio-FYVE a GFP en ápices de pelos radicales de Arabidopsis y 
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Medicago (Voigt et al., 2004). También se ha demostrado que las GTPasas 

pequeñas de la familia ROP (las Rho en animales) desempeñan un papel en la 

regulación de la actina filamentosa y el calcio en los pelos radicales y tubos polínicos 

(Yang, 2002).  

1.2.5 Endocitosis en pelos radicales de frijol 

Con el propósito de caracterizar la maquinaria de endocitosis en el pelo radical de 

frijol, nuestro grupo realizó una búsqueda bioinformática de genes de marcadores 

de endocitosis en frijol. Los resultados mostraron que el genoma de frijol codifica 

para la maquinaria de CME. Varios de los componentes de CME presentan una 

diversidad de isoformas similar a la reportada en Arabidopsis. Para identificar qué 

isoformas se expresan mayoritariamente en pelos radicales se realizó un análisis 

comparativo por RT-qPCR de la expresión de genes de endocitosis en distintas 

secciones de la raíz (en pelos radicales, ápice y raíz rasurada o desprovista de pelos 

radicales y del ápice), y se encontró que los genes PvCLC2 y PvCLC3 se expresan 

en pelos radicales (Tesis de Licenciatura de Elizabeth Monroy Morales, 2013). Su 

función en la nodulación fue explorada de manera individual por genética reversa, 

pero no se encontró un fenotipo distintivo, lo que sugiere redundancia de función de 

los genes CLC (Tesis de Licenciatura de Alfredo Capistran López, 2016). 

Experimentos preliminares de nuestro grupo y de otros grupos de investigación, 

cuyo objetivo ha sido estandarizar la internalización y distribución del marcador de 

endocitosis fluorescente FM4-64 en pelos radicales de frijol (ver Anexo 2; Ketelaar 

et al., 2003; Tesis de Licenciatura de Luis Alfredo Bañuelos Vázquez, 2009) 

indicaron que durante el crecimiento apical se observa la endocitosis de FM4-64 en 

el pelo radical, interesantamente la señal de FM4-64 es redistribuida en pequeñas 

vesículas localizadas, mayoritariamente, en la región apical del pelo radical. Cuando 

los pelos radicales se incuban con rhizobia, las vesículas endocíticas-exocíticas 

marcadas con FM4-64 se acumulan preferencialmente en el sitio donde el pelo 

radical forma el enroscamiento y atrapa a las bacterias para iniciar la formación del 

hilo de infección (Ketelaar et al., 2003). En las etapas más avanzadas, las vesículas 
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marcadas con FM4-64 colocalizan con la región apical del hilo de infección en 

crecimiento (Tesis de Licenciatura de Luis Alfredo Bañuelos Vázquez, 2009).  
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2.- ANTECEDENTES 

2.1 El receptor tipo cinasa SYMRK 

El presente trabajo se enfoca en el estudio del receptor SYMRK, uno de los 

participantes esenciales en el establecimiento de la simbiosis leguminosa:rhizobia. 

El gen que codifica para este receptor fue identificado al caracterizar leguminosas 

mutantes deficientes en nodulación (Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002). La 

nomenclatura con la que este gen se ha descrito es diversa (SYMRK/DMI2/ 

NORK/SYM19, Tabla 1), por lo que, para facilitar la lectura de este texto, al referirse 

a este receptor se utilizará el nombre de SYMRK. 

Tabla 1. Nomenclatura de SYMRK y ortólogos 
 

Leguminosa Mutante Nomenclatura Referencia 

Lotus japonicus cac41.5 SYMRK (symbiosis receptor kinase) Stracke et al., 2002 

Medicago sativa  MN1008 NORK (nodulation receptor kinase) Endre et al., 2002 

M. truncatula TR25 DMI2 (does´n make infection 2) Endre et al., 2002 

Pisum sativum  P4 y P55 SYM19 (symbiosis 19) Endre et al., 2002 

Sesbania rostrata n.d. SYMRK Capoen et al., 2005 

Phaseolus vulgaris n.d. SYMRK Sánchez-López et al., 2011 

n.d., no determinado 

Análisis recientes muestran que el gen SYMRK está presente en el genoma de 

angiospermas (Markman et al., 2008; Sánchez-López et al., 2011) y que no sólo es 

esencial en la simbiosis leguminosas:rhizobia, sino también en la simbiosis 

planta:actinobacteria (Gherbi et al., 2008) y planta:hongo micorrhízico (Markmann 

et al., 2008; Nair y Bhargava, 2012; Genre y Russo, 2016; Huisman y Geurts, 2020). 

De aquí se desprende que el gen SYMRK forma parte de la ruta común de simbiosis 

(CSP por siglas en inglés de common symbiosis pathway), una ruta de señalización 

molecular muy conservada, que involucra la participación de varios genes 

identificados a la fecha (Oldroyd, 2013, Yang et al., 2022). 

No obstante, su relevancia en los procesos simbióticos, y la información sobre la 

expresión y función del gen SYMRK en plantas no inoculadas es muy pobre. Se ha 

centrado en el perfil de acumulación de transcrito en leguminosas y en la descripción 
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de la actividad del promotor SYMRK. El gen SYMRK se expresa en raíz, pero el 

transcrito es indetectable en hoja, flor, tallo y semilla (Bersoult et al., 2005; Limpens 

et al., 2005; Gherbi et al., 2008; Markman et al., 2008; Sánchez-López et al., 2011).  

2.1.1 La participación de SYMRK en la simbiosis leguminosa:rhizobia 

La multiplicidad de funciones de SYMRK en el desarrollo del nódulo ha sido revelada 

mediante el análisis de mutantes defectuosas en la nodulación y en el uso de 

herramientas moleculares tales como experimentos de silenciamiento y de 

sobrexpresión (Catoira et al., 2000; Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002; Capoen 

et al., 2005; Markmann et al., 2008; Sánchez-López et al., 2011). La descripción 

fenotípica de mutantes de M. truncatula y L. japonicus deficientes en SYMRK, 

inoculadas con la rhizobia compatible, mostró que si bien no se presenta infección, 

ni organogénesis del nódulo, se inducen algunas de las respuestas en el pelo radical 

provocadas por los factores Nod, tales como hinchamiento y ramificación del pelo 

radical, inducción de algunas nodulinas tempranas como ENOD40, ENOD12 y 

rápido influjo de calcio, por citar algunas (Schneider et al., 1999; Catoira et al., 2000; 

Wais et al., 2000; Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002; Capoen et al., 2005). Sin 

embargo, no se observa el típico encurvamiento del pelo radical, por lo tanto, no hay 

atrapamiento de rhizobia, ni formación del IT, tampoco se induce la división de 

células corticales, es decir, se interrumpe el programa de desarrollo del nódulo en 

las etapas iniciales (Schneider et al., 1999; Catoira et al., 2000; Wais et al., 2000; 

Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002; Shaw y Long, 2003; Esseling et al., 2004; 

Capoen et al., 2005; Miwa et al., 2006). El fenotipo deficiente en nodulación de la 

mutante Ljsymrk se restaura completamente con las versiones Eurosidas de 

SYMRK (MtDMI2, y SYMRK de Datisca glomerata y de Tropaeolum majus), pero no 

hay complementación con las versiones más cortas de SYMRK de las 

eudicotiledóneas no nodulantes como de Papaver rhoeas y Lycopersicon 

esculentum, Solanum lycopersicum y las monocotiledóneas Oryza sativa y Zea 

mays (Markmann et al., 2008).  

Otro dato interesante es el fenotipo de la mutante Ljsymrk14, descrito por Kosuta y 

col. (2011). Los autores reportaron que, en las plantas Ljsymrk14 inoculadas con 
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rhizobia, las respuestas a nivel epidermal (en pelo radical) y cortical en la nodulación 

están desacopladas. El pelo radical presenta un atípico encurvamiento, tardío y 

excesivo, con grandes aglomeraciones de rhizobia en la parte apical. Los ITs 

presentan una estructura irregular y no cruzan la base del pelo radical (esto es, 

abortan tempranamente), pero hay división de células del córtex, por lo tanto, hay 

formación del primordio de nódulo. Esta mutante también presenta deficiencias en 

la formación del simbiosoma. Este fenotipo indica que SYMRK participa tanto en las 

etapas tempranas como en etapas tardías de la nodulación. 

La evidencia de la participación de SYMRK en etapas tardías de este proceso fue 

reforzada con apoyo de estrategias de genética reversa, mediante la expresión 

heteróloga de RNA interferente (RNAi), cuyo blanco es el transcrito de SYMRK, y 

estudios de sobrexpresión de este receptor. El análisis por microscopía electrónica 

de los escasos pseudo-nódulos (que se circunscriben a estructuras pequeñas y 

blanquecinas) que se desarrollaron en raíces transgénicas de S. rostrata que 

expresaban SrSYMRK-RNAi indicó un defecto en la formación del IT, es decir, 

presentaba una forma irregular con protuberancias y una pared celular con 

depósitos de material. En estos pseudo-nódulos, las rhizobia no se virtieron a las 

células del tejido central del nódulo y, en consecuencia, no se observaron 

simbiosomas capaces de fijar nitrógeno (Capoen et al., 2005). Resultados similares 

se obtuvieron al silenciar el gen DMI2 (ortólogo de SYMRK) en raíces transgénicas 

de M. truncatula (Limpens et al., 2005). La participación de SYMRK en la formación 

de los haces vasculares en nódulos de frijol fue demostrada en un trabajo previo 

realizado por nuestro grupo de trabajo (Sánchez-López et al., 2011). 

Adicionalmente, los ensayos de complementación funcional de la mutante Mtdmi2 

aportaron evidencia de la regulación espacio-temporal de la expresión del ortólogo 

de SYMRK en M. truncatula (DMI2) durante la nodulación. La complementación por 

sobrexpresión ectópica, bajo el control del promotor 35S, rescató parcialmente la 

habilidad para formar hilos de infección y generar nódulos, pero éstos estaban 

vacíos, es decir, no había células infectadas, ni formación de simbiosomas. En 
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cambio, la expresión heteróloga de DMI2 bajo el control del promotor endógeno 

rescató totalmente la nodulación en la mutante Mtdmi2 (Limpens et al., 2005). 

En todas las leguminosas analizadas, el receptor SYMRK presenta una estructura 

primaria muy conservada (Sánchez-López et al., 2011). Es una proteína membranal 

de 919-926 residuos con una secuencia altamente conservada, que tiene un sólo 

dominio transmembranal y presenta una secuencia tipo péptido señal (indicativo de 

tránsito por la vía secretoria) y un ectodominio, que contiene un dominio tipo 

malectina (MLD, por sus siglas en inglés malectin-like domain), unido por un motivo 

GDPA, seguido de tres regiones ricas en leucina (LRR, por sus siglas en inglés 

leucine rich repeat) (Fig. 2).  

 

Figura 2. Esquema de la estructura primaria de SYMRK y mapeo de mutaciones que 
confieren un fenotipo nod- (nod minus) en L. japonicus, M. truncatula y P. sativum, o 
deficiencias en fosforilación in vitro (Schneider et al., 1999; Catoira et al., 2000; Wais et al., 
2000; Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002; Capoen et al., 2005; Yoshida y Parniske, 
2005; Kosuta et al., 2011; Sánchez-López et al., 2011). 

La función del ectodominio no ha sido determinada por completo, pero pudiera estar 

relacionada con la señalización mediada por la degradación de SYMRK e 

interacciones proteína-proteína, probablemente con LjNFR5 (Antolín-Llovera et al., 

2014a, b; Li et al., 2018). La mimetización de la mutante Ljsymrk-14 (Kosuta et al., 

2011), mediante sustitución del residuo Pro del motivo GDPC por una leucina, 

suprime la liberación proteolítica del fragmento MLD y altera el proceso de infección 

a nivel epidermal, pero la formación del primordio de nódulo, y del nódulo no se 

afecta aparentemente (Kosuta et al., 2011; Antolín-Llovera et al., 2014a; Li et al., 

2018). Un dominio transmembranal flanqueado por regiones yuxtamembranales 

(YXM) conecta el ectodominio con el extremo C-terminal. 
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En el extremo C-terminal se encuentra el dominio cinasa del receptor, el cual está 

orientado hacia el entorno intracelular (Fig. 2). La mayoría de las mutantes 

deficientes en SYMRK, con fenotipo no-nodulante (nod- o nod minus), portan 

mutaciones en este dominio (Fig. 2). Por otro lado, se demostró que SYMRK es 

capaz de autofosforilarse y de fosforilar a otros sustratos in vitro, y se sabe que el 

estado de fosforilación afecta la regulación de la actividad cinasa (Yoshida y 

Parniske, 2005). Son 25 los posibles sitios de fosforilación en la estructura de 

SYMRK (predicción con apoyo del programa NetPhos2.0; Yoshida y Parniske, 

2005). La sobreexpresión del dominio cinasa de SYMRK induce nodulación 

espontánea, en ausencia de rhizobia (Ried et al., 2014; Saha et al., 2014). Los 

estudios bioquímicos sobre la actividad de la cinasa de SYMRK y el estado de 

fosforilación ("fosfo-código") han demostrado que la activación de SYMRK depende 

de la fosforilación (Yoshida y Parniske, 2005; Samaddar et al., 2013, Saha et al., 

2016). Estos estudios se han centrado en motivos específicos, así como en los 

residuos Ser/Thr y Tyr. Los ensayos de fosforilación in vitro, en los que se utiliza el 

dominio intracelular de SYMRK, expresado en E. coli, revelaron que los residuos 

mutados individualmente (LjSYMRK T593A, LjSYMRK T760A, A. hypogaea SYMRK 

T763A o AhSYMRK Y670F/A/E) condujeron a una reducción significativa de las 

actividades de autofosforilación y de cinasa. Además, el fenotipo nod- de la mutante 

nula Mtdmi2, TR25 (Endre et al., 2002), es parcialmente restaurado por AhSYMRK 

(Y670/F/A), se forman IT anormales, cuya progresión se detiene en la interfaz 

epidérmica-cortical, aunque eventualmente, llegan a formarse nódulos vacíos (Saha 

et al., 2016). Por otro lado, la sustitución del residuo Lys catalítico, presente en el 

motivo conservado VAVK e involucrado en fosfotransferencia, por un residuo de Glu 

(LjSYMRK K622E), condujo a una pérdida de la actividad cinasa (Yoshida y 

Parniske, 2005; Saha et al., 2014).  

La caracterización de la estructura-función de los dominios LRR presentes en una 

serie de receptores ha permitido determinar su participación en interacciones 

proteína-proteína; y se ha postulado que en SYMRK, los dominios LRR pudieran 

tener una función tipo interacción ligando-receptor que induce a la autofosforilación 

o activación del dominio cinasa de este receptor (Yoshida y Parniske, 2005). No 



- 19 - 

 

obstante, esta hipótesis aún no ha sido abordada experimentalmente. De manera 

similar, la presencia del dominio tipo malectina permite predecir que SYMRK pudiera 

estar involucrado en el reconocimiento de un ligando glicosilado, ya se ha reportado 

que, en modelos animales, este dominio reconoce diversos tipos de oligosacáridos 

(Schallus et al., 2008). Sin embargo, la función que desempeña este dominio en 

SYMRK durante la simbiosis o en receptores asociados a la percepción de 

patógenos aún está en proceso de caracterización (Hok et al., 2011; Antolín-Llovera 

et al., 2014b).  

En conjunto, las características estructurales de SYMRK sugieren la percepción de 

ligandos extracelulares, cuya función pudiera estar relacionada con la activación 

(autofosforilación y/o transfosforilación) del dominio cinasa intracelular y la 

transducción de señales, lo que ha motivado la búsqueda de posibles interactores. 

Por el momento, esta pregunta se ha centrado en el dominio cinasa intracelular, 

cuyos posibles candidatos se han identificado mediante la técnica de dos híbridos 

en levadura (Y2H, por sus siglas en inglés yeast 2 hybrid): MtSYMREM1 (remorina, 

Lefebvre et al., 2010), MtHMGR (3-Hidroxi-3-metilglutaril CoA reductasa1, Kevei et 

al., 2007), LjSIP1 (proteína tipo ARID con motivo de unión a DNA, Zhu et al., 2008), 

MtSIP2 (MAPKK, siglas en inglés de mitogen-activated protein kinase kinase; Chen 

et al., 2012) y dos proteínas tipo ubiquitina-ligasa E3 LjSIE3 y LjSINA4 E3 (Yuan et 

al., 2012; Den Herder et al., 2012). Sin embargo, entender la relación funcional de 

estas proteínas con SYMRK es aún un reto. Respecto a la posible interacción de la 

región extracelular (dominios LRR y dominio malectina) con ligandos, así como el 

mecanismo de activación de este receptor son preguntas que aún no se han 

contestado. 

2.1.2 PvSYMRK en Phaseolus vulgaris 

La identificación y caracterización del receptor SYMRK en P. vulgaris se realizó en 

nuestro grupo de trabajo (Sánchez-López et al., 2011). El gen PvSYMRK codifica 

para una proteína transmembranal de 919 residuos, con una masa molecular teórica 

de 103.2 KDa. La estructura primaria de PvSYMRK es similar a la de sus ortólogos 
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MtDMI2, LjSYMRK y MsNORK, con los que comparte una identidad de secuencia 

peptídica del 78%, 82% y 78%, respectivamente (Sánchez-López et al., 2011).  

El análisis por RT-qPCR de secciones de raíz de frijol no inoculada indica una mayor 

acumulación relativa del mensajero PvSYMRK en pelos radicales respecto al ápice 

y a la raíz desprovista de pelos radicales (J. Montiel, N. Nava y R. Sánchez-López, 

resultados no publicados). El análisis espacio-temporal de raíces transgénicas de 

frijol que portan el cassette promPvSYMRK::GFP-GUS (promotor de PvSYMRK en 

fusión transcripcional con la secuencia codificante quimérica GUS-GFP) reveló la 

actividad específica del promotor en raíces transgénicas de P. vulgaris no 

inoculadas e inoculadas con R. tropici. En las raíces no inoculadas, el promotor es 

activo en las células epidermales (incluyendo pelos radicales) y en el cilindro central 

de la zona de diferenciación de las raíces principal y laterales. No se observó 

actividad en las zonas del ápice, ni de elongación de la raíz. El análisis minucioso 

de raíces transgénicas inoculadas demostró la actividad del promotor de PvSYMRK 

en pelos radicales que respondieron a la inoculación con R. tropici CIAT899 y en las 

células corticales subyacentes a los sitios de infección, así como en las células del 

primordio del nódulo y en las células no infectadas del tejido central de nódulos 

jóvenes y nódulos maduros. Además, en nódulos maduros, el promotor de 

PvSYMRK es muy activo en los haces vasculares. Sin embargo, la actividad del 

promotor disminuye de manera significativa en el cilindro central de la raíz infectada 

(Tesis de Licenciatura de Karen Flores Canúl, 2013; Dávila-Delgado et al., 2023; 

Fig. 3). Resultados similares fueron reportados al caracterizar el promotor de DMI2, 

ortólogo de SYMRK en M. truncatula (Bersoult et al., 2005). Por otro lado, el perfil 

espacio-temporal de la actividad del promotor PvSYMRK correlaciona con el patrón 

de inmunodetección del receptor PvSYMRK en raíces de P. vulgaris pre- y post-

inoculación con R. etli (Sánchez-López et al., 2011). En en ensayos tipo Western 

blot con anticuerpos policlonales anti-PvSYMRK, PvSYMRK se detecta en extractos 

de pelos radicales de plántulas de 2-4 días post-germinación (dpg), así como de 

raíz total y de nódulos (Sánchez-López et al., 2011; Tesis de Maestría de Raúl 

Dávila Delgado, 2012). 
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Figura 3. Actividad del promotor PvSYMRK en raíces de Phaseolus vulgaris no inoculadas 
e inoculadas con Rhizobium tropici CIAT899. En las raíces no inoculadas, el promotor está 
activo en los pelos radicales en crecimiento (a-c) y maduros (d), y en las células epidermales 
tipo "nonhair" (e). La actividad promotora también se detecta en el periciclo y en las células 
en división que forman el primordio de raíz lateral (g). En etapas posteriores, la actividad se 
restringe a las células en la base del LRP (h-i). Tras la inoculación por rhizobia, se detecta 
actividad de pPvSYMRK en los pelos radicales curvados en respuesta a rhizobia y en las 
células corticales que experimentan las divisiones iniciales debajo del sitio de infección (f). 
Durante la organogénesis del nódulo, la actividad de pPvSYMRK se observa en las células 
que forman el primordio del nódulo (i), así como en el tejido central aún no bien organizado 
y en la zona provascular del nódulo joven (j). En el nódulo maduro, el promotor está activo 
en el haz vascular y en las células no infectadas del tejido central (k-m). La actividad del 
promotor se reveló mediante tinción histoquímica de la actividad GUS en raíces 
transgénicas que expresan el cassette pPvSYMRK::GFP-GUS. ccd, división celular cortical; 
ct, tejido central; ds, forma abovedada del LRP; ic, célula infectada; LRP, primordio de raíz 
lateral; np, primordio del nódulo; pc, células periciclo; pv, zona provascular; uic, célula no 
infectada; vb, haz vascular. Resultados reportados en la Tesis de Licenciatura de Karen 
Flores Canúl, 2013 y en Dávila-Delgado et al., 2023, Anexo 6. 

En experimentos de silenciamiento del gen PvSYMRK en raíces transgénicas de 

frijol que expresan PvSYMRK-RNAi e inoculadas con R. tropici, se encontró que no 

hay formación de nódulos, pero se forman unas escasas estructuras tipo pseudo-

nódulos, en las cuales no hay células infectadas y presentan alteraciones en el 

sistema vascular (trazas de haces vasculares o distribución ectópica de los haces 

vasculares; Sánchez-López et al., 2011). En conjunto estos datos indican que existe 

un mecanismo de regulación espacio-temporal de la expresión del gen PvSYMRK 

en la raíz y durante el proceso de nodulación en frijol. 
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2.1.3 SYMRK en pelos radicales y evidencias de su posible endocitosis  

Con el objetivo de contar con una herramienta molecular que permitiera el análisis 

de la distribución subcelular del receptor PvSYMRK en raíces de frijol se generó una 

construcción que dirigiera la expresión de la proteína quimérica fluorescente 

PvSYMRK-EGFP bajo el control transcripcional del promotor constitutivo 35S (Tesis 

de Maestría de Raúl Dávila Delgado, 2012). En el análisis in vivo preliminar por 

microscopía de epifluorescencia de raíces transgénicas de frijol, se observó 

PvSYMRK-EGFP en células de la epidermis, incluyendo los pelos radicales, 

aparentemente en la membrana plasmática, tal como lo predice su estructura 

primaria (Fig. 2). Segundos después de agregar factores Nod (10 nM), en pelos 

radicales se induce una re-distribución de PvSYMRK-EGFP de la membrana 

plasmática hacia un patrón punteado intracelular, tipo vesicular. Estos resultados 

permitieron postular la internalización del receptor quimérico PvSYMRK-EGFP 

mediante un proceso endocítico (conclusión en Tesis de Maestría de Raúl Dávila 

Delgado, 2012). Resultados similares, sin mayor caracterización, se reportaron en 

un artículo tipo metodológico en el que analizan la expresión de DMI2-GFP en pelos 

radicales de raíces transgénicas de M. truncatula (Riely et al., 2013).  

La caracterización de las ubiquitina-ligasas E3, LjSIE3, LjSINA4 E3 y MtPUB2, en 

interacción con el dominio cinasa de SYMRK, refuerza la hipótesis de la endocitosis 

de este receptor (Yuan et al., 2012; Den Herder et al., 2012; Liu et al., 2018). La 

ubiquitinación de proteínas es un proceso post-traduccional en células eucarióticas, 

siendo la ubiquitina-ligasa E3 la enzima que cataliza la reacción. Este proceso está 

asociado a diversos mecanismos celulares: degradación, localización, endocitosis 

y/o estabilización de proteínas (Piper y Lehner, 2011). La ubiquitinación de un 

receptor u otro tipo de proteína de membrana plasmática es una señal para 

desencadenar la endocitosis y, eventualmente, degradar la proteína ubiquitinada 

(Robatzek et al., 2006; Lu et al., 2011; Den Herder et al., 2012; Schwihla y Korbei, 

2020), probablemente como un mecanismo para regular la transducción de señales 

(Le Roy y Wrana, 2005; Lu et al., 2011). La co-expresión de SYMRK-mOrange y 

SINA4 E3 DN-YFP (dominante negativa, versión inactiva) en hojas de tabaco induce 
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una redistribución de SYMRK en la membrana plasmática a un patrón punteado que 

co-localiza con la fluorescencia de SINA4 E3 DN-YFP en la periferia de las células. 

No así cuando se expresa SINA4 E3-YFP (tipo silvestre, activa). Adicionalmente, la 

sobreexpresión de SINA4 E3 en hojas de tabaco y en raíces noduladas correlaciona 

con una disminución en la abundancia de SYMRK (Den Herder et al., 2012). Los 

autores de este trabajo sugieren que, en presencia de SINA4 E3, se induce un 

mecanismo de internalización, procesamiento y/o degradación de SYMRK.  

Otro potencial interactor de SYMRK y de los receptores de los factores Nod (MtNFP 

y MtLYK3) es la remorina MtSYMREM1, que inmunolocaliza en el entorno de 

invasión de rhizobia, es decir, en la membrana plasmática del IT y en la membrana 

del simbiosoma (Lefebvre et al., 2010). Las proteínas de la familia remorina son, 

específicas de plantas vasculares y se localizan en la cara interna de la membrana 

plasmática, en subcompartimentos o microdominios tipo balsas lipídicas (Mongrand 

et al., 2004; Jarsch y Ott, 2011), lo que sugiere que pueden estar involucradas en la 

relocalización de proteínas en respuesta a estímulos, por ejemplo, en las 

interacciones planta-microorganismo (Campo et al., 2008; Rocco et al., 2008).  

2.2 Planteamiento de la pregunta 

Aún son muchas las interrogantes sobre el mecanismo de acción del receptor tipo 

cinasa SYMRK en raíz y durante la nodulación. La percepción de los factores Nod 

por los receptores específicos tipo cinasa NFR1/5 o NFP es un requisito para que 

SYMRK realice sus funciones en el pelo radical de las leguminosas. Por su 

estructura primaria, SYMRK se define como un receptor que percibe una señal, lo 

que induce la activación del dominio cinasa intracelular y, en consecuencia, activa 

una cascada de transducción de señales, que potencialmente pasa por auto y/o 

transfosforilación. En conjunto, los datos sobre la estructura-función de SYMRK, 

que prueban la escisión de MLD, el "fosfo-código", la redistribución subcelular 

dinámica y la interacción proteína-proteína con las ubiquitina-ligasas E3, sugieren 

la endocitosis de SYMRK como parte de la señalización necesaria para iniciar la 

infección en la epidermis. Esta hipótesis ha sido sugerida por varios autores, sin 

embargo, no ha sido abordada formalmente.  



- 24 - 

 

Inspirado por la comprensión actual sobre el papel relevante de un paso endocítico 

en la actividad de señalización de otros RLKs de plantas, como FLAGELLIN 

SENSING 2 (FLS2), BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1 (BRI1) y proteínas PIN 

(Antolín-Llovera et al., 2014b; Ivanov y Vert, 2021), en este estudio investigamos si 

PvSYMRK se endocita como parte del mecanismo molecular de señalización que 

inicia la nodulación en frijol.  
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3.- HIPÓTESIS 

La incubación con rhizobia induce la endocitosis del receptor quimérico PvSYMRK-

EGFP en la epidermis de la raíz. 
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4.- OBJETIVO 

Evaluar la endocitosis de PvSYMRK en pelos radicales de frijol incubados con 

rhizobia. 

4.1 Objetivos particulares: 

1. Generar la construcción pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP_p35S::LifeAct-

mTurquoise2. 

2. Analizar la distribución subcelular de PvSYMRK-EGFP y LifeAct-

mTurquoise2 en células corticales y en pelos radicales. 

3. Evaluar la endocitosis de PvSYMRK-EGFP en células epidermales y en pelos 

radicales de frijol incubados con rhizobia, de acuerdo con los siguientes 

criterios:  

-Evaluar el efecto de inhibidores específicos de endocitosis (TyrA23 e IKA), 

y de tráfico vesicular (BFA), en la endocitosis de PvSYMRK-EGFP. 

-Evaluar la endocitosis de versiones de PvSYMRK-EGFP con mutaciones en 

sitios específicos de endocitosis (YKTL) y de fosforilación (T589A y 

K618E). 
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5.- METODOLOGÍA 

5.1 Germinación de semillas de frijol variedad Negro Jamapa. Las semillas se 

desinfectaron con una solución de alcohol al 70% en agua por 1 min y seguido por 

una de cloro al 20% durante 5 min, con lavados intermedios con agua estéril. La 

germinación de las semillas se llevó a cabo en una charola estéril sobre un papel 

absorbente humedecido con medio Fähraeus líquido, a 28 oC durante 48 h en total 

oscuridad. 

5.2 Preparación de rhizobia e inoculación de plantas. Plántulas de 2 días 

después de la germinación (dpg), o plantas compuestas con raíces transgénicas se 

transfieron a macetas que contiene vermiculita y se inocularon con R. etli CE3 o R. 

etli CE3 pMP604 (Dávila-Delgado et al., 2020, Anexo 5). Las cepas de rhizobia se 

cultivaron en medio líquido PY (5 g/l de peptona, 3 g/L de extracto de levadura) con 

cloruro de calcio 7 mM, ácido nalidíxico (20 μg/ml), estreptomicina (100μg/ml) y 

tetraciclina (5 μg/ml); se incubaron a 30°C por 48 h en agitación constante. Una vez 

que el cultivo creció, el inóculo se transfirió de la siguiente manera: el cultivo se pasa 

a tubos para centrífuga estériles y se centrifugó a 5000 revoluciones/min durante 6 

min a 4°C (Centrifuga 5418, Eppendorf), el sobrenadante se decantó y la pastilla se 

lavó con MgSO4 10 mM, el lavado se repitió una vez más y finalmente el inoculo se 

diluyó en MgSO4 10 mM a DO600nm 0.05 unidades. Las plantas se cultivaron en 

invernadero con condiciones ambientales controladas (28oC, fotoperíodo 16 h/8 h) 

y fueron regadas con medio Fähraeus libre de nitrógeno (Fähraeus, 1957).  

5.3 Montaje de plántulas en caja Petri. La planta se colocó en una caja Petri que 

presenta dos modificaciones importantes. Por un lado, una ranura (de 0.5 cm de 

ancho) en la pared de la base de la caja de Petri, que soporta el tallo de la planta 

cuya raíz será analizada. Por otro lado, un orificio cuadrado en el centro de la base 

de la caja, que se cubre con un portaobjetos (1 mm espesor) pegado (con silicón) a 

la base de caja. Sobre el portaobjeto se colocó la raíz a observar, se adicionó medio 

Fähraeus líquido a la raíz, se cubrió con una película de papel de celulosa (celofán 

dulce) con horadaciones que se hacen coincidir con la zona de la raíz que contiene 
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pelos radicales, se observó al microscopio hasta identificar pelos radicales vivos, en 

crecimiento, y se agregaron los inhibidores en la zona adyacente al pelo radical en 

observación, evitando generar turbulencia. 

5.4 Agroinfiltración de hojas de tabaco. Las semillas de tabaco se desinfectaron 

con una solución de 20% cloro y 2% Triton X100 en agua durante 5 min y se incuban 

en agar suave al 0.1% durante 16 h a 4°C previo a su germinación, que se realiza 

en cajas con medio sólido MS al 0.5% (NH4NO3 16,5 mg/ml; KNO3 19 mg/ml; 

CaCl2.2H2O 4,4 mg/ml; MgSO4.7H2O 3,7 mg/ml; KH2PO4 1,7 mg/ml; MnSO4.H2O 

1,69 mg/ml; ZnSO4.7H2O 0,86 mg/ml; H3BO3 0,62 mg/ml; KI 0.083 mg/ml; 

Na2MoO4.2H20 0.025 mg/ml; CuSO4.5H2O 0.25 mg/ml; CoCl2.6H2O 0.25 mg/ml; 

FeSO4.7H2O 0.00556 mg/ml; Na2EDTA.2H2O 0.00746 mg/ml), suplementado con 

1% sacarosa, 10 mM buffer MES, pH 5.6. Las cajas fueron incubadas en posición 

vertical a 28°C durante 7 días. Posteriormente, las plántulas se transplantaron a 

macetas con Metromix como sustrato y se continuó el crecimiento de la plántula a 

28°C en un cuarto de crecimiento con un fotoperiodo de luz/obscuridad de 16 h/8 h 

durante 6 semanas, con riego cada 3 días con solución B&D (Broughton y Dilworth, 

1971). Después de este tiempo, las hojas de tabaco son susceptibles de ser 

agroinfiltradas con la clona de A. tumefaciens cepa GB1301 que porta las 

construcciones de interés. Las bacterias se crecen previamente en 3 ml de medio 

LB líquido en presencia de los antibióticos apropiados (espectinomicina 200 µg/ml, 

rifampicina 100 µg/ml y gentamicina 50 µg/ml), durante 48 h a 28 °C en agitación 

constante. Se tomaron 100 µl de este cultivo y se transfirieron a 6 ml de medio LB 

líquido sin antibiótico, suplementado con 10 mM buffer MES, pH 5.6 y 5 µl de 

acetosiringona 100 mM, el cultivo se creció durante 16 h a 28°C. Una vez que el 

cultivo alcanzó una de DO600nm de 1.0, se centrifugó a 4000 rpm (Centrifuga 5418, 

Eppendorf) durante 10 min y la pastilla se resuspendió en 5 ml de 10 mM MgCl2. Se 

agregaron 5 µl de acetosiringona 100 mM y se dejó incubando a temperatura 

ambiente durante 3 h. Previo a la agroinfiltración, las plantas de tabaco se dejaron 

en total oscuridad durante 24 h, esto para favorecer la infiltración de la bacteria. El 

volumen total de la suspensión de bacterias se tomó en una jeringa (sin aguja) de 5 

ml y mediante presión mecánica se inyectaron en el envés de la hoja, procurando 
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infiltrar en la mayor área posible. Se agroinfiltraron 3 hojas por planta, de un total de 

3 plantas por construcción. Las plántulas se incubaron a 28°C durante 2 días para 

después observar las hojas al microscopio de fluorescencia. 

5.5 Observación de hojas de tabaco agroinfiltradas. La observación de las hojas 

de tabaco agroinfiltradas, se realizó dos o tres días después de la agroinfiltración. 

Con ayuda de un sacabocado de 4 mm de diámetro, se cortó el segmento de hoja 

que fue agroinfiltrado y se dejó en agua durante 15 min para después observarse 

directamente al microscopio de epifluorescencia (SXZ7, Olympus). 

5.6 Construcciones de plásmidos. El plásmido pK2GW7-pPvSYMRK::PvSYMRK-

EGFP-p35S::LifeAct-mTurquesa se construyó en tres pasos (ver Anexo 1): Paso 1) 

para generar el cassette p35S::LifeAct-mTurquoise2, un DNAc quimérico que 

codifica para LifeAct-mTurquoise2 (772 pb) se amplificó por PCR usando los 

oligonucleótidos: LifeAct LUP, que comprende 51 nucleótidos que codifican para el 

dominio de unión a actina, conocido como LifeAct (Vidali et al., 2009), en marco con 

15 nucleótidos del extremo 5' de la secuencia codificante de mTurquoise2, y el 

oligonucleótido mCherry LW. El plásmido pmTurquoise2-ER se utilizó como 

templado. LifeAct-mTurquoise2 fue subclonado por recombinación en el vector 

pK2GW7 para generar la fusión transcripcional p35S::LifeAct-mTurquoise2 

(pK2GW7-LifeAct-mTurquoise2). Paso 2) Construir el cassette 

pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP (5152 pb), el DNAc de PvSYMRK se amplificó por 

PCR usando los oligonucleótidos 5UTR UP y PvSYMRK LW y se clonó por 

recombinación en el plásmido pH7FWG2, creando el cassette p35S::PvSYMRK-

EGFP-T35S. El siguiente paso fue sustituir el promotor 35S por el promotor 

endógeno (fragmento HindIII) del cassette pPvSYMRK::GFP-GUS para generar el 

plásmido pH7FWG2-pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP. Este plásmido fue el templado 

para una reacción de PCR utilizando el par de oligonucleótidos MaupPvRLK-H5’ y 

T35S_SacI; el producto de PCR (5425 pb) se clonó en pENTR™/D-TOPO™ 

(Invitrogen), generando pENTR-MauBI_pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP-T35S_SacI. 

3) Para construir el plásmido pK2GW7-pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP-

p35S::LifeAct-mTurquoise2, se digirió el plásmido pENTR-
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MauBI_pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP-T35S_SacI con las enzimas de restricción 

MauBI y SacI y el fragmento liberado se clonó en el sitios de restricción 

correspondientes en pK2GW7-LifeAct-mTurquoise2, dando lugar a pK2GW7-

pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP-p35S::LifeAct-mTurquesa. En todos los casos, los 

fragmentos amplificados por PCR se clonaron primero en el vector de entrada 

pENTR™/D-TOPO® (Invitrogen), y posteriormente se subclonaron por 

recombinación con el vector de expresión en plantas adecuado con la mezcla de 

enzimas Gateway® LR Clonase™ II (Invitrogen). Todos los pasos de clonación se 

realizaron en E. coli DH5a, se confirmaron mediante secuenciación y posteriormente 

los plásmidos se electroporaron en A. rhizogenes K599, para su expresión en 

plantas. La información de los oligonucleótidos se encuentra en la Tabla 2. 

5.7 Amplificación por PCR. La amplificación de secuencias de DNA por PCR, cuyo 

destino es su clonación en el vector intermediario (de entrada) pENTR™/D TOPO® 

(Invitrogen), se llevó acabo utilizando 1 U de la enzima de alta fidelidad DNA 

polimerasa Pfu (Fermentas), buffer de reacción 20 mM Tris-HCl pH 8.8, 10 mM 

(NH4)2SO4, 10 mM KCl, 0.1% (v/v) Triton X-100, 0.1 mg/ml BSA, 2 mM MgSO4; 

Fermentas, 0.2 mM dNTP´s, 0.2 µM de cada oligonucleótido gen-específico y 2.5 

ng de DNA como templado en un volumen final de 25 µl. Las reacciones de PCR se 

llevaron a cabo en un termociclador Veriti 96 Well (Applied Biosystem) bajo las 

siguientes condiciones: un ciclo de 2 min a 94°C (desnaturalización), seguido de 30 

ciclos de 30 s a 94°C (desnaturalización), 30 s a la Tm de los oligonucleótidos gen-

específicos y 3 min a 72°C (extensión). El tamaño del producto amplificado se 

verificó por electroforesis horizontal en gel de agarosa. 

Tabla 2. Oligonucleótidos utilizados para generar y analizar las construcciones descritas 

en este trabajo 

Nombre Secuencia 

LifeAct LUP 
5’CACCATGGGTGTCGCAGATTTGATCAAGAAATTCGAAAGCA

TCTCAAAGGAAGAAGTGAGCAAGGGCGAG3’ 

LifeAct SUP 5’ATGGGTGTCGCAGATTTGATCAAG3’ 
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mCherry UP 5’CACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG3’ 

mCherry LW 5’CTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC3’ 

LifeActLW 5’CTATTCTTCCTTTGAGATGCTTTCGAA3’ 

RS-GFP3 5’CAGCTTGCCGTAGGTGGC3’ 

MaupPvRLK-H5’ 5’CACCCACCTGCAAGCTTCCGGGCTGGTAAAATCTTAGGC3’ 

PvECICGFP3Sma 5’TCTCGGCTGTGGATGGGACAAGGCCCCGGG3’ 

RL3-2 5’CACCTCTACAAGTCCTAC3’ 

RL7-2 5’GGCAGTGAGGCAATTGATT3’ 

RL3-4 5’ACTCTCTATTGCTCTTGGT3’ 

PvECICGFP3 5’TCTCGGCTGTGGATGGGACAAGGC3’ 

pPvRLKH5´ 5’CACCAAGCTTCCGGGCTGGTAAAATCTTAGGC3’ 

GW3RLK 5’AACTTGTCTCTTGTGAAAGATTTTGACGCC3’ 

RL3-1 5’GAAGATTTATGGTACTAGGT3’ 

RL3-3 5’ATCAATTGCCTCACTGCC3’ 

RL7-3 5’ACCAAGAGCAATAGAGAGT3’ 

T35S-SacI 5’AAGAGCTCCCTCTAGAGGGCCCGACG3’ 

PvSYMRKT589A_Fw 5’TTTGGAAGATATAGAGGTGGCCGCAGAAAGGTACAAAACAT
TG3’ 

PvSYMRKT589A_Rv 5’CAATGTTTTGTACCTTTCTGCGGCCACCTCTATATCTTCCAA
A3’ 

PvSYMRKK622E_Fw 5’TCAAGAAGTGGCAGTGGAAGTCCGTTCAGCCA3’ 

PvSYMRKK622E_Rv 5’TGGCTGAACGGACTTCCACTGCCACTTCTTGA3’ 

PvSYMRKT756A_Fw 5’TCTTGAAGTCAGAGGAGCTGCAGGGTACCTGGATCC3’ 

PvSYMRKT756A_Rv 5’GGATCCAGGTACCCTGCAGCTCCTCTGACTTCAAGA3’ 
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PvSYMRKdelYKTLF 5’ATATAGAGGTGGCCACAGAAAGGATAGGGGAAGGAGGATT
TGGTT3’ 

PvSYMRKdelYKTLR 5’AACCAAATCCTCCTTCCCCTATCCTTTCTGTGGCCACCTCT
ATAT3’ 

5UTR UP 5’CACCCCTGCCGTTTCCAGGCTTG3’ 

PvSYMRK LW 5’TCTCGGCTGTGGATGGGACAAGGC3’ 

 

5.8 Método de amplificación por PCR a partir de colonia bacteriana. Con ayuda 

de un asa, se pasó una colonia bacteriana a 50 µl de agua estéril, se resuspendió 

vigorosamente y se congeló a -80°C durante 10 min, para después desnaturalizar 

el DNA a 100°C durante 10 min. Este paso se repitió 5 veces, después se centrifugó 

a 4000 rpm (Centrifuga 5418, Eppendorf) durante 1 min y se tomó 1 µl del 

sobrenadante como templado para una reacción de PCR en 25 µl. Esta reacción se 

realizó como se describe en inciso anterior, pero utilizando la enzima DNA 

polimerasa Taq Recombinante (Fermentas). El buffer de reacción se compone de 

50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl, pH 8.8, 0.1% (v/v) Triton X 100 y 3 mM MgCl2. Las 

reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Veriti 96 Well (Applied 

Biosystem) bajo las siguientes condiciones: un ciclo de 10 min a 94°C, seguido de 

40 ciclos de 1 min a 94°C, 30 s a 50°C y 1 min a 72°C. 

5.9 Digestión con enzimas de restricción. Los plásmidos pENTR-

MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma3 y pK2GW7::LifeAct-Turquoise2 cuentan con los 

sitios de digestión MauBI/SmaI y MauBI/SacI, respectivamente, la digestión 

enzimática se procedió utilizando el buffer Tango 10X (33 mM de Tris-acetato pH 

7.9, 10 mM de acetato de magnesio, 66 mM de acetato de potasio y 0.1 mg/ml de 

BSA). Para el caso de MauBI/SmaI se hizo una digestión secuencial, primero se 

digirió con SmaI a 30°C durante una hora y después con MauBI a 37°C durante una 

hora. La digestión de MauBI/SacI se realizó a 37°C durante una hora, pero se 

agregó el doble de unidades de la enzima SacI con respecto de la enzima MauBI. 

Los productos de la digestión se analizaron por electroforesis horizontal de DNA. 

5.10 Ligación de fragmentos de DNA. Los productos de la digestión enzimática 

se purificaron del gel de agarosa utilizando el kit GeneJET Gel Extration (Thermo 
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Fisher Scientific), y el DNA recuperado se cuantificó por Nanodrop. El vector destino 

se desfosforiló utilizando la enzima fosfatasa alcanina (FastAP Thermosensitive 

Alkaline Phosphatase, Thermo Fisher Scientific), según lo indicado por el proveedor. 

Finalmente, el vector destino y el fragmento a ligar se prepararon en una relación 

molar 1:3 y se procedió la reacción de acuerdo a indicaciones del proveedor durante 

10 min a 22°C. El producto de la ligación se transformó en células de E. coli DH5α. 

5.11 Sistema de clonación por recombinación (Gateway® Cloning, Invitrogen). 

La estrategia consistió en dos pasos, el primero fue la clonación de la secuencia de 

DNA de interés en el vector de entrada pENTR™/D TOPO® (Invitrogen). La segunda 

fue la recombinación del inserto (clonado en el vector pENTR™/D TOPO®) en el 

vector destino de interés, en nuestro caso los vectores de expresión en plantas 

pH7FWG2 (Karimi et al., 2002) y pK2WG7. En ambas etapas de clonación se 

procedió según lo indicado por el proveedor. Las colonias positivas se seleccionaron 

siguiendo el procedimiento descrito en el inciso 5.8. 

5.12 Transformación de Agrobacterium rhizogenes y A. tumefaciens. La 

transformación de Agrobacterium rhizogenes cepa K599 y A. tumefaciens cepa 

GB1301 con las construcciones en los vectores pH7FWG2 o pK2GW7 se llevó a 

cabo por electroporación bajo condiciones estándar (1.6 volts durante dos 

segundos). Las células se recuperaron en medio SOC (2% triptona, 0.5% extracto 

de levadura, 0.0025 M KCl, 0.01 M MgCl2, 0.01 M NaCl, 0.02 M glucosa, pH 7) 

durante 2 h a 30°C. Las células viables se distribuyeron homogéneamente en cajas 

Petri con medio LB (Luria-Bertani: 1% triptona, 0.5% extracto de levadura y 1% 

NaCl, pH 7.5) en presencia de 200 µg/ml espectinomicina (para A. tumefaciens 

también se agregó rifampicina [100 μg/ml] y gentamicina [50 μg/ml]), y se incubaron 

a 30 oC durante 48 h. Las colonias positivas se seleccionaron siguiendo el 

procedimiento descrito en el inciso 5.8. 

5.13 Generación de raíces transgénicas de frijol. La generación de raíces 

transgénicas se basa en el protocolo descrito por el grupo del Dr. Federico Sánchez 

(Estrada-Navarrete et al., 2007), con algunas modificaciones. En breve, las plantas 

de fríjol, germinadas bajo condiciones de desinfección durante 2 días a 28°C, se 



- 34 - 

 

inocularon con una suspensión de Agrobacterium rhizogenes K599 previamente 

transformado con la construcción de intéres. La inoculación se realizó alrededor del 

nodo del cotiledón, hiriendo levemente con la aguja de una jeringa para 

inmediatamente inyectar 5-10 µl de la suspensión de bacterias. Posteriormente, las 

plantas se transfirieron a tubos de boca ancha que contienen un tubo falcon de 15 

ml con medio Fähraeus líquido. Las plantas se colocaron en un cuarto de 

crecimiento con fotoperiodo luz/obscuridad de 16 h/8 h, a temperatura constante de 

28°C durante 7-10 días hasta observar el desarrollo de pequeños tumores en el sitio 

de inoculación y la formación de primordios de raíces. Se determinó cuáles de los 

primordios de raíz son tipo transgénicos mediante observación directa de la planta 

bajo un estereomicroscopio con iluminación epifluorescente (SXZ7, Olympus) y 

utilizando como criterio de selección la fluorescencia de Life-Act-mTurquoise2, 

como marcador transgénico fluorescente. Se eliminaron los primordios de raíz no 

fluorescentes para favorecer el desarrollo de las raíces transgénicas que expresen 

la proteína quimérica. Previo a la observación al microscopio, se permitió que las 

raíces fluorescentes se recuperaran por dos días. Las raíces transgénicas se 

colocaron en una caja Petri que contiene un orificio en el centro, cubierto con un 

portaobjetos pegado a la caja (Cárdenas et al., 2008). Se adicionó medio Fähraeus 

líquido a la raíz, se cubrió con una película de papel de celulosa (celofán dulce) y 

se realizó la observación directa al microscopio. 

5.14 Mutagénesis sitio dirigida. La generación de las versiones mutantes en sitios 

de fosforilación y la eliminación del motivo de endocitosis YKTL de PvSYMRK-EGFP 

se llevaron a cabo usando la metodología descrita en QuikChange® Site-Directed 

Mutagenesis Kit. Brevemente, la mutagenesis se realizó usando oligonucleótidos 

específicos (Tabla 2) que portan la mutación a introducir, el plásmido pENTR-

MauBI_pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP-T35S_SacI, como templado y una versión 

de DNA polimerasa de alta fidelidad, con un máximo de 18 ciclos de amplificación. 

Finalmente, se agregó la enzima de restricción DpnI a la mezcla de reacción de 

PCR para digerir el templado de partida (metilado). Las versiones mutantes se 

clonaron en el vector pK2GW7-LifeAct-mTurquoise2 para su expresión en planta. 
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5.15 Visualización in vivo y tratamiento de pelos radicales con sondas 

fluorescentes e inhibidores. El marcador fluorescente lipofílico FM4@-64 se 

preparó a 6.6 ng/µl. Para definir el tiempo óptimo de incubación con FM4@-64, las 

plantas se colocaron sobre una caja de Petri modificada, como descrito 

previamente, y por microscopia de epifluorescencia o confocal se identificó un pelo 

radical vivo y en franco crecimiento, se agregó FM4@-64 y se capturaron imágenes 

durante 30-60 min con intervalos de 10 min. 

Para determinar la concentración de cada inhibidor, se hizo una búsqueda en la 

literatura del rango de concentraciones reportadas y partir de las cuales se 

diseñaron ensayos de dosis-respuesta (Anexo 2). Las plantas compuestas se 

colocaron en la placa de Petri modificada de modo que las raíces transgénicas se 

montaron en la cámara/cubreobjetos que contenían 2-3 ml de medio líquido 

Fähraeus, cubiertas con una lámina de celulosa transparente (celofán dulce) con 

varios agujeros dispersos de 6 mm de diámetro y se dejó adaptar a estas 

condiciones durante 24 h a 28°C y un fotoperiodo de 16 h/8 h luz/oscuridad. Se 

seleccionaron secciones epidermales en la zona de diferenciación de raíces 

transgénicas que expresaban el cassette pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP mediante 

microscopía confocal y los inhibidores del tráfico vesicular o endocitosis se 

administraron directamente (incubación puntual) a través de un orificio en la lámina 

de celulosa. Las imágenes se adquirieron a los 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60-90 min 

después de la incubación con el inhibidor. Se usaron inhibidores: Brefeldina A (BFA) 

100 μM, cicloheximida (CHX) 50 μM, ikarugamicina (IKA) 20 μM, tirfostina A23 

(TyrA23) 50 μM y tirfostina 51 (Tyr51) 50 μM. 

5.16 Captura de imágenes. Las imágenes se capturaron como varios planos en Z, 

cada uno con un grosor de 0,70-0,77 μm y un tiempo de exposición al láser de 300-

400 ms utilizando un microscopio de disco giratorio confocal Marianas 3I (Zeiss 

Observer Z.1 tipo invertido; Intelligent Imaging Innovations Ltd, Reino Unido), con 

objetivos x40 de inmersión en agua o en aceite (0,75 y 1,3 NA, respectivamente) 

con una cámara EMCCD Andor Ixon 3, modelo DU-897E-CS0-#BV (tecnología 

Andor) controlada por SlideBook6 (software de microscopía digital; Intelligent 
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Imaging Innovations Ltd, Reino Unido). EGFP y mTurquoise2 se excitaron a 488 y 

445 nm, respectivamente, y la emisión de fluorescencia se recogió a 507 nm para 

EGFP y 474 nm para mTurquoise2.  

5.17 Procesamiento de imágenes y evaluación cuantitativa de estructuras 

punteadas en células epidermales y pelos radicales. Las imágenes confocales 

de la epidermis de las raíces transgénicas se obtuvieron como stacks z y luego se 

transformaron en imágenes 2D utilizando la herramienta Z-project de ImageJ. Las 

células epidermales se delimitaron con la herramienta de selección Polygon y la 

cuantificación de los puncta fluorescentes intracelulares (puntos diminutos 

redondeados) se realizó con la herramienta Find Maxima (ajustando la tolerancia al 

ruido de fondo). El área de cada célula se estimó como el área total delimitada por 

el polígono. Para facilitar la visualización de los puncta fluorescentes intracelulares, 

imágenes representativas fueron procesadas por deconvolución 3D realizado con 

el plugin Parallel Iterative Deconvolution, utilizando el método WLP y Wiener Filter 

gamma con los siguientes parámetros: weiner = 0.001, número máximo de 

iteraciones = 100, terminar = 0.01 (si el delta medio es menor que este valor) y 

precisión = doble. Esta metodología requiere una función de dispersión de punto 

normalizada (PSF, siglas en inglés point spread fuction) creada con el plugin 

Difraction PSF 3D, utilizando los siguientes parámetros: índice de refracción de la 

mediana de montaje = 1,3 (agua) o 1,5 (aceite de inmersión); apertura numérica NA 

= 0,75 y 1,3 (agua y aceite de inmersión respectivamente), longitud de onda = 507 

nm para EGFP, 474 nm para mTurquoise2; ancho = 64 píxeles y alto = 64 píxeles. 

Las imágenes deconvolucionadas se editaron ajustando el brillo y el contraste y 

agregando pseudocolor. 

5.18 Análisis estadístico. Para validar el análisis cuantitativo y confirmar la 

reproducibilidad de los resultados, se realizó un análisis estadístico de tipo ANOVA 

unidireccional de varianza en rangos y comparaciones múltiples con el método de 

Tukey utilizando el programa GraphPad Prism versión 6 y considerando una serie 

de réplicas biológicas, como se indica en cada figura. 
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6.- RESULTADOS 

6.1 Análisis de la expresión de las proteínas quiméricas fluorescentes 

PvSYMRK-EGFP y LifeAct-mTurquoise2 en raíces transgénicas de frijol 

Las raíces transgénicas utilizadas en este proyecto fueron generadas por 

transformación mediada por la cepa de Agrobacterium rhizogenes K599 que porta 

la construcción pK2GW7- pPvSYMRK::PvSYMRK-p35S::LifeAct-mTurquoise2 (ver 

Anexo 1, Fig. 33). La expresión del marcador molecular de citoesqueleto de actina, 

LifeAct-mTurquoise2, cumplió con dos propósitos: por un lado, la identificación de 

raíces transgénicas por análisis de estereomicroscopía de epifluorescencia (ver 

Anexo 1, Figs. 21, 26 y 27). Por otro lado, LifeAct-mTurquoise2 permitió distinguir 

los pelos radicales que presentan respuesta a rhizobia, es decir, pelos radicales con 

rearreglos de citoesqueleto de actina. Se encontró que entre un 30-40% de las 

raíces pilosas generadas expresan LifeAct-mTurquoise2. 

El análisis in vivo por microscopía confocal de disco giratorio de la zona de 

diferenciación de las raíces transgénicas, no inoculadas con rhizobia, mostró que la 

quimera PvSYMRK-EGFP se expresa en la epidermis, tanto en pelos radicales, 

como en células epidermales tipo "nonhair". En ambos tipos celulares PvSYMRK-

EGFP se citocolocaliza, mayoritariamente, en membrana plasmática y en 

estructuras intracelulares punteadas en células epidermales (Fig. 4; Dávila-Delgado 

et al., 2023, Anexo 6). Un patrón similar de distribución de MtDMI2-GFP fue 

reportado en pelos radicales de M. truncatula (Riely et al., 2013). La observación de 

este patrón en células epidermales de raíz de estas dos leguminosas llevó al 

planteamiento de la posible endocitosis constitutiva de PvSYMRK-EGFP. 



- 38 - 

 

Figura 4. Imágenes de microscopía confocal de disco giratorio in vivo representativas de la 
epidermis de la raíz y de pelos radicales transgénicos de P. vulgaris, que portan el cassettte 
pPvSYMRK::PvSYMRK-p35S::LifeAct-mTurquoise2. (a) Epidermis, (b) pelos radicales. 
Imágenes capturadas utilizando un microscopio de disco giratorio confocal Marianas 3I 
Zeiss Observer Z.1 tipo invertido, (LNMA, Instituto de Biotecnología-UNAM). 

Es de mencionar que los pelos radicales son células muy sensibles a acciones 

mecánicas asociadas a la manipulación (p. ej. cambio del medio), y se han 

observado respuestas no específicas, como la alteración del citoesqueleto del pelo 

radical (Esseling et al., 2004), que per se pueden interferir con la dinámica de 

endocitosis-exocitosis y el tráfico de vesículas, y conducir a interpretaciones 

erróneas. Por lo que la caracterización inicial de las estructuras subcelulares 

punteadas marcadas con PvSYMRK-EGFP se llevó a cabo en células epidermales 

tipo "nonhair". 

Para analizar a detalle la distribución punteada de PvSYMRK-EGFP, se capturaron 

imágenes de epidermis de varios lotes de raíces transgénicas y se evaluaron 64 

células epidermales tipo "nonhair" de 29 raíces transgénicas y se procesaron 

utilizando el software Image J con el propósito de cuantificar las estructuras 

fluorescentes tipo “punto”, a partir de aquí referidas como “puncta”, por 1000 µm2. 

Los resultados en la Fig. 5 muestran que el número de puncta fluorescentes 

presentes en las células que expresan a PvSYMRK-EGFP es relativamente 

constante 9,0 (± 0,3 SEM) por 1000 µm2, aún cuando las imágenes se capturan a 

24, 48 y 72 horas post-montaje (dato no mostrado). Por lo tanto, las células 
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epidermales se convierten en un modelo adecuado para evaluar de dónde 

provienen los puncta enriquecidos en PvSYMRK-EGFP y sustentar la hipótesis de 

la endocitosis de este receptor. 

 
Figura 5. Evaluación cuantitativa del número de estructuras punteadas (puncta) marcadas 
con PvSYMRK-EGFP. (a) Imagen representativa de epidermis de raíces transgénicas de 
P. vulgaris. (b) El número de puncta fluorescentes se evaluó en imágenes 2D de epidermis 
de la zona de diferenciación en raíces transgénicas de P. vulgaris sin inocular, que expresan 
PvSYMRK-EGFP. Dado que el área/célula en las imágenes capturadas es variable, el 
número de puncta se normalizó por 1000 µm2 de área celular. El valor promedio encontrado 
fue de 9 puncta /1000 µm2 ± 0.3 SEM, n= imágenes de 64 células capturadas a partir de 29 
raíces transgénicas. Las barras corresponden al valor promedio ± SEM (siglas en inglés de 
error estándar de la media). Imágenes capturadas utilizando un microscopio de disco 
giratorio confocal Marianas 3I Zeiss Observer Z.1 tipo invertido (LNMA, Instituto de 
Biotecnología-UNAM). Las imágenes están editadas con el sotware Image J, pero la 
cuantificación se hizo sobre las imágenes originales. Tomado de Dávila-Delgado et al., 
2023, Anexo 6.  
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6.2 Efecto de inhibidores de tráfico vesicular sobre la distribución de 

PvSYMRK-EGFP en células epidermales tipo "nonhair" de raíces transgénicas 

Para determinar el efecto de diferentes inhibidores del tráfico vesicular como BFA 

(100 µM), IKA (20 µM), TryA23 (50 µM) y CHX (50 µM) sobre la distribución 

subcelular de PvSYMRK-EGFP, se procedió a analizar cinéticas independientes de 

incubación de secciones de epidermis de raíces transgénicas en presencia del 

inhibidor en turno. La distribución de la fluorescencia de PvSYMRK-EGFP fue 

monitoreada durante 60-90 min, con apoyo de un microscopio confocal invertido de 

disco giratorio y se capturaron imágenes tipo "time-lapse" cada 10 min, como se 

ilustra en las figuras 6-11. 

Figura 6. Imágenes representativas de la cinética de incubación con el inhibidor BFA (100 
µM) en células de la epidermis de raíces transgénicas que expresan PvSYMRK-EGFP. 
Imágenes representativas de secciones de raíces transgénicas capturadas utilizando un 
microscopio confocal invertido de disco giratorio, en intervalos de 10 min tras la incubación 
con el inhibidor. Las flechas indican los cuerpos de BFA a los 50, 60 y 90 min post-
incubación. Imágenes capturadas utilizando un microscopio de disco giratorio confocal 
Marianas 3I Zeiss Observer Z.1 tipo invertido (LNMA, Instituto de Biotecnología - UNAM). 
Las imágenes capturadas fueron procesadas y analizadas utilizando el software Image J. 

El número de puncta fluorescentes por 1000 µm2 encontrados en cada célula antes 

del tratamiento (tiempo cero, t=0) se consideró como 100% y se usó para estimar 

los valores porcentuales relativos en esa célula en diferentes momentos del 

tratamiento. 
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En células vegetales, el inhibidor BFA (Brefeldina A) se ha utilizado ampliamente 

para visualizar la endocitosis de varios receptores membranales y transportadores 

en plantas, como BRI1, FLS2, BOR1, PIN1/PIN2 y FERONIA, ya que inhibe el tráfico 

de vesículas exocíticas post-TGN/EE y el reciclaje endosómico, proceso que ocurre 

sin afectar la actividad endocítica (Geldner et al., 2001; Russinova et al., 2004; 

Robatzek et al., 2006; Geldner et al., 2007; Dhonukshe et al., 2007; Lam et al., 2009; 

Kleine-Vehn et al., 2011; Kasai et al., 2011; Beck et al., 2012; Irani et al., 2012; Xue 

et al., 2019; Liu et al., 2020; Yu et al., 2020). Una característica notable del 

tratamiento con BFA es la coalescencia de vesículas en tránsito entre el TGN/EE y 

la membrana plásmatica, lo que da lugar a estructuras subcelulares más grandes, 

conocidas como compartimentos inducidos por BFA (Geldner et al., 2001; Robinson 

et al., 2008; Lam et al., 2009; Carluccio y Stavolonem, 2014; Ichikawa et al., 2014). 

El tratamiento con BFA (100 µM) en células de la epidermis de raíces transgénicas, 

provocó que el patrón punteado de PvSYMRK-EGFP paulatinamente despareciera 

(aproximadamente 40-60% a los 20-30 min post-incubación; Fig. 7).  
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Figura 7. PvSYMRK-EGFP se acumula en compartimentos inducidos por BFA. (a) Para el 
cálculo del número relativo de puncta por 1000 µm2 de área de cada célula analizada (%), 
se consideró como 100% al número de puncta fluorescentes por 1000 µm2 encontrados la 
célula en análisis antes de iniciar tratamiento (tiempo cero, t=0 min; 10.84 ± 0.93 SEM, n=17 
células, de 6 plantas de experimentos independientes. (b) Imágenes representativas de 
cuatro células epidermales independientes analizadas (enmarcadas con una línea 
discontinua). Los asteriscos indican la presencia de cuerpos de BFA. Las barras indican la 
media ± SEM. El análisis ANOVA unidireccional de varianza en rangos y comparaciones 
múltiples (método de Tukey) indicaron una diferencia estadísticamente significativa P < 
0.0001. Imágenes capturadas utilizando un microscopio de disco giratorio confocal 
Marianas 3I Zeiss Observer Z.1 tipo invertido (LNMA, Instituto de Biotecnología - UNAM). 
Las imágenes están editadas con el sotware Image J, pero la cuantificación se hizo sobre 
las imágenes originales. Tomada de Dávila-Delgado et al., 2023, Anexo 6. 

A tiempos de incubación más prolongados (60-90 min post-incubación), los puncta 

se redujeron al 27% y se observó la acumulación de fluorescencia con un patrón 

tipo compartimento BFA (Fig. 7 b), similar a los patrones descritos en la literatura 

(Geldner et al., 2001; Russinova et al., 2004; Geldner et al., 2007; Irani et al., 2012; 
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Xue et al., 2019; Liu et al., 2020), lo que refuerza la observación de que los puncta 

de PvSYMRK-EGFP pudiera corresponder a la ocurrencia de alguna forma de 

tráfico vesicular. Aparentemente, la fluorescencia asociada a la membrana 

plasmática no sufrió cambios durante la incubación con BFA.  

Por otro lado, se evaluó el efecto del inhibidor endocítico IKA (20 µM) en la 

distribución subcelular de PvSYMRK-EGFP en células de la epidermis de raíces 

transgénicas. Aunque el uso de IKA para estudiar la actividad endocítica en células 

vegetales no es tan extenso como en células animales, se ha establecido que IKA 

bloquea la maduración y/o el pinzamiento de las vesículas recubiertas de clatrina 

de la membrana plasmática vegetal sin afectar la función interna del tráfico de 

vesículas (Moscatelli et al., 2007; Onelli et al., 2008; Elkin et al., 2016).  

Si bien en las imágenes capturadas a diferentes tiempos (Fig. 8), el efecto inhibitorio 

de IKA es apenas perceptible a simple vista. No obstante, el análisis cuantitativo 

mostró una tendencia a disminuir el número de puncta, marcados con PvSYMRK-

EGFP, en función del tiempo de incubación con el inhibidor (Fig. 8). A tiempos de 

20-30 min, se alcanzó una disminución del 40%, mientras que, a tiempo más largos 

de 60 min, se cuantificó una disminución del 32%. Ya que IKA es un inhibidor de la 

endocitosis mediada por clatrina, este resultado sugiere que una parte de los puncta 

puede corresponder a vesículas endocíticas. 
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Figura 8. La densidad de puncta que contienen PvSYMRK-EGFP se reduce en células 
epidermales tratadas con el inhibidor de endocitosis IKA 20 μM (ikarugamicina). (a-c) Las 
imágenes confocales de la epidermis de la raíz transgénica de P. vulgaris que expresan 
PvSYMRK-EGFP se capturaron a diferentes tiempos para determinar el efecto del inhibidor 
con respecto al número relativo de puncta por 1000 µm2 (%) de área en células epidermales. 
(d) Cuantificación de puncta en las células tratadas con IKA, el 100% corresponde al valor 
de puncta por 1000 µm2 en t=0 (IKA, 7.74±0.69, n=12 células). Los datos presentados 
provienen de 3-4 plantas de experimentos independientes. Las barras indican la media ± 
SEM. El análisis ANOVA unidireccional de varianza en rangos y comparaciones múltiples 
(método de Tukey) mostró una diferencia estadística en P < 0.001. Imágenes capturadas 
utilizando un microscopio de disco giratorio confocal Marianas 3I (Zeiss Observer Z.1 tipo 
invertido (LNMA, Instituto de Biotecnología - UNAM). Las imágenes están editadas con el 
sotware Image J, pero la cuantificación se hizo sobre las imágenes originales. 

Otro inhibidor utilizado para la caracterización de los puncta en raíces que expresan 

PvSYMRK-EGFP es Tirfostina A23 (TyrA23), un inhibidor de endocitosis mediada 

por clatrina. TyrA23 se ha utilizado ampliamente para probar la endocitosis de 

cargos de la membrana plasmática. Su efecto inhibidor se basa en la interrupción 

de la endocitosis dependiente de clatrina mediante el bloqueo de la interacción entre 

la subunidad µ2 del complejo adaptador AP2 y un cargo de la membrana plasmática 

(Kleine-Vehn et al., 2011; Beck et al., 2012; Irani et al., 2012; Kim et al., 2013). Estas 
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interacciones están mediadas por señales de endocitosis, como el motivo lineal 

YXXØ, que está presente en los dominios citosólicos de las proteínas 

transmembranales (Banbury et al., 2003; Sorkin, 2004; Ortiz-Zapater et al., 2006; 

Robinson et al., 2008; Traub y Bonifacino, 2013; Liu et al., 2020).  

Los resultados obtenidos en el análisis por microscopía indican que las raíces 

transgénicas incubadas con TyrA23 (50 µM) presentan una disminución paulatina 

de los puncta, mientras que aparentemente, la fluorescencia asociada a la 

membrana plasmática aumenta (Fig. 9). Se alcanzó una reducción de 

aproximadamente 40-50% después de 20-30 min de tratamiento con TyrA23 (Fig. 9 

d), alcanzando los valores más bajos en el punto de tiempo de 60 min (27%). Estos 

resultados refuerzan la noción de que PvSYMRK-EGFP puede participar en la ruta 

endocítica dependiente de clatrina.  

 
Figura 9. La densidad de puncta que contienen PvSYMRK-EGFP disminuye en células 
epidermales tratadas con el inhibidor de endocitosis TyrA23 50 μM (Tirfostina A23). (a-c) 
Las imágenes confocales de la epidermis de la raíz transgénica de P. vulgaris que expresan 
PvSYMRK-EGFP se capturaron a diferentes tiempos para determinar el efecto del inhibidor 
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con respecto al número relativo de puncta por 1000 µm2 (%) de área en células epidermales. 
(d) Cuantificación de puncta en las células tratadas con TyrA23, el 100% corresponde al 
valor de puncta por 1000 µm2 en t=0 (TyrA23, 7.94±0.48, n=10 células). Los datos son de 
3-4 plantas de experimentos independientes. Las barras indican la media ± SEM. El análisis 
ANOVA unidireccional de varianza en rangos y comparaciones múltiples (método de Tukey) 
mostró una diferencia estadística en P < 0.001. Imágenes capturadas utilizando un 
microscopio de disco giratorio confocal Marianas 3I Zeiss Observer Z.1 tipo invertido 
(LNMA, Instituto de Biotecnología - UNAM). Las imágenes están editadas con el sotware 
Image J, pero la cuantificación se hizo sobre las imágenes originales. 

Para corroborar el efecto específico de TyrA23 sobre la endocitosis mediada por 

clatrina en plantas se utiliza, como control negativo, un compuesto análogo que no 

posee actividad inhibitoria sobre endocitosis, Tyr51. Este compuesto fue utilizado a 

la misma concentración que TyrA23 (50 µM) sobre la raíz de plantas transgénicas 

que expresan PvSYMRK-EGFP. El análisis minucioso de las células de la epidermis 

y del córtex, tratadas con Tyr51, no mostró cambios significativos sobre el número 

de puncta a lo largo de 1 hora de análisis (Fig. 10), esto confirma la especificidad 

del efecto de TyrA23 sobre la disminución del patrón punteado de PvSYMRK-EGFP. 
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Figura 10. La densidad de puncta que contienen PvSYMRK-EGFP no cambia en células 
epidermales tratadas con el inhibidor de endocitosis Tyr51 50 μM (Tirfostina 51). (a-c) Las 
imágenes confocales de la epidermis de la raíz transgénica de P. vulgaris que expresan 
PvSYMRK-EGFP se capturaron a diferentes tiempos para determinar el efecto del inhibidor 
con respecto al número relativo de puncta por 1000 µm2 (%) de área en células epidermales. 
(d) Cuantificación de puncta en las células tratadas con Tyr51, el 100% corresponde al valor 
de puncta por 1000 µm2 en t=0 (Tyr51, 12.28±0.99 n=9 células). Los datos son de 3-4 
plantas de experimentos independientes. Las barras indican la media ± SEM. El análisis 
ANOVA unidireccional de varianza en rangos y comparaciones múltiples (método de Tukey) 
no mostró una diferencia estadística en P < 0.001, (P = 0.37). Imágenes capturadas 
utilizando un microscopio de disco giratorio confocal Marianas 3I (Zeiss Observer Z.1 tipo 
invertido (LNMA, Instituto de Biotecnología - UNAM). Las imágenes están editadas con el 
sotware Image J, pero la cuantificación se hizo sobre las imágenes originales. 

Continuando con la caracterización de los puncta de PvSYMRK-EGFP, se consideró 

importante analizar si alguna fracción de los puncta observados pudiera estar 

relacionado con el transporte de la proteína PvSYMRK-EGFP sintetizada de novo. 

Es decir, en tránsito por la ruta secretoria, entre retículo endoplásmico - aparato de 

Golgi - membrana plasmática, y no proveniente de un evento endocítico. 

Con este propósito, raíces transgénicas que expresan PvSYMRK-EGFP fueron 

incubadas en presencia de 50 µM de cicloheximida (CHX), un inhibidor de la síntesis 
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de proteínas en células eucariontes. El análisis mostró que durante los primeros 20 

min de incubación no hay un cambio aparente en el patrón de puncta asociado a 

PvSYMRK-EGFP, sin embargo, a partir de 30-40 min post-incubación con CHX se 

observa una clara tendencia a disminuir (54 y 44% respectivamente) el número de 

puncta (Fig. 11), sin que el patrón desaparezca por completo.  

 
Figura 11. La densidad de puncta que contienen PvSYMRK-EGFP se reduce en células 
epidermales tratadas con el inhibidor de la síntesis de proteínas CHX 50 μM (cicloheximida). 
(a-c) Las imágenes confocales de la epidermis de la raíz transgénica de P. vulgaris que 
expresan PvSYMRK-EGFP se capturaron a diferentes tiempos para determinar el efecto 
del inhibidor con respecto al número relativo de puncta por 1000 µm2 (%) de área en células 
epidermales. (d) Cuantificación de puncta en las células tratadas con CHX, el 100% 
corresponde al valor de puncta por 1000 µm2 en t=0 (CHX, 7.72±0.68, n=7 células). Los 
datos son de 3-4 plantas de experimentos independientes. Las barras indican la media ± 
SEM. El análisis ANOVA unidireccional de varianza en rangos y comparaciones múltiples 

(método de Tukey) mostró una diferencia estadística en P < 0.001. Imágenes capturadas 
utilizando un microscopio de disco giratorio confocal Marianas 3I (Zeiss Observer Z.1 tipo 
invertido (LNMA, Instituto de Biotecnología - UNAM). Las imágenes están editadas con el 
sotware Image J, pero la cuantificación se hizo sobre las imágenes originales. 

Por lo tanto, dos poblaciones de puncta fluorescentes parecen estar presentes en 

las células epidermales tipo "nonhair": un grupo (de aproximadamente el 60% de 
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los puncta) sensible a CHX, involucrado en el transporte de PvSYMRK-EGFP recién 

sintetizado, y un grupo menor resistente a CHX, que puede corresponder a puncta 

enriquecidos en PvSYMRK-EGFP en tránsito entre la membrana plasmática y el 

compartimento TGN/EE (red trans-Golgi/endosoma temprano) o reciclando hacia la 

membrana plasmática. Es relevante notar que la fluorescencia de PvSYMRK-EGFP 

en la membrana plasmática no se vió afectada por el tratamiento con los inhibidores 

BFA, IKA, TyrA23 y CHX (Fig. 12), lo que pudiera estar reflejando una baja tasa de 

recambio de PvSYMRK-EGFP en estas células. 

 
Figura 12. La señal de PvSYMRK-EGFP en la membrana plasmática de células 
epidermales tipo "nonhair" no se ve afectada por el tratamiento con inhibidores de 
endocitosis, tráfico vesicular y síntesis de proteínas. La intensidad de fluorescencia relativa 
intracelular de la membrana plasmática se determinó como lo describen Luo y Russinova 
(2017). Los datos provienen de células representativas tratadas con inhibidores CHX 
(ciclohexamida), IKA (ikarugamicina), Tyr A23 (tirfostina A23), Tyr51 (tirfostina 51) y BFA 
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(brefeldina A), como se describe en las Figuras 6-11. Los valores y las barras son valores 
medios en + SEM, n=7 células. El análisis ANOVA unidireccional de varianza en rangos y 
comparaciones múltiples no mostró diferencias estadísticas significativas. 

Es fundamental recordar que, hasta este punto, el efecto de inhibidores de tráfico 

vesicular ha sido evaluado en células epidermales tipo "nonhair" de raíces 

transgénicas no inoculadas con bacteria simbiótica alguna, ni incubadas con algún 

elictor simbiótico (como los factores Nod). Por lo que el efecto inhibitorio observado 

corresponde a la dinámica del receptor quimérico PvSYMRK-EGFP en un estado 

celular basal (“steady state”) de endocitosis constitutiva. Resta analizar el efecto de 

estos inhibidores en raíces transgénicas inoculadas con R. tropici o R. etli, u otro 

tipo de simbionte como las micorrhizas y determinar si afecta las características del 

patrón punteado y la posible endocitosis PvSYMRK-EGFP.  

6.3 Efecto de las mutaciones T589A, K618E y ∆YKTL en la endocitosis de 

PvSYMRK-EGFP 

El análisis de la relación estructura-función de RLKs de plantas (por ejemplo, FLS2, 

BRI1y BAK1) y transportadores transmembranales BOR1 y PIN, entre otros, 

demostró que residuos treonina (T) y del motivo tipo YXXΦ, presentes en la región 

yuxtamembranal intracelular (YXMi), tienen un papel central en la actividad de 

autofosforliación y endocitosis de este tipo de receptores (Robatzek et al., 2006; 

Geldner et al., 2007; Gruszka 2013). En el caso de SYMRK, en un estudio in vitro 

se demostró que el residuo T593 de la región YXMi de LjSYMRK (T589 en 

PvSYMRK, Fig. 13) está asociado a su actividad de autofosforilación (Yoshida y 

Parniske, 2005). Por otro lado, al analizar la estructura primaria de diferentes 

proteínas SYMRK se identificó la secuencia YKTL (residuos 592-595 en PvSYMRK, 

Fig.13), un potencial motivo tipo marcaje ("sorting" en inglés) de internalización o 

endocitosis (Banbury et al. 2003; Robatzek et al. 2006; Geldner et al., 2007; Liu et 

al., 2020).  
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Figura 13. Representación de pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP y alineamiento de fragmento 
de secuencias. (a) Representación esquemática del cassette de expresión 
pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP en el que se indica la posición de los residuos sustituidos y 
el tetrapéptido YKTL. pPvSYMRK, secuencia promotora (1622 pb); PvSYMRK, polipéptido 
de 919 residuos de aminoácidos que constituyen la proteína PvSYMRK; MLD, dominio tipo 
malectina; LRR, región con repeticiones ricas en leucina; TMD, dominio transmembranal; 
YXMi, yuxtamembranal intracelular; NCS, secuencia no conservada; EGFP, secuencia 
peptídica de GFP en fusión con PvSYMRK. (b) Alineamiento de fragmento de secuencias 
en aminoácidos de Medicago truncatula DMI2 (Medtr5g030920), Lotus japonicus SYMRK 
(AF492655), Phaseolus vulgaris SYMRK (Phvul.002G143400) y Glycine max SYMRK 
(Glyma01g02451). Se indican las secuencias TMD (línea verde), YXMi (línea negra), el sitio 
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de unión a ATP (línea azul, marcada con un asterisco) presente en el dominio I y el motivo 
de fosfotransferencia VAVK (línea azul, marcada con dos asteriscos). Los residuos que 
fueron sustituidos o eliminados en este estudio están enmarcados en rojo. 

De donde, para explorar las funciones del "fosfo-código" del residuo T589, del 

tetrapéptido YKTL y del residuo catalítico K618 (equivalente a K622 y K625 en 

LjSYMRK y AhSYMRK, respectivamente, Fig. 13) en la endocitosis de PvSYMRK, 

se generaron las versiones mutadas PvSYMRK(T589A)-EGFP (no fosforilable), 

PvSYMRK(∆YKTL)-EGFP y PvSYMRK(K618E)-EGFP (con pérdida de actividad 

cinasa o cinasa muerta/inactiva, KD por sus siglas en inglés kinase death). 

Al analizar las células epidermales tipo "nonhair" en las raíces transgénicas que 

expresan las versiones mutadas de PvSYMRK-EGFP, se encontró que el número 

de estructuras puncta es inferior al observado en las raíces control que expresan la 

versión tipo silvestre de PvSYMRK-EGFP (Fig. 14). Como información 

complementaria a los resultados descritos, se reporta que la serie de mutaciones 

propuestas a evaluar incluía la sustitución T756A, equivalente a LjSYMRK T760A, 

potencialmente involucrada en la activación de SYMRK dependiente de 

fosforilación. Sin embargo, y aún cuando se han utilizado 15 clonas independientes 

de A. rhizogenes K599 que portan una de las dos construcciones pK2GW7-

pPvSYMRK::PvSYMRK(T756A)-EGFP-p35S::LifeAct-mTurquoise2 generadas, no 

se logró la obtención de las raíces pilosas correspondientes.  
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Figura 14. Las mutaciones T589A, K618E y ∆YKTL afectan la endocitosis constitutiva de 
PvSYMRK-EGFP. En PvSYMRK, el residuo T589 ocupa la posición que corresponde al 
residuo T593 en LjSYMRK, asociado a su actividad de autofosforilación y es parte del 
"fosfo-código" que regula la actividad cinasa de SYMRK. La mutación T589A es no 
fosforilable. K618, equivalente al residuo K622 en LjSYMRK, es un residuo catalítico 
conservado, presente en el motivo VAVK involucrado en la fosfotransferencia en SYMRK. 
Las mutaciones fosfomímicas como K618E inactivan la actividad de la cinasa SYMRK 
generando una cinasa muerta/inactiva (kinase dead o KD, en inglés). El tetrapéptido YKTL 
está conservado en las proteínas SYMRK. Es un motivo tipo YXXØ, de marcaje de 
proteínas con actividad endocítica, está conservado en varios de los receptores de plantas 
que son endocitados. Las versiones mutantes y de tipo silvestre de PvSYMRK-EGFP se 
expresaron individualmente en raíces transgénicas de P. vulgaris. Se reporta el número de 
puncta fluorescentes en células epidermales. El promedio en el número de puncta por 1000 
µm2 ± SEM son como sigue: de tipo silvestre, PvSYMRK-EGFP, 9.25 ± 0.38, n= 39 células; 
T593A, PvSYMRK(T593A)-EGFP, 3.8±0.43, n= 30 células; K618E, PvSYMRK(K618E)-
EGFP, 2.4±0.25, n= 36 células; ∆YKTL, PvSYMRK(∆YKTL)-EGFP, 3.6±0.36, n= 44 células. 
Los valores son de 3-6 plantas de experimentos independientes. Los valores y las barras 
son la media ± SEM. El análisis ANOVA unidireccional post hoc de comparaciones múltiples 
(método de Tukey) mostró una diferencia estadísticamente significativa (****, P < 0.0001), 
(**, P < 0.01), (*, P < 0.05) respecto a la muestra control ("wild-type”). ns, no hay diferencia 
significativa, P > 0.05.  
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6.4 Endocitosis de PvSYMRK-EGFP en pelos radicales de P. vulgaris en 

respuesta a la inoculación con rhizobia. 

Previo a la evaluación del efecto de la inoculación con rhizobia sobre la distribución 

de PvSYMRK en pelos radicales, establecimos un protocolo para distinguir los pelos 

radicales que responden a la bacteria de los que no responden. Con este fin, se 

tomó ventaja de las propiedades de unión a actina (fragmento LifeAct) de la proteína 

quimérica fluorescente, LifeAct-mTurquoise2, un excelente marcador del perfil de 

citoesqueleto de actina (Vidali et al., 2009), coexpresado con PvSYMRK-EGFP en 

raíces transgénicas. Los pelos radicales que no responden tienen el mismo aspecto 

que los pelos radicales de raíces no inoculadas, lo que significa que son células 

alargadas con un flujo citoplasmático típico en la región subapical y presentan haces 

finos de filamentos de actina, en este caso etiquetados con LifeAct-mTurquoise2, y 

fácilmente visibles por microscopia confocal, como se describió anteriormente 

(Cárdenas et al., 1998; Sieberer y Emons, 2000; Yokota et al., 2009). Mientras que 

los pelos radicales que responden a R. etli CE3 pMP604 (cepa caracterizada por 

Dávila-Delado et al.,2020; ver Anexo 5) se identificaron por la hinchazón de la punta 

del pelo radical y una señal LifeAct-mTurquoise2 (Fig. 15) que se asemeja a la 

acumulación de filamentos de actina fragmentados observados en la zona 

apical/subapical del pelo radical, una respuesta típica en tratamiento con rhizobia y 

factores Nod (Cárdenas et al., 1998; Maekawa-Yoshikawa y Murooka, 2009; Yokota 

et al., 2009). Ambos cambios preceden a la activación de SYMRK y la señalización 

río abajo (Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002; Miwa et al., 2006; Kosuta et al., 

2011).  

Con respecto a su distribución subcelular en los pelos radicales de raíces 

transgénicas no inoculadas con rhizobia, la señal fluorescente de PvSYMRK-EGFP 

se detectó asociada con la membrana plasmática apical en un patrón punteado 

discreto, similar al descrito al caracterizar DMI2 (Riely et al., 2013). También, se 

observaron uno o dos puncta marcados con PvSYMRK-EGFP, dispersos en el 

citoplasma en la zona apical de los pelos radicales (Fig. 15). Por el contrario, en los 

pelos radicales que responden a R. etli CE3 pMP604, la señal fluorescente de 
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PvSYMRK-EGFP desapareció de la membrana plasmática del pelo radical y se 

encontró un número significativamente mayor de puncta marcados con PvSYMRK-

EGFP por pelo radical (Fig. 15 a, b). Este resultado es consistente con el efecto 

observado en la distribución de DMI2-GFP en los pelos radicales de M. truncatula 

tratados con factores Nod (Riely et al., 2013). 

Por otro lado, el mecanismo que media la endocitosis inducida de PvSYMRK-EGFP 

parece estar asociado a la cascada de señalización activada por los factores Nod 

ya que la incubación de las raíces de P. vulgaris con la cepa R. etli CE3 CFNX89, 

incapaz de sintetizar factores Nod (Brom et al., 1992; Corvera et al., 1999), no altera 

el patrón de distribución de PvSYMRK-EGFP (Fig. 15 a, b).  

En conjunto, los datos obtenidos son evidencia sólida que indica la inducción de la 

endocitosis de PvSYMRK-EGFP en los pelos radicales que responden a rhizobia. 

Este patrón también se reportó para FLS2 y BOR1 (Takano et al., 2005; Robatzek 

et al., 2006) con sus respectivos elicitores. 
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Figura 15. La endocitosis de PvSYMRK-EGFP se induce en los pelos radicales de P. 
vulgaris que responden a la inoculación de R. etli. (a, c y d) Imágenes representativas de 
pelos radicales de raíces transgénicas que expresan la versión no mutada de PvSYMRK-
EGFP (a), PvSYMRK(K618E)-EGFP (c) o PvSYMRK(ΔYKTL)-EGFP (d). (b) gráfica del 
número de puncta fluorescentes presentes en los pelos radicales analizados. (a, c y d) 
fluorescencia de versiones quiméricas de PvSYMRK-EGFP no mutada o con mutaciones 
K618E o ΔYKTL (en verde). LifeAct-Turquoise2 (en cian) es un reportero quimérico 
fluorescente, de unión a actina, es una herramienta útil para identificar los pelos radicales 
que responden a rhizobia. Es decir, la respuesta a rhizobia, además de presentar una 
hinchazón en el ápice del pelo radical, incluye el típico rearreglo en el citoesqueleto, 
caracterizado por la acumulación de actina fragmentada en la zona apical/subapical del 
pelo radical radical. En los pelos radicales no inoculados o que no responden a rhizobia, los 
filamentos de actina se ensamblan como haces finos a lo largo del pelo radical y alcanzan 
la punta apical. (a) En los pelos radicales de raíces no inoculadas, PvSYMRK-EGFP (tipo 
silvestre, en verde) está asociado, principalmente, a la membrana plasmática apical del pelo 
radical y, ocasionalmente se observa una estructura tipo puncta fluorescente (0.78 ± 0.22, 
n = 9 pelos radicales, de 7 plantas independientes). En los pelos radicales que responden 
a R. etli CE3 pMP604, PvSYMRK-EGFP desaparece de la membrana plasmática y se 
observa un mayor número de puncta fluorescentes (7±0.6, n=6 pelos radicales, de 4 plantas 
independientes), lo que indica que rhizobia induce la endocitosis de PvSYMRK-EGFP. La 
inoculación con la R. etli CFNX89 (Brom et al., 1992; Corvera et al., 1999), incapaz de 
producir factores Nod, no conlleva la hinchazón del ápice del pelo radical, ni la inducción de 
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la endocitosis de PvSYMRK-EGFP, pero sí un rearreglo del cicloesqueleto de actina. (b, c 
y d) La inoculación con R. etli CE3 pMP604 no induce un aumento en el número de puncta 
fluorescentes observados en los pelos radicales que expresan PvSYMRK(K618E)-EGFP o 
PvSYMRK(ΔYKTL)-EGFP. (b) El número de puncta fue cuantificado y graficado como 
previamente se describió. (c) La actividad endocítica no se induce en respuesta a rhizobia 
en pelos radicales que expresan PvSYMRK(K618E)-EGFP (sin inocular, 0 puncta, n=3 
pelos radicales; inoculados, 0.8±0.8, n=5 pelos radicales) o (d) PvSYMRK(ΔYKTL)-EGFP 
(sin inocular, 0.67±0.33, n=3 pelos radicales; inoculados, 0.78±0.43 pelos radicales). Se 
capturaron imágenes de pelos radicales de raíces transgénicas de P. vulgaris inoculadas 
con R. etli CE3 pMP604 o R. etli CFNX89 a 3 dpi. Los valores y las barras son medias ± 
SEM). El análisis ANOVA unidireccional de varianza en rangos y comparaciones múltiples 
mostró una diferencia estadística (método de Tukey) en P < 0.0001 (****), P > 0.05 (ns).  

Un análisis similar se efectuó en pelos radicales que expresan las versiones 

mutantes de PvSYMRK(K618E)-EGFP y PvSYMRK(∆YKTL)-EGFP, en los que no 

se observó el patrón de respuesta con la versión no mutada de PvSYMRK-EGFP. 

Estos pelos radicales responden a rhizobia, y las proteínas PvSYMRK(K618E)-

EGFP y PvSYMRK(∆YKTL)-EGFP se incorporan y permanecen asociadas a la 

membrana plasmática del pelo radical, pero no se presenta un aumento significativo 

en el número de puncta intracelulares fluorescentes (Fig. 15 b, c, d). Esto refuerza 

los resultados antes descritos que indican que la inducción de la endocitosis de 

PvSYMRK-EGFP es específica de la respuesta a rhizobia, es dependiente de su 

actividad cinasa y requiere de la presencia del motivo endocítico tipo YXXØ, el 

tetrapéptido YKTL.  
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7.- DISCUSIÓN 

El gen SYMRK/DMI2/NORK, y sus potenciales ortólogos en angiospermas, codifica 

para un receptor tipo cinasa, con dominios ricos en leucina, cuya expresión y función 

es específica de raíz y resulta esencial en las interacciones simbióticas entre plantas 

y microorganismos (Markmann et al., 2008; Roy et al., 2020; Vasan et al., 2021; 

Yang et al., 2022; Miyata et al., 2023). Sin embargo, a pesar de sus funciones 

relevantes en estos modelos biológicos, los procesos celulares que vinculan la 

activación de SYMRK con la subyacente cascada de señalización asociada a este 

receptor aún no han sido descritos.  

Para contribuir a la comprensión de los mecanismos celulares implicados en la 

regulación de la actividad de SYMRK, en este proyecto de tesis se aplicó un enfoque 

basado en la visualización de la dinámica subcelular de la quimera PvSYMRK-

EGFP en células epidermales de la raíz de P. vulgaris (Figuras 4-15). La estrategia 

empleada combinó el uso de inhibidores, de mutagénesis sitio-específica y 

microscopía confocal. Los resultados obtenidos demuestran que rhizobia induce la 

endocitosis de PvSYMRK-EGFP en pelos radicales de P. vulgaris. Mientras que en 

las células epidermales tipo “nonhair” de raíces no inoculadas, la endocitosis de 

PvSYMRK-EGFP es constitutiva. Además, proporcionamos información sobre el 

papel desempeñado por el “fosfo-código” del residuo T589, la actividad cinasa 

dependiente de K618 y el motivo lineal YKTL, como reguladores positivos de la 

actividad endocítica de PvSYMRK. 

La etapa inicial de este trabajo se centró en describir la distribución subcelular de 

PvSYMRK-EGFP en las células epidermales de la raíz de P. vulgaris, encontrando 

que el receptor quimérico se asocia a la membrana plasmática de las células 

epidermales tipo "nonhair" y del ápice del pelo radical, así como a estructuras tipo 

puncta intracelulares observadas en ambos tipos celulares (Fig. 4). La inoculación 

con rhizobia induce una redistribución de PvSYMRK-EGFP en pelos radicales que 

presentan filamentos de actina fragmentados en la zona apical (Fig. 15). La 

fragmentación de estos filamentos es una característica de la respuesta del pelo 

radical a la incubación con rhizobia (Cárdenas et al., 1998; Maekawa-Yoshikawa y 
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Murooka, 2009; Yokota et al., 2009). En estas células, PvSYMRK-EGFP 

desaparece de la membrana plasmática y los puncta intracelulares son más 

abundantes en los pelos radicales, un patrón similar al observado en pelos radicales 

de M. truncatula que expresan MtDMI2-GFP y tratados con factores Nod (Riely et 

al., 2013). Estos datos marcaron la pauta para explorar la hipótesis sobre la posible 

endocitosis de SYMRK.  

En células vegetales, la relación funcional entre la distribución dual de RLKs 

asociados a la membrana plasmática y la endocitosis se demostró al estudiar la 

actividad de las proteínas BRI1, FLS2, BOR1 y PIN. Estudios adicionales 

condujeron a la identificación de correceptores, proteínas inhibidoras y otros 

reguladores asociados con la endocitosis de receptores en plantas (Robatzek et al., 

2006; Dhonukshe et al., 2007; Geldner et al., 2007; Kleine-Vehn et al., 2011; Beck 

et al., 2012; Irani et al., 2012; Liu et al., 2020).  

Para sustentar la hipótesis sobre la actividad endocítica de PvSYMRK-EGFP, 

consideramos imperativo documentar la función de residuos conservados en 

SYMRK y el efecto de inhibidores específicos de endocitosis y de tráfico vesicular y 

la función de residuos en la distribución subcelular de PvSYMRK-EGFP (Figs. 6-

11). Se encontró que el tratamiento con IKA o TyrA23, disruptores de CME (Onelli 

et al., 2008; Elkin et al., 2016), y la eliminación del tetrapéptido YXXØ 

(PvSYMRK(∆YKTL)-EGFP; Figs. 8, 9, 14, 15) tienen un efecto perjudicial sobre el 

número de puncta que contienen PvSYMRK-EGFP, lo que indica que PvSYMRK-

EGFP es endocitado vía CME. El motivo YXXØ, blanco del inhibidor TyrA23, es el 

sitio de unión para la subunidad μ2 del complejo adaptador AP2 de la maquinaria 

CME (Kadlecova et al., 2017). La función del motivo YXXØ en CME se describió 

originalmente en células de mamíferos (Banbury et al., 2003). Pronto se hizo 

evidente que tiene una función similar en la CME de las plantas. Mutaciones 

puntuales en el motivo YXXØ afectan la CME de LeEix2 (Bar y Avni 2009) y OsNAS2 

(enzima transmembranal nicotianamina sintasa de arroz; Nozoye et al., 2014). 

Recientemente se reportó que la endocitosis de BRI1 es inducida, en parte, por la 

unión del motivo BRI1 YKAI a la subunidad µ del complejo adaptador AP2 (Liu et 
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al., 2020). En una situación análoga, la actividad de la cinasa y la respuesta de 

autoincompatibilidad funcional en el receptor SRKb fueron abolidas por la 

sustitución Y600A en el motivo YEYL (Yamamoto et al., 2018). El motivo YXXØ 

también se ha conectado con la endocitosis y la localización polar de BOR1 (Takano 

et al., 2010) y los transportadores de auxina PIN (Glanc et al., 2018). En raíces con 

baja disponibilidad de boro (B), el exportador vegetal de B, BOR1 tiene una 

localización polar distintiva en la membrana plasmática, mientras que, en alta 

disponibilidad de B, el exportador se endocita y degrada rápidamente (Takano et 

al., 2010). La sustitución triple, Y-por-A, en los motivos YXXØ conduce a la 

localización apolar de la proteína BOR1 mutada en condiciones de bajo B, y no hay 

endocitosis ni degradación de BOR1 cuando se aumenta concentración de B 

(Takano et al., 2010). Si bien los mecanismos subyacentes aún no han sido 

descifrados por completo, se sabe que la localización polar específica de las 

proteínas PIN depende de CME, reciclaje endosómico y transporte vesicular 

polarizado, lo que determina una dinámica translocación de PIN entre los diferentes 

lados de la célula (Glanc et al., 2018; Zwiewka et al., 2019). El bucle hidrofílico 

(citoplásmico) de todos los PIN largos contiene de tres a cuatro motivos YXXØ 

(Huang et al., 2010). Las sustituciones Y por A en los motivos YXXØ en PIN1 altera 

la unión del transportador a las adaptinas µ en ensayos in vitro (Sancho-Andrés et 

al., 2016). 

Adicionalmente, en este trabajo se demostró que, en las células epidermales de 

raíces tratadas con brefeldina A (BFA), en PvSYMRK-EGFP se acumula en 

estructuras subcelulares que se asemejan a compartimentos inducidos por BFA 

(Figs. 6, 7). Por lo tanto, la homeostasis de PvSYMRK-EGFP en la membrana 

plasmática de las células epidermales pudiera implicar un paso de reciclaje 

endosómico, como es el caso de BRI1, FLS2, BOR1, PIN1/PIN2 y FERONIA 

(Robatzek et al., 2006; Geldner et al., 2007; Dhonukshe et al., 2007; Lam et al., 

2009; Kleine-Vehn et al., 2011; Beck et al., 2012; Irani et al., 2012; Liu et al., 2020). 

Además, se encontró que la mutación no fosforilable T589A compromete la 

endocitosis de PvSYMRK-EGFP (PvSYMRK(T589A)-EGFP Fig. 15). Se sabe que 

T593, equivalente a PvSYMRK T589, es fundamental para la activación - 
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dependiente de la fosforilación - de LjSYMRK (Yoshida y Parniske 2005). Por lo 

tanto, es plausible que la eficiencia de la endocitosis PvSYMRK-EGFP dependa del 

"fosfo-código" de T589. El estado de fosforilación de residuos Thr y Ser ubicados 

en la región yuxtamembranal intracelular (YXMi), es relevante para la endocitosis 

del importador de boro AtNIP5; 1 (Thr en las repeticiones TPG; Takano et al., 2010; 

Bertoni 2017) y el transportador de metales AtNRAMP (Ser20; Castaings et al., 

2021). En qué medida el "fosfo-código" de T842 y T872 en BRI1 (Wang et al., 2005; 

Oh et al., 2012), T867 en FLS2 (Robatzek et al., 2006) y T680, T705 en XA21 (Chen 

et al., 2010) están relacionados con su actividad endocítica es una cuestión que 

queda por explorar. 

Otro aspecto interesante, la mutación K618E (cinasa muerta/inactiva) previene la 

endocitosis de PvSYMRK-EGFP (PvSYMRK(K618E)-EGFP, Fig. 14), lo que denota 

una relación funcional entre un receptor completamente activo y la endocitosis. 

Aunque tal relación no se ha abordado directamente en otras RLK de plantas que 

presentan endocitosis, el efecto inhibidor de los mutantes tipo cinasa 

muerta/inactiva en la vía de señalización de algunos RLKs abre la puerta a algunas 

propuestas. Por ejemplo, al analizar la mutante cinasa muerta/inactiva BRI1 

(K911E) KD, fue evidente que la actividad cinasa de BRI1 es crucial para la 

ubiquitinación de BRI1, un paso crítico en la endocitosis de BRI1 (Liu et al., 2020). 

Además, la interacción funcional entre BRI1 y su correceptor, BAK1, es defectuosa 

en plantas que expresan BRI1 KD o BAK1 KD (Wang et al., 2005). Por el contrario, 

la actividad cinasa de BAK1 no es necesaria para la inducción dependiente de flg22, 

de la formación del complejo FLS2-BAK1 KD, pero bloquea la activación de la 

señalización río abajo (Schulze et al., 2010).  

Actualmente, la endocitosis inducida por una RLK asociada a la membrana 

plasmática se describe como un proceso celular involucrado en un paso específico 

de la comunicación molecular entre el exterior y el interior de la célula. En este caso, 

la endocitosis generalmente se induce mediante la unión de un ligando o inductor 

externo específico de RLK, que desencadena la activación o la inhibición de la 

respectiva vía de señalización posterior dependiente de RLK (Claus et al., 2018). 
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Por lo tanto, es razonable postular que la endocitosis de SYMRK inducida por 

rhizobia modula la duración y amplitud de la vía de señalización dependiente de 

SYMRK, esencial para la infección epidermal. En ese sentido, la identificación de 

las señales moleculares que desencadenan la endocitosis de SYMRK es crucial. 

Los datos obtenidos en este trabajo proporcionan algunas pistas en esa dirección. 

La endocitosis de PvSYMRK-EGFP inducida por rhizobia parece depender de los 

factores Nod, ya que no se induce en los pelos radicales en respuesta a la cepa R. 

etli CFNX89, deficiente en factores Nod (Fig. 15). Cabe mencionar que la 

observación del reordenamiento del citoesqueleto de actina en respuesta a R. etli 

CFNX89 fueron inesperados, ya que contrastan con el conocimiento actual que 

marca que tal rearreglo en los filamentos de actina se presenta en respuesta a la 

exposición de factores Nod exógenos (Sieberer y Emmons 2000; Timmers 2008; 

Yokota et al., 2009; Liang et al., 2021). No obstante, sería interesante explorar la 

posibilidad de que una señal molecular bioactiva, diferente a los factores Nod, 

pudiera estar involucrada en el mecanismo de reordenamiento del citoesqueleto. 

Una opción aún no explorada, es el potencial que pudieran tener los 

exopolisacáridos (EPS) y lipopolisacáridos (LPS) sintetizados por rhizobia (Jones et 

al., 2008; Maillet et al., 2020; Acosta-Jurado et al., 2021) como elicitores de la 

despolimerización de actina. Tal actividad ha sido asociada a la inmunidad en 

plantas (Zipfel y Oldroyd 2017; Sassmann et al., 2018; Wang et al., 2022).  

Otro aspecto para tener en cuenta es la presencia de un dominio tipo MLD (malectin-

like domain) y regiones LRR en el ectodominio SYMRK, lo que ha sugierido que un 

oligosacárido, o un oligopéptido, pudieran tener una actividad de ligando de este 

receptor (Kosuta et al., 2011; Antolín-Llovera et al., 2014a; Li et al., 2018).  

En este sentido, según Antolín-Llovera et al., (2014b) en raíces de L. japonicus 

inoculadas con rhizobia, LjSYMRK forma un heterodímero con el correceptor de 

factores Nod LjNFR5. Tal interacción parece estar mediada por los LRR de 

LjSYMRK, mientras que, en raíces no inoculadas, MLD impide la interacción 

LjSYMRK/LjNFR5 y promueve la degradación de LjSYMRK. Si la endocitosis 

inducida por PvSYMRK-EGFP depende del ectodominio PvSYMRK o depende de 
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la interacción PvSYMRK/PvNFR5 son preguntas importantes que deberán ser 

abordadas en estudios futuros. El disponer de ligandos específicos de los 

receptores BRI1, FLS2, CERK, BOR1 y LeEix2, respectivamente, fue un elemento 

crucial en la identificación de correceptores e inhibidores y descifrar la dinámica de 

inducción de la endocitosis de estos, y otros receptores (Sharfman et al., 2011; 

Bücherl et al., 2017; Erwig et al., 2017; Hutten et al., 2017; Bozsoki et al., 2020; Liu 

et al., 2020; Yoshinari et al., 2021). Por lo que, la identificación del ligando de 

PvSYMRK es sin duda fundamental para futuros estudios sobre los mecanismos 

moleculares y las rutas de tráfico involucradas en la regulación de la endocitosis de 

PvSYMRK-EGFP inducida por rhizobia y, por lo tanto, en la disección de los detalles 

de la señalización simbiótica desencadenada por SYMRK. 

Por otro lado, la caracterización de interacciones proteína-proteína moduladas por 

la unión de ligandos o por la asociación de proteínas tipo MLD, LRR, LysM, entre 

otras, es tema actualmente en estudio, tal es el caso de Malectin-Like/LRR-RLK 

IOS1, CAMEL (Canalization-related Auxin-regulated Malectin-type RLK)–CANAR 

(Canalization-related Receptor-like kinase), y un creciente número de receptores de 

plantas actualmente en estudio (Schallus et al., 2008; Yeh et al., 2016; Franck et al., 

2018; Xi et al., 2019; Hajný et al., 2020).  

Respecto a la posible interacción de SYMRK con un correceptor, en un estudio 

reciente se documentó la relación funcional entre SYMRK y BAK1, implicada en la 

supresión rhizobiana de la respuesta inmune de las plantas (Feng et al., 2021). 

BAK1/SERK3 es un correceptor versátil que forma heterodímeros con diversos 

RLKs, como BRI1, FLS2, EFR, BIR1, PEPR1/PEPR2, entre otros (Chinchilla et al., 

2009). Por lo tanto, BAK1 juega un papel central en los procesos asociados con la 

regulación, el desarrollo, la muerte celular programada y las respuestas inmunes de 

las hormonas vegetales (Gao et al., 2019; Mao y Li 2020). Por otro lado, el 

conocimiento actual indica que la señalización de la rhizobia se produce a través de 

factores Nod y elicitores tipo MAMP (patrón molecular asociado a microbios), que 

activan transitoriamente una respuesta de inmunidad desencadenada por MAMP o 

MTI (siglas de MAMP-triggered immunity). Así mismo existen datos que sugieren 
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que los factores Nod están implicados en la supresión de la respuesta inmune de 

las plantas (Antolín-Llovera et al., 2014a; Cao et al., 2017; Yang et al., 2022).  

En perspectiva, los desafíos futuros en el estudio de SYMRK se centrarán en la 

identificación del ligando de PvSYMRK, un paso fundamental hacia descifrar la 

relación funcional y celular entre la activación de SYMRK, la endocitosis inducida 

por rhizobia, la consecuente activación molecular de la cascada de señalización y 

la interacción SYMRK-BAK1, asociada con la respuesta inmune y los procesos de 

infección en las etapas iniciales de nodulación. Otro aspecto relevante, consiste en 

extrapolar el conocimiento adquirido a receptores SYMRK de otras leguminosas, en 

la relación simbiótica planta-micorrhizas y planta-patógeno. 
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8.- CONCLUSIONES 

PvSYMRK-EGFP tiene una actividad endocítica dual: constitutiva, en células 

epidermales de la raíz de P. vulgaris no inoculada, e inducida en los pelos que 

responden a rhizobia y requiere de factores Nod. Ambas actividades endocíticas 

son dependientes del "fosfo-código" o fosforilación del residuo treonina en la 

posición 589 en PvSYMRK (LjT593); la actividad cinasa de PvSYMRK es otro 

elemento esencial en la endocitosis constitutiva e inducida de este receptor, tal 

como lo indican la disminución en la internalización de la cinasa muerta/inactiva 

PvSYMRK(K618E)-EGFP.  

La eliminación del motivo tipo YXXØ presente en PvSYMRK (PvSYMRK(∆YKTL)-

EGFP) conduce a una significativa reducción de la actividad endocítica dual de 

PvSYMRK, lo que sustenta que el tetrapéptido YKTL es un motivo endocítico que 

etiqueta a SYMRK como blanco de interacción con la subunidad µ del complejo 

adaptador AP2 y formación de la vesícula endocítica recubierta de clatrina. El efecto 

de los inhibidores IKA y TyrA23 sobre la internalización de PvSYMRK-EGFP 

refuerza la propuesta de una endocitosis mediada por clatrina. 

En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo confirman la hipótesis 

planteada y abre nuevos paradigmas. El demostrar la endocitosis de SYMRK es 

una contribución significativa a la comprensión de los mecanismos celulares que 

regulan la función de este receptor. También plantea futuros desafíos orientados a 

descifrar los mecanismos moleculares y celulares asociados a la endocitosis de 

SYMRK inducida por rhizobia y la identificación de ligandos, coreceptores, 

reguladores, entre otros. 
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9.- PERSPECTIVAS 

Los resultados de este proyecto plantean una serie de paradigmas que pudieran 

ser abordados utilizando algunas de las siguientes estrategias: 

1. Con el objetivo de identificar la localización de los puncta encontrados se 

puede realizar un análisis comparativo de la distribución de PvSYMRK-EGFP 

en compartimentos tipo post-TGN/EE y endosomas de reciclaje en células 

epidermales de raíz de P. vulgaris pre- y post-inoculados con rhizobia y 

tratados con con inhibidores de trafico vesicular y endocíticos BFA, IKA, 

TyrA23 y CHX.  

2. Realizar un análisis comparativo del transcrito de PvSYMRK y de genes cuya 

expresión se induce al inicio de la nodulación (por ejemplo, NIN, ENOD40 y 

ERN1) en pelos radicales de frijol incubados con cepas de rhizobia 

productoras o defientes en la síntesis y secreción de factores Nod. Este 

análisis nos permitirá investigar la temporalidad y dinámica de las respuestas 

involucradas en este proceso. 

3. Explorar si la infección con hongo micorrhizicos y patógenos induce la 

endocitosis de PvSYMRK-EGFP.  

4. Caracterizar la endocitosis de SYMRK en raíces de otras leguminosas 

inoculadas con rhizobia. 

5. Identificar la posible interacción entre PvSYMRK y el correceptor BAK1, como 

parte del mecanismo que induce la endocitosis de PvSYMRK. 

6. Identificar los posibles ligandos extracelulares de PvSYMRK, y analizar si 

estos inducen la endocitosis de PvSYMRK. 
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11.- ANEXOS 

ANEXO 1 
 
11.1 Generación de la construcción pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP con 
marcador de selección LifeAct-Turquoise2. 
 
En ensayos previos usando la construcción ilustrada en la Fig. 16, la cual dirige la 
expresión del cassette pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP, se encontró que la 
fluorescencia emitida por la quimera PvSYMRK-EGFP (≈130 kDa) no es lo 
suficientemente intensa para distinguir y disectar las raíces no transgénicas de las 
trasngénicas. Por lo cual, se decidió generar una estrategia para co-expresar un 
marcador de selección fluorescente y pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP de manera 
independiente en el mismo vector. 
 

 
Figura 16. Esquema del vector de expresión pH7FWG2-pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP.  

 
11.1.1 Generación de la construcción 35S::LifeAct-Turquoise2. 
 
El primer paso fue seleccionar una proteína fluorescente como marcador de 
selección. Entre las proteínas fluorescentes de elección, nos hemos limitado a 
aquellas cuyos cassettes de expresión están disponibles en nuestra institución de 
trabajo. El segundo criterio está relacionado con la posibilidad de analizar en 
paralelo la distribución del marcador FM4@-64 (fluorescente en rojo, ver Tabla 3) 
en pelos radicales que expresen PvSYMRK-EGFP, por lo cual, hemos optado por 
expresar a la proteína Turquoise2 (fluorescente en azul, Tabla 3) en la siguiente 
modalidad: fusionada al péptido de unión a actina, LifeAct (Vidali et al., 2009, Tesis 
de Maestría de Alfredo Bañuelos, 2012), de donde, además de servir como 
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marcador de selección, la quimera LifeAct-Turquoise2 permitirá analizar la dinámica 
de PvSYMRK-EGFP con respecto al citoesqueleto de actina. 
 

Tabla 3. Espectros de excitación y emisión de sondas fluorescentes a utilizar en este 
trabajo. 

Sonda Fluorescente  λext (nm) λemi (nm)   

FM4@64 515 640 

EGFP 495 515 

Turquoise2 434 474 

 
En la estrategia diseñada, la expresión del cassette quimérico LifeAct-Turquoise2 
esta bajo el control transcripcional del promotor constitutivo 35S. La generación de 
esta construcción se llevó a cabo por PCR utilizando como templado el plásmido 
pmTurquoise2-ER (Goedhart et al., 2012; que codifica para Turquoise2 con 
secuencia de retención en retículo endoplásmico o KDEL), amablemente donado 
por el Dr. Takuya Nishigaki (IBT-UNAM), como a continuación se describe: 
 

1) Para generar un fragmento de DNA quimérico que codifique para la proteína 
de fusión LifeAct-Turquoise2, se utilizaron los siguientes oligonucleótidos 
(ver Tabla 2 y Fig. 17): a) LifeAct LUP, mega oligonucleótido cuyo extremo 5’ 
comprende los 51 nucleótidos que codifican para Life-Act, en fase de lectura 
abierta con los 15 nucleótidos del extremo 5’ de la secuencia codificante de 
Turquoise2. b) mCherry LW, oligonucleótido complementario (anti-sentido) al 
extremo 3’ de la secuencia codificante de Turquoise2 (sin terminación KDEL) 
e introduce un codón de paro. 
 

 
Figura 17. Esquema de la quimera LifeAct-Turquoise2. En amarillo se ilustra la secuencia 
correspondiente a LifeAct, y en azul la secuencia de Turquoise2. Las flechas indican la 
posición de los oligonucleótidos empleados para la generación y análisis de la construcción 
LifeAct-Turquoise2, y el número entre paréntesis corresponde al número indicado en la 
Tabla 2. 

 
2) La amplificación por PCR de LifeAct-Turquoise2 resultó en un producto de 

772 pb (Fig. 18), el cual fue clonado en el vector de entrada pENTR™/D-
TOPO® (Invitrogen) para generar la construcción pENTR-LifeAct-
Turquoise2, mediante transformación en E. coli DH5α. El análisis por PCR 
en colonia con los oligonucleótidos LifeActSUP y M13 reverse (específico de 
pENTR™/D TOPO®) permitió la identificación de dos clonas positivas (clonas 
pENTR-LifeAct-Turquoise2.6 y pENTR-LifeAct-Turquoise2.8, Fig. 19). La 
identidad del inserto en plásmidos aislados de ambas clonas (Fig. 20) fue 
confirmado por PCR usando los juegos de oligonucleótidos LifeAct LUP y 
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mCherry LW, y LifeAct SUP en combinación con M13 reverse (Fig. 20 b y c), 
y secuenciación. La Fig. 21 a ilustra la construcción resultante.  

 
 

 
Figura 18. Amplificación de LifeAct-Turquoise2 por PCR. El fragmento se amplificó usando 
los oligonucleótidos LifeAct LUP y mCherry LW, y como templado el plásmido 
pmTurquoise2-ER. Carriles: 1; marcador de peso molecular (kb), 2 y 3; producto de PCR 
LifeAct-Turquoise2 (772 pb), y 4; control negativo (sin templado). 

 

 
Figura 19. Análisis por PCR en colonia de la clonación del fragmento LifeAct-Turquoise2 
en pENTR™/D TOPO®. Oligonucleótidos usados LifeAct SUP y M13 reverse. Amplicón de 
941 pb. Colonias analizadas: C1-C21. (-): control negativo, sin templado. Las flechas 
indican las colonias positivas, C6 y C8. 
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Figura 20. Confirmación de identidad de las clonas pENTR-LifeAct-Turquoise2.6 y pENTR-
LifeAct-Turquoise2.8. a) Plásmidos purificados. Análisis por PCR con oligonucleótidos: b) 
LifeAct LUP y mCherry LW, producto esperado de 772 pb, c) LifeAct SUP y M13 reverse, 
producto esperado de 941 pb. Carriles: 1, marcador de peso molecular (pb); 2, clona 
pENTR-LifeAct-Turquoise2.6; 3, clona pENTR-LifeAct-Turquoise2.8; 4, control negativo, sin 
templado; 5, control positivo (re-amplificación de producto en Fig. 26, pozo 2. Los asteriscos 
indican el producto de amplificación esperado. 

 
 
 

 
 

 
Figura 21. Representación in silico de las construcciones a) pENTR-LifeAct-Turquoise2 y 
b) pK2FGW7-LifeAct-Turquoise2. En cada caso la línea negra interna indica la cobertura 
obtenida por secuenciación de DNA.  

 
 
3) Se seleccionó la clona pENTR-LifeAct-Turquoise2.6 para proceder a la 

recombinación (con LR clonase® II, Invitrogen), del inserto LifeAct-
Turquoise2 en el vector de expresión en plantas pK2GW7. En la construcción 
resultante pK2GW7-LifeAct-Turquoise2 (Fig. 21 b), la expresión de LifeAct-
Turquoise2 esta bajo control del promotor constitutivo 35S y la secuencia de 
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terminación T35S. La mezcla de recombinación fue transformada en E. coli 
DH5α y las colonias fueron analizadas por PCR en colonia usando los 
oligonucleótidos LifeAct SUP y mCherry LW (Fig. 22 a). Tres colonias fueron 
seleccionas (pK2GW7-LifeAct-Turquoise2.8, pK2GW7-LifeAct-Turquoise2.9 
y pK2GW7-LifeAct-Turquoise2.10) y analizadas en detalle por PCR usando 
diferentes juegos de oligonucleótidos (Fig. 22 b). La identidad del fragmento 
recombinado se confirmó por secuenciación.  

 

 
Figura 22. Análisis de la construcción pK2GW7-LifeAct-Turquoise2. A) Identificación de 
clonas positivas por PCR en colonia usando oligonucleótidos LifeAct SUP y mCherry LW, 
producto esperado de 768 pb. Colonias analizadas C1-C11. (-), control negativo, sin 
templado; (+), control positivo (templado): pENTR-LifeAct-Turquoise2.6. Tres clonas 
positivas fueron seleccionadas: pK2GW7-LifeAct-Turquoise2.8, pK2GW7-LifeAct-
Turquoise2.9 y pK2GW7-LifeAct-Turquoise2.10. b) Análisis de clonas positivas por PCR 
con oligonucleótidos: LifeAct SUP y mCherry LW, tamaño esperado de 768 pb, carriles 2-
6; Rs35SUP y mCherry LW, tamaño esperado de 1824 pb, carriles 7-10; RsK2LW y LifeAct 
LUP, tamaño esperado de 1000 pb; carriles 11-14. Carril 1: marcador de peso molecular de 
DNA (pb). Carriles 2, 7, 11 y 15: clona pK2GW7-LifeAct-Turquoise2.8. Carriles 3, 8, 12 y 
16: clona pK2GW7-LifeAct-Turquoise2.9. Carriles 4, 9, 13 y 17: clona pK2GW7-LifeAct-
Turquoise2.10. Carriles 5, 10 y 14: control negativo, sin templado. 

 
11.1.2 Análisis de la expresión de la proteína quimérica fluorescente LifeAct-
Turquoise2 en hojas de Nicotiana benthamiana agroinfiltradas con 
Agrobacterium tumefaciens. 
 
Para analizar la funcionalidad de la construcción LifeAct-Turquoise2, se utilizó el 
sistema de agroinfiltración en hojas de N. benthamiana con clonas de A. 
tumefaciens cepa GB1301 (amablemente donadas por la Dra. Rosario Vera) que 
portan la construcción pK2GW7-LifeAct-Turquoise2.8. Este es un método de 
transformación y expresión transitoria, ampliamente utilizado debido a su sencillez, 
rapidez y fácil análisis por microscopía de fluorescencia cuando el marcador 
reportero es alguna proteína fluorescente (D’Aoust et al., 2008).  

Para los ensayos de agroinfiltración y expresión transitoria en hojas de tabaco, se 
seleccionaron varias clonas de A. tumefaciens transformadas con el plásmido 
pK2GW7-LifeAct-Turquoise2.8 (Fig. 23).  
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Figura 23. Análisis por PCR en colonias de Agrobacterium tumefaciens cepa GB1301 
transformada con la construcción pK2GW7::LifeAct-Turquoise2.8, usando oligonucleótidos 
LifeAct LUP y mCherry LW. El tamaño del producto esperado es de 772 pb. Colonias 
analizadas C1-C22. Las flechas indican las colonias positivas. (+), control positivo: plásmido 
pK2GW7::LifeAct-Turquoise2.8. (-), control negativo, sin templado. 

La observación de las células del pavimento de segmentos de hojas transformadas 
(48 h después de la agroinfiltración) se realizó por microscopía de epifluorescencia 
y de luz transmitida. El flujo citoplasmático observado por microscopía de luz 
transmitida (campo claro) permitió confirmar que las células agroinfiltradas estaban 
vivas. El análisis por microscopía de epifluorescencia de segmentos de hojas 
independientes agroinfiltradas con pK2GW7-LifeAct-Turquoise2.8 mostró pequeñas 
zonas de fluorescencia (Fig. 24), lo que indica que la proteína quimérica 
fluorescente LifeAct-Turquoise2 se expresa. La fluorescencia detectada es 
intracelular, difusa y altamente dinámica, se distribuyó principalmente en la región 
cortical de las células del pavimento, marcando el citoesqueleto de actina cortical, y 
se detectó formando parte de los microfilamentos de actina transcelulares, 
observados como delgados hilos que cruzan la célula (Fig. 24, ver flechas rojas), 
cuya dinámica se aprecia al analizar imágenes en serie, tomadas cada 15 segundos 
durante 5 min. En su conjunto estos resultados confirmaron que la construcción 
pK2GW7-LifeAct-Turquoise2.8 dirige la expresión de la proteína quimérica 
fluorescente LifeAct-Turquoise2. 
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Figura 24. Análisis por microscopía de epifluorescencia de células de pavimento de hojas 
de N. benthamiana agroinfiltradas con A. tumefaciens transformada con pK2GW7-LifeAct-
Turquoise2.8. a-c) Secciones de diferentes hojas agroinfiltradas. Flechas rojas: indican 
microfilamentos de actina transcelulares. La escala representa 20 µm. 

 
11.1.3 Análisis de la expresión de la proteína quimérica fluorescente LifeAct-
Turquoise2 en raíces transgénicas de frijol. 
 
Continuando con la validación de funcionalidad de la construcción pK2GW7-LifeAct-
Turquoise2.8 se generaron raíces transgénicas de frijol mediante transformación 
con Agrobacterium rhizogenes cepa K599 que portan esta construcción (Fig. 25). 
 

 
Figura 25. Análisis por PCR en colonias de A. rhizogenes cepa K599 transformada con la 
construcción pK2GW7::LifeAct-Turquoise2.8, usando los oligonucleótidos LifeAct LUP y 
mCherry LW. El tamaño del producto esperado es de 772 pb. Colonias analizadas C1-C17. 
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(+), Control positivo: plásmido pK2GW7::LifeAct-Turquoise2.8. (-), control negativo, sin 
templado.  

Las raíces pilosas (o “hairy roots”) se generaron según lo descrito en la sección 
Metodología y se analizaron por esteromicroscopía de epifluorescencia con el 
objetivo de identificar cuales raíces presentaban fluorescencia asociada a 
Turquoise2, es decir, eran transgénicas. El análisis minucioso de las raíces pilosas 
mostró que aproximadamente el 20% de las raíces generadas fueron transgéncias 
(Fig. 26 b-f). Mientras que las raíces pilosas generadas con la cepa A. rhizogenes 
K599 no transformada, no presentaron fluorescencia (Fig. 26 a). En conclusión, 
LifeAct-Turquoise2 es un buen marcador de selección de raíces transgénicas.  

 

 
Figura 26. Análisis por estereomicroscopía de epifluorescencia de raíces pilosas de frijol 
transformadas con clonas de A. rhizogenes K599 que portan pK2GW7-LifeAct-
Turquoise2.8. a) Raíces pilosas control generadas con la cepa A. rhizogenes K599 no 
transformada; b-f) raíces pilosas generadas con clonas de A. rhizogenes que portan 
pK2GW7-LifeAct-Turquoise2.8. Las raíces que fluorescen en azul son transgénicas. 

 
En seguida se analizaron, por microscopía de epifluorescencia, los pelos radicales 
de las raíces transformadas. La señal fluorescente se encontró asociada a los 
filamentos de actina que forman una red dinámica que se extienden a lo largo del 
pelo radical (Fig. 27 a y b). Estos resultados son similares a los reportados en la 
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Tesis de Maestría de Alfredo Bañuelos (2012), en donde el péptido de unión a actina 
LifeAct está fusionado a las proteínas fluorescentes mCherry o mEGFP. Los 
resultados obtenidos indican que LifeAct-Turquoise2 es una herramienta útil, no 
solo para seleccionar pelos radicales transgénicos, sino también para estudiar la 
distribución y dinámica in vivo del citoesqueleto de actina en pelos radicales de P. 
vulgaris. 
 

 
Figura 27. Análisis por microscopia in vivo de epifluorescencia de pelos radicales 
transgénicos de P. vulgaris, que expresan LifeAct-Turquoise2. A y b) Pelos radicales de 
raíces de P. vulgaris transformadas con clonas de A. rhizogenes K599 que portan pK2GW7-
LifeAct-Turquoise2.8. Las flechas indican los filamentos de actina asociados a LifeAct-
Turquoise2. La escala representa 20 µm.  

 
11.1.4 Clonación de pPvSYMRK::PvSYMRK en pK2GW7-LifeAct-Turquoise2 
 
Una vez que se analizó la funcionalidad del marcador fluorescente LifeAct-
Turquoise2 en hojas de tabaco agroinfiltradas y en pelos radicales transgénicos de 
frijol, el siguiente paso fue amplificar por PCR el fragmento 
pPvSYMRK::PvSYMRKGFP-T35S presente en la construcción pH7FWG2-
pPvSYMRK::PvSYMRK-GFP para después clonarlo entre los sitios de restricción 
MauBI y SacI del plásmido pK2FGW7-LifeAct-Turquoise2 (Fig. 21) como a 
continuación se describe: 
 

1) Para la amplificación del fragmento pPvSYMRK::PvSYMRK, se utilizaron los 
siguientes oligonucleótidos (ver Tabla 2): a) MaupPvRLK-H5’, oligonucleótido 
cuyo extremo 5’ contiene la secuencia CACC para su clonación en 
pENTR™/D TOPO® y el sitio de restricción MauBI. B) PvECICGFP3Sma, 
oligonucleótido anti-sentido cuyo extremo 3’ contiene el sitio de restricción 
SmaI. 
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2) La amplificación por PCR del fragmento pPvSYMRK::PvSYMRK resultó en 
un producto de 4410 pb (Fig. 28 a), el cual fue clonado (amplicón en carril 1 
Fig. 28 a) en el vector de entrada pENTR™/D-TOPO® (Invitrogen) para 
generar la construcción pENTR-MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma, mediante 
transformación en E. coli DH5α. El análisis por PCR en colonia con los 
oligonucleótidos RL3-2 y RL7-2 (específicos de PvSYMRK) permitió la 
identificación de dos clonas positivas (clonas pENTR-
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma3 y pENTR-
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma5, Fig. 28 b). La identidad del inserto en 
plásmidos aislados solo se confirmó en la clona pENTR-
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma3 por digestión enzimática con MauBI y 
SmaI (Fig. 28 c) y secuenciación (Fig. 29).  
 

 
Figura 28. Etapas de amplificación y clonación de pPvSYMRK::PvSYMRK en pENTR. A) 
Amplificación de pPvSYMRK::PvSYMRK por PCR en gradiente de temperatura a 1) 60°C, 
2) 62°C y 3) 64°C. El fragmento se amplificó usando los oligonucleótidos MaupPvRLK-H5’ 
y PvECICGFP3Sma y como templado el plásmido pH7FWG2-pPvSYMRK::PvSYMRK-
GFP. Carriles: MPM; marcador de peso molecular (kb), 1-3; producto de PCR 
pPvSYMRK::PvSYMRK (4410 pb), y (-); control negativo (sin templado). B) Análisis por 
PCR en colonia de la clonación del fragmento MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma en 
pENTR™/D TOPO®. Oligonucleótidos usados RL3-2 y RL7-2. Amplicón de 703 pb. Colonias 
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analizadas: 1-5. (-): control negativo, sin templado. Los asteriscos indican las colonias 
positivas, 3 y 5. C) Digestión enzimática de pENTR-MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma3 con 
MauBI y SmaI a 30°C y 37°C consecutivamente por 2 horas, 1) producto liberado de 4420 
pb correspondiente a pPvSYMRK::PvSYMRK, asterisco rojo, 2) plásmido sin digerir. 

 
3) El plásmido pENTR-MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma3 (Fig. 29) se utilizó 

para recombinar el inserto MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma en el vector de 
expresión en plantas pK2GW7 y de este modo generar el cassette 
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFP-Ter35S, se obtuvieron 3 colonias 
positivas (pH7FWG2-MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaCol1-3 Fig. 30 a), de 
las cuales solo las colonias 1 y 2 resultaron ser verdaderas positivas 
(revelado por digestión enzimática con MauBI y SmaI, dato no mostrado); la 
identidad de los vectores pH7FWG2-MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaCol1-2 
se confirmó por PCR usando diferentes juegos de oligonucleótidos(Fig. 30 b) 
y por secuenciación (dato no mostrado). 

 

 
 
Figura 29. Representación in silico de la construcción pENTR-
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma3, las líneas negras interna indica la cobertura obtenida 
por secuenciación de DNA. 

 

.  
Figura 30. Etapas de recombinación de MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma en el vector de 
expresión en plantas pK2GW7. A) PCR en colonia de clonas 1) pH7FWG2-
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MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaCol1, 2) pH7FWG2-MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaCol2 
y 3) pH7FWG2-MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaCol3; usando los oligos RL3-4 y 
PvECIGFP3, amplicón de 688 pb, (-) control negativo sin templado, (+) control positivo clona 
pENTR-MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma3. B) Análisis de clonas positivas por PCR con 
oligonucleótidos: carriles 1-4 oligonucleotidos pPvRLKH5´y GW3RLK, amplicón de 1460 
pb, carriles 5-8 oligonucleotidos RL3-1 y RL7-2, amplicón de 1495 pb, carriles 9-12 
oligonucleotidos RL3-2 y RL7-2, amplicón de 694 pb. Carriles 1, 5 y 9 Clona pH7FWG2-
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaCol1, carriles 2, 6 y 10 clona pH7FWG2-
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaCol2, carriles 3, 7 y 11 control negativo sin templado, 
carriles 4, 8 y 12 control positivo clona pENTR-MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma3. 

 
4) Posteriormente se amplificó por PCR el fragmento 

MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFP-Ter35S utilizando los oligos 
MaupPvRLK-H5’ y T35S-SacI que se ancla al Ter35S y que además incluye 
el sitio de restricción SacI, el producto de PCR (Fig. 31 a), se clonó en el 
vector de entrada pENTR™/D-TOPO® (Invitrogen) para generar la 
construcción pENTR-MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35Ssac, 
mediante transformación en E. coli DH5α. El análisis por PCR en colonia, 
mostró que sólo una clona fue positiva (dato no mostrado), pENTR-
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35SsacCol1, la cual se confirmó su 
identidad por digestión enzimática con MauBI y SacI (Fig. 31 b). 

 

 
Figura 31. Etapas de amplificación y análisis de 
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35Ssac en pENTR. A) Amplificación de 
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35Ssac por PCR en gradiente de temperatura a 1) 
55°C, 2) 56°C y 3) 57°C, oligonucleótidos: MauPvSYMRKUP y T35S-SacI, amplicón de 
~5407 pb. B) Digestión enzimática de pENTR-
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35SsacCol1 (carril 1) con MauBI y SacI, productos 
esperados: ~5425 pb, correspondiente al inserto 
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35Ssac y de ~2580 pb, correspondientes al vector 
pENTR. 

 
5) Finalmente los vectores pENTR-

MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35Ssac y pK2GW7-LifeAct-
Turquoise2 se digirieron con las enzimas MauBI y SacI y el producto de 
~5425 pb correspondiente a 
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35Ssac y el producto de ~8926 pb 
correspondiente al vector pK2GW7-LifeAct-Turquoise2 (Fig. 32 a) se ligaron 
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utilizando el kit de ligación Rapid DNA Ligation de Thermo Scientific, de 
acuerdo a las recomendaciones del proveedor, para generar la construcción 
pK2GW7-PvSYMRK-LifeAct-mTurquoise2, mediante transformación en E. 
coli DH5α. Mediante PCR en colonia se seleccionaron 4 colonias positivas 
(dato no mostrado), y se confirmó su identidad por PCR usando diferentes 
juegos de oligonucleótidos (Fig. 32 b), por digestión enzimática con MauBI-
SacI (Fig. 32 c), y MauBI-SmaI (Fig. 32 c) y por secuenciación (Fig. 33). 

 
 

 
Figura 32. Etapas de clonación y análisis de la construcción pK2GW7-PvSYMRK-LifeAct-
mTurquoise2. A) Digestión enzimática de los vectores: carril 1) pK2GW7-LifeAct-
Turquoise2 (productos esperados, ~8926 pb correspondiente al vector pK2GW7-LifeAct-
Turquoise2 y ~1367 pb correspondientes al cassette de Kam) y carril 2) pENTR-
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35Ssac (productos esperados ~5425 pb, 
correspondiente al inserto MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35Ssac y de ~2580 pb, 
correspondientes al vector pENTR) con las enzimas MauBI-SacI. B) Análisis por PCR de 
las clonas pK2GW7-PvSYMRK-LifeAct-mTurquoise2, usando los siguientes juegos de 
oligonucleótidos: carriles 1-6 MaupPvSYMRKH5 y GW3RLK, amplicón de ~1460 pb, 
carriles 7-12 RSGFP3 y RL3-4, amplicón de ~871 pb, carriles 13-18 RL3-3 y RL7-3, 
amplicón de ~694 pb. Carriles 1, 7 y 13 clona pK2GW7-PvSYMRK-LifeAct-mTurquoise2-
14, carriles 2, 8 y 14 clona pK2GW7-PvSYMRK-LifeAct-mTurquoise2-15, carriles 3, 9 y 15 
clona pK2GW7-PvSYMRK-LifeAct-mTurquoise2-16, carriles 4, 10 y 16 clona pK2GW7-
PvSYMRK-LifeAct-mTurquoise2-17, carriles 5, 11 y 17 control negativo sin templado y 
carriles 6, 12 y 18 control positivo clona pENTR-
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35Ssac. C) Digestión enzimática usando las 
enzimas MauBI-SacI (producto esperado ~5425 pb, correspondiente al inserto 
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35Ssac y 8926 pb correspondiente al vector 
pK2GW7-LifeAct-Turquoise2). Carril 1 clona pK2GW7-PvSYMRK-LifeAct-mTurquoise2-14, 
carril 2 clona pK2GW7-PvSYMRK-LifeAct-mTurquoise2-15, carril 3 clona pK2GW7-
PvSYMRK-LifeAct-mTurquoise2-16 y carril 4 clona pK2GW7-PvSYMRK-LifeAct-
mTurquoise2-17. 
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Figura 33. Representación in silico de la construcción pK2GW7-PvSYMRK-LifeAct-
mTurquoise2. La secuencia correspondiente a pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP se confirmó 
completamente por secuenciación. 
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ANEXO 2 
 
11.2 Análisis de pelos radicales de frijol incubados con FM4@64. 
 
Una de las estrategias inicialmente planteadas en este trabajo para evaluar la 
endocitosis de PvSYMRK fue explorar la posible co-localización del marcador 
fluorescente de endocitosis FM4@64 y la quimera PvSYMRK-EGFP. El marcador 
FM4@64 es una sonda lipofílica ampliamente usada para marcar la membrana 
celular, debido a que se intercala en los lípidos de la cara externa de la bicapa 
lipídica, y en este ambiente hidrofóbico es fluorescente. Minutos después, la señal 
fluorescente de FM4@64 se internaliza y distribuye en el citoplasma con un patrón 
punteado, indicativo de un evento de endocitosis. Las condiciones de incubación y 
visualización de FM4@64 en pelos radicales de frijol se han estandarizado en el 
grupo del Dr. Luis Cárdenas Torres, colaborador de nuestro equipo de investigación. 
De manera general, las raíces se montan sobre cajas Petri desechables modificadas 
(en el centro se recorta un rectángulo y el plástico se reemplaza por un 
cubreobjetos) para visualizar los pelos radicales por microscopía in vivo. Se agregó 
FM4@64 (6.6 ng/µl) en la zona de la raíz que presenta pelos radicales de frijol de 
48 hpg, montados en medio Fähraeus líquido, y se observó en el microscopio 
invertido de fluorescencia (epifluorescencia o confocal) utilizando los filtros 
adecuados. Se capturaron imágenes con intervalos de 10 s. La Fig. 34, presenta 
algunas imágenes representativas. Se observó incorporación de FM4@64 en la 
membrana plasmática de un pelo radical a los 5 min post-incubación (Fig. 34 a,); a 
los 10 min (Fig. 34 b), se detectó fluorescencia con un discreto patrón punteado en 
el citoplasma del pelo radical, indicativo de internalización de FM4@64. A tiempos 
más avanzados (20 y 30 min) se observó una mayor acumulación de FM4@64 en 
la zona intracelular apical del pelo radical, potencialmente asociado a la alta 
densidad de vesículas endocíticas/exocíticas en el ápice del pelo radical (Fig. 34 c 
y d). Las imágenes obtenidas fueron procesadas con ayuda del software 
Methamorph, el cual permite medir la intensidad de fluorescencia de una región 
seleccionada y así poder detectar cambios en función del tiempo. En el caso de la 
cinética ilustrada en la Fig. 35, se seleccionó la región apical del pelo radical (círculo 
verde en Fig. 34 a) y se cuantificó el nivel o intensidad de fluorescencia en imágenes 
capturadas a lo largo de aproximadamente 40 min. La Fig. 35 incluye imágenes 
representativas que ilustran la cinética de internalización del FM4@64. 

Por otro lado, y dado que es imperativo demostrar que la señal fluorescente inicial 
está asociada a la membrana plasmática del pelo radical, se realizó un ensayo de 
plasmólisis suave en pelos radicales incubados con FM4@64. A los 5 min de 
incubación con FM4@64, se agregó sacarosa 40 mM y se procedió a registrar 
imágenes de microscopía en campo claro y epifluorescencia. Se observó que tanto 
la membrana plasmática como la señal de fluorescencia se retraen, mientras que la 
pared celular queda intacta (Fig. 36), indicativo de que FM4@64 se incorpora a 
membrana.  
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Figura 34. Visualización de pelos radicales de frijol incubados con FM4@64. Los pelos 
radicales de frijol de 48 hpg se incubaron con 6.6 ng/µl de FM4@64 y se observaron al 
microscopio de epifluorescencia a diferentes tiempos post-incubación: a) 5min; b) 10 min; 
c) 20 min y d) 30 min. La escala representa 20 µm. El círculo verde representa la zona que 
se usó para cuantificar los niveles de fluorescencia, los valores se ilustran en la Fig. 35.  
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Figura 35. Cinética de internalización de FM4@64. Los pelos radicales de frijol de 48 hpg 
fueron incubados con FM4@64 6.6 ng/µl y visualizados por microscopía de epifluorescencia 
in vivo. Las imágenes obtenidas fueron procesadas con el software Metamorph, para 
cuantificar y graficar el nivel de fluorescencia de la región apical del pelo radical marcado 
con FM4@64 durante aproximadamente 40 min. Se incluyen imágenes representativas de 
5, 10, 20 y 30 min post-incubación. Las imágenes fueron editadas con el programa ImageJ. 
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Figura 36. Plasmólisis suave en pelos radicales marcados con FM4@64. a) Pelos radicales 
de frijol 5 min después de la incubación con FM4@64; b) pelos radicales de frijol marcados 
con FM4@64 e incubados con solución de sacarosa 40 mM (5 min). La escala representa 
20 µm. 

 
11.2.1 Efecto de inhibidores de tráfico vesicular sobre la internalización de 
FM4@64 en pelos radicales de frijol. 
 
Uno de los objetivos de este proyecto es analizar el efecto de diferentes inhibidores 
del tráfico vesicular como Brefeldina A (BFA), Ikarugamicina (IKA), Tirfostina A23 
(Tyr23), entre otros, sobre la distribución de PvSYMRK-GFP en pelos radicales 
incubados con factores Nod o R. etli CE3/p604. Un paso previo es determinar la 
concentración mínima necesaria de cada inhibidor para bloquear el tráfico vesicular 
(endocitosis, medida como la internalización de FM4@64), y que además permita 
que el pelo radical siga vivo. Los pelos radicales de plántulas de 48 hpg se pre-
incubaron con diferentes concentraciones de BFA (20, 50 y 100 µM) o IKA (5 y 10 
µM) durante 30 min, posteriormente se agregó FM4@64 (6.6 ng/µl) y se procedió a 
capturar imágenes cada 10 s durante 30 min. Cada imagen fue procesada utilizando 
los softwares Metamorph e ImageJ. Las Fig. 45-48 presentan resultados 
representativos del efecto de estos inhibidores sobre la internalización de FM4@64. 
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Figura 37. Imágenes representativas del efecto de BFA sobre la internalización de 
FM4@64 en pelos radicales de frijol de 48 hpg. Los pelos radicales en crecimiento fueron 
pre-incubados con a) 0, b) 20, c) 50 o d) 100 µM de BFA durante 30 min, después se agregó 
el marcador FM4@-64 (6.6 ng/µl) y la cinética de internalización se registró por microscopía 
de epifluorescencia in vivo durante 30 min y captura de imágenes cada 10 s. En los pelos 
radicales control (a), la fluorescencia en membrana plasmática disminuye (a, 6 min) hasta 
ser indetectable (a, 18 min) y se internaliza con un patrón intracelular punteado, inicialmente 
homogéneo (a, 18 min), pero tiende a acumularse en la zona apical del pelo radical (a, 25 
min). En pelos radicales pre-incubados con BFA (b-d) hay una disminución en la 
internalización de FM4@64 y el patrón punteado de la fluorescencia intracelular no es 
homogéneo, la señal fluorescente se acumula con un patrón similar a estructuras 
subcelulares conocidas como compartimentos-BFA (b-d, 18 min, marcados con asteriscos 
verdes). Los círculos verdes corresponden a la zona que se usó para cuantificar los niveles 
de fluorescencia en cada experimento en toda la secuencia de imágenes, los valores 
obtenidos se grafican en la Fig. 38. 
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Figura 38. Gráfica representativa del efecto de BFA sobre la internalización de FM4@64 
en pelos radicales de frijol. Pelos radicales en crecimiento fueron pre-incubados con 0, 20, 
50 o 100 µM de BFA durante 30 min, después se agregó el marcador FM4-64 (6.6 ng/µl). 
La cinética de internalización en pelos radicales se registró por microscopía de 
epifluorescencia in vivo durante 30 min y captura de imágenes cada 10 s. Se grafican los 
datos de fluorescencia de la región apical de un pelo radical representativo de cada 
condición (área delimitada por un círculo verde en Fig. 37). El procesamiento y análisis de 
nivel de fluorescencia se determinó con el software Metamorph.  

 
En los pelos radicales pre-incubados con 20-100 µM de BFA, la mayoría de la señal 
fluorescente permaneció en la membrana plasmática (Fig. 37 b-d). A los 18 min se 
observó una disminución en la internalización de FM4@64, la señal fluorescente 
intracelular no presentó el patrón punteado homogéneo observado en pelos 
radicales control (comparar Fig. 37 a-d, 18 min), sino que la fluorescencia tiende a 
acumularse en estructuras similares a los compartimentos de BFA. La Fig. 38 ilustra 
la cuantificación de la fluorescencia de FM4@64 en el ápice de los pelos radicales 
pre-incubados con BFA reportados en la Fig. 37 (representada por el área 
delimitada por un círculo verde). La gráfica muestra que la fluorescencia asociada 
a la membrana plasmática apical de pelos radicales pre-incubados con BFA 50-100 
µM es mayor que los niveles en la membrana plasmática de pelos pre-incubados 
con BFA a concentraciones menores, lo que sugiere una mayor inhibición de la 
internalización de FM4@64, es decir, la inhibición con BFA es dosis-dependiente. 
En su conjunto, estos resultados confirman el potencial de BFA como herramienta 
para estudiar la endocitosis en pelos radicales de frijol. 
Con respecto a los pelos radicales pre-incubados con el inhibidor 5µM de IKA no 
mostraron un efecto significativo sobre la internalización de FM4@64, los niveles de 



- 106 - 

 

fluorescencia disminuyeron progresivamente de manera similar al control (Figs. 39 
b y 40), lo cual indica que esta concentración no es suficiente para causar un efecto 
sobre el tráfico vesicular del pelo radical, por otra parte, 10µM de IKA, provocó un 
retraso en la internalización de FM4@64 (Figs. 39 c y 40). La Fig. 40 muestra la 
cuantificación de la fluorescencia de FM4@64 en el ápice de los pelos radicales pre-
incubados con IKA reportados en la Fig. 39 (área delimitada por un círculo verde). 
En la gráfica se muestra que la fluorescencia asociada a la membrana plasmática 
en el ápice de pelos radicales pre-incubados con IKA 10 µM es mayor que los 
niveles en la membrana plasmática de pelos pre-incubados con IKA a 5 µM y del 
control, sugiriendo una mayor inhibición de la internalización de FM4@64, del 
mismo modo que BFA 50-100 µM. Estos resultados confirman que IKA al igual que 
BFA son herramientas útiles para estudiar la endocitosis en pelos radicales de frijol. 
 

 
Figura 39. Imágenes representativas del efecto de IKA sobre la internalización de FM4@64 
en pelos radicales de frijol de 48 hpg. Los pelos radicales en crecimiento fueron pre-
incubados con a) 0, b) 5 o c) 10 µM de IKA durante 30 min, después se agregó el marcador 
FM4@-64 (6.6 ng/µl) y la cinética de internalización se registró por microscopía de 
epifluorescencia in vivo durante 30 min y captura de imágenes cada 10 s. En los pelos 
radicales control (a), la fluorescencia en membrana plasmática disminuye (a, 6 min) hasta 
ser indetectable (a, 18 min) y se internaliza con un patrón intracelular punteado, inicialmente 
homogéneo (a, 18 min), pero tiende a acumularse en la zona apical del pelo radical (a, 25 
min). En pelos radicales pre-incubados con IKA (b-c) hay una evidente disminución en la 
internalización de FM4@64, solamente a 10 µM de IKA. Los círculos verdes corresponden 
a la zona que se usó para cuantificar los niveles de fluorescencia en cada experimento en 
toda la secuencia de imágenes, los valores obtenidos se grafican en la Fig. 40. 
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Figura 40. Gráfica representativa del efecto de IKA sobre la internalización de FM4@64 en 
pelos radicales de frijol. Pelos radicales en crecimiento fueron pre-incubados con 0, 5 o 10 
µM de IKA durante 30 min, después se agregó el marcador FM4-64 (6.6 ng/µl). La cinética 
de internalización en pelos radicales se registró por microscopía de epifluorescencia in vivo 
durante 30 min y captura de imágenes cada 10 s. Se grafican los datos de fluorescencia de 
la región apical de un pelo radical representativo de cada condición (área delimitada por un 
círculo verde en Fig. 39). El procesamiento y análisis de nivel de fluorescencia se determinó 
con el software Metamorph.  
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ANEXO 6
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