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RESUMEN 

La micorrización arbuscular y la nodulación son las asociaciones mutualistas más 

importantes que establecen las plantas, ya que les permiten mejorar la disponibilidad y la 

adquisición de fósforo y nitrógeno bajo condiciones de deficiencia de nutrientes. Para el 

establecimiento y el desarrollo de ambos procesos simbióticos, se requiere de un diálogo 

molecular que induce diversas respuestas en la planta, como las oscilaciones de calcio, la 

producción de especies reactivas de oxígeno (ERO), la reorganización celular y el tráfico 

vesicular. Dichas respuestas, permiten la invasión y la internalización del simbionte en las 

raíces de las plantas. Las tetraspaninas son proteínas transmembranales que permiten la 

formación de microdominios en donde se pueden reclutar diversas proteínas específicas. 

Esta propiedad hace que las tetraspaninas participen en la comunicación celular, la fusión 

de membranas, la diferenciación celular, el tráfico vesicular y la biogénesis de exosomas. De 

hecho, la TETRASPANINA 8 de Arabidopsis (AtTET8) se ha identificado como un 

componente clave para la respuesta por infección a patógenos y en general para la 

comunicación inter-reinos a través de la formación de exosomas, y el gen de su ortóloga en 

Phaseolus vulgaris, PvTET8, incrementa su expresión ante la inoculación con rizobios. Por 

lo anterior, resultó de particular interés determinar el papel funcional de la tetraspanina 

PvTET8 durante la nodulación y la simbiosis micorrícica arbuscular. Para ello, se generaron 

plantas compuestas de P. vulgaris en las que se analizó la actividad del promotor de este 

gen bajo condiciones de micorrización y se determinó la localización subcelular de la proteína 

PvTET8. Además, se evaluaron los fenotipos de sobreexpresión y silenciamiento del gen 

PvTET8 en relación con la nodulación y la micorrización. Los resultados muestran que la 

sobreexpresión del gen PvTET8 incrementó significativamente el número, el tamaño y la 

biomasa de los nódulos. Sin embargo, la fijación biológica del nitrógeno por peso seco de 

nódulos se redujo. Consistente con esto, el silenciamiento del gen PvTET8 disminuyó la 

formación, el tamaño y la fijación biológica del nitrógeno de los nódulos, con respecto a su 

control. En cuanto a la micorrización, la sobreexpresión del gen PvTET8 indujo un aumento 

en la frecuencia de arbúsculos, mientras que el silenciamiento redujo la colonización 

micorrícica. En conjunto, estos resultados sugieren que PvTET8 posee un papel en el 

establecimiento de la nodulación y la micorrización arbuscular en P. vulgaris, tanto en la 

colonización por los endosimbiontes, como en la formación, la maduración y el 

funcionamiento de los nódulos y los arbúsculos.  
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ABSTRACT 

The root-nodule and arbuscular mycorrhiza symbiosis are the most important mutualistic 

interactions in plants facilitating nitrogen and phosphorus uptake under conditions of limited 

nutrient availability. The efficient establishment of these symbioses requires many responses 

and mechanisms, such as the release of signal molecules, calcium oscillations, production of 

reactive oxygen species (ROS), cell reorganization and symbiont accommodation by 

vesicular trafficking. Tetraspanins are transmembrane proteins forming microdomains to 

which several specific proteins are recruited; this property makes tetraspanins key players in 

cell communication, membrane fusion, cell differentiation, vesicular trafficking and exosome 

biogenesis. In fact, the Arabidopsis TETRASPANIN 8 (AtTET8) has been identified as a key 

component for the response to pathogen infection and for interkingdom communication, by 

regulating exosome formation. The tetraspanin orthologue in Phaseolus vulgaris, PvTET8, 

increases its expression upon rhizobia inoculation. Therefore, we wanted to address the role 

of PvTET8 in root-nodule and arbuscular mycorrhiza symbiosis in detail.  We generated P. 

vulgaris transgenic roots to answer questions such as the subcellular PvTET8 localization, 

and the promoter activity during mycorrhizal fungi colonization. Furthermore, we did 

overexpression and silencing experiments with PvTET8 to determine the phenotype. We 

found that PvTET8 protein localizes to the plasma membrane and to intracellular vesicles. 

Additionally, we observed that the PvTET8 promotor was expressed in cells with arbuscule 

development. Compared with the control, PvTET8 overexpression in roots generated more 

nodules of greater size and biomass, but with reduced nitrogenase activity. PvTET8 

overexpression also increased the frequency of arbuscules and PvPT4 expression. In 

addition, PvTET8 silencing reduced the number of roots nodules, which were smaller, had 

little rhizobia colonization and were less efficient in nitrogen fixation than the control; these 

roots also generated fewer arbuscules and presented a decreased PvPT4 expression. These 

results suggest that PvTET8 is necessary for rhizobia and mycorrhizal fungi colonization, as 

well as for the development, maturation and functioning of nodules and arbuscules. 
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INTRODUCCIÓN 
 

Las plantas, al ser organismos sésiles, están bajo constante estrés de tipo biótico y abiótico, 

y han desarrollado mecanismos que les permiten responder de manera eficiente e inmediata. 

Dentro del estrés biótico se encuentra el ataque por microrganismos patógenos y el 

establecimiento de interacciones con microorganismos benéficos. En este sentido, una de 

las maneras en que las plantas pueden reconocer a los microorganismos es mediante una 

comunicación molecular con la que la planta genera respuestas adecuadas para el 

establecimiento o el bloqueo de estas interacciones (Gu et al., 2017; Karban, 2015). Así 

mismo, los microorganismos han desarrollado la capacidad de reconocer las señales 

liberadas por las plantas para poder proliferar o establecer interacciones mutualistas (Abdel-

Lateif et al., 2012; Parniske, 2005). Dentro de las interacciones mutualistas se encuentran 

las asociaciones endosimbióticas, que incluyen a la nodulación y a la micorrización 

arbuscular. Ambas interacciones se consideran mutualistas debido al beneficio nutricional 

que ambos organismos obtienen el uno del otro. Para las plantas, estas asociaciones les 

proporcionan una fuente importante de nutrientes minerales, particularmente nitrógeno y 

fósforo, que favorecen su crecimiento y desarrollo (Oldroyd, 2013). Por lo tanto, el estudio de 

estas relaciones simbióticas para la generación de conocimiento que eventualmente permita 

su manipulación, constituye una alternativa para reducir el uso de fertilizantes químicos y 

mejorar la productividad de los cultivos. 

Las asociaciones mutualistas han estado presentes desde el inicio del proceso de 

colonización de la superficie terrestre por parte de las plantas (Redecker et al., 2000). 

Particularmente, la micorrización arbuscular, surgió hace 460 millones de años, mientras que 

la nodulación es en un evento más reciente, estimado en aproximadamente 60 millones de 

años (Redecker et al., 2000; Sprent, 2008). Tomando en cuenta lo anterior, existen pruebas 

que sugieren que muchos de los genes implicados en la micorrización se reclutaron 

posteriormente para el desarrollo de la nodulación, originando que algunos genes resultaran 

esenciales para ambas interacciones. A esta red genética compartida se le conoce como “vía 

de señalización común de la simbiosis”, en la que la pérdida de función de alguno de estos 

genes tiene un efecto deletéreo, tanto para la nodulación como para la micorrización 

arbuscular (Delaux et al., 2013; Kistner y Parniske, 2002; Parniske, 2008). 
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Nodulación 

La nodulación, que se establece generalmente entre plantas leguminosas (familia Fabaceae) 

y los rizobios pertenecientes a la familia Rhizobiaceae, es la asociación mutualista más 

estudiada (Andrews y Andrews, 2017; Ormeño-Orrillo et al., 2015). En esta simbiosis, los 

rizobios inducen la formación de nódulos en la raíz, en donde llevan a cabo la fijación 

biológica del nitrógeno atmosférico (N2) para la obtención del amonio que es asimilado por 

las plantas. En contraparte, las plantas les proporcionan a las bacterias esqueletos de 

carbono derivados de la fotosíntesis. La fijación biológica del nitrógeno requiere de 

aproximadamente 16 moléculas de ATP por cada molécula de N2, por lo que este proceso 

energético resulta ser sumamente costoso para las plantas. Por esta razón, la nodulación se 

desarrolla preferentemente en suelos deficientes de nitrógeno y su establecimiento se 

mantiene altamente regulado a través de un complejo sistema de señalización entre ambos 

simbiontes (Murray et al., 2017; Oldroyd, 2013). 

De manera general, el establecimiento de la nodulación inicia con una etapa de 

comunicación química, en donde las raíces de las leguminosas secretan diversos 

compuestos fenólicos, dentro de los cuales se encuentran los flavonoides e isoflavonoides 

(Figura 1A; Liu y Murray, 2016; Redmond et al., 1986). Estas moléculas son reconocidas de 

manera específica por los rizobios e inducen la expresión de genes bacterianos (genes nod) 

que codifican para proteínas involucradas en la síntesis y la secreción de los factores de 

nodulación (factores Nod), los cuales son compuestos lipoquitooligosacáridos que actúan 

como moléculas señal (Fliegmann y Bono, 2015; Lerouge et al., 1990; Oldroyd, 2013). Los 

factores Nod son específicos de cada rizobio, por lo que pueden diferir en el número de 

monómeros de N-acetilglucosamina que los conforman, así como en la longitud y el grado 

de saturación del ácido graso. Además, estas moléculas pueden estar modificadas con 

diversos sustituyentes químicos que les dan la identidad que requieren para el 

reconocimiento específico por la planta hospedera (Figura 1B; Fliegmann y Bono, 2015). Las 

plantas reconocen a los factores Nod de manera específica a través de receptores de tipo 

cinasa con motivos de lisina (LysM-RLK) localizados en la membrana plasmática de los pelos 

radicales (Fliegmann y Bono, 2015; Peters, 1997). El reconocimiento de los factores Nod 

desencadena la activación de una vía de señalización que permite encender todo un 

programa de desarrollo que controla la formación del hilo de infección y del primordio del 

nódulo (Jones et al., 2007; Kistner et al., 2005; Roy et al., 2020).  
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Figura 1. A) Principales etapas de la nodulación. (1) Los exudados de las raíces como los flavonoides inducen la 
expresión de los genes nod de los rizobios, cuyos productos (Factores Nod; 2) inducen la formación de nódulos 
en las raíces de las plantas leguminosas (3). (4) Los rizobios colonizan a la raíz para completar la formación del 
nódulo fijador de nitrógeno. B) Estructura química de un factor Nod genérico. Los diferentes colores indican 
sustituciones (de H) en los factores Nod que se pueden encontrar en las diferentes especies de Rhizobium. 
También se indican algunas de las variaciones más comunes en la cadena del ácido graso. Ac, acetil; Ara, 
arabinosil; Cb, carbonil; Fuc, fucosil; Me, metil; S, sulfidril. Esquemas editados de Peters (1997) y Cullimore et al. 
(2001). 

 
El hilo de infección es una estructura tipo túnel por donde las bacterias ingresan hasta 

las células del primordio del nódulo; este conducto se forma en los pelos radicales y 

posteriormente viaja a través de las células del córtex (Figura 2). La formación del hilo de 

infección requiere de la pérdida de rigidez de la pared celular, un crecimiento polar en sentido 

opuesto y la invaginación de la membrana plasmática del pelo radical (Suzaki et al., 2015). 

En este sentido, se tiene que reorganizar la maquinaria exocítica en el ápice del hilo de 

infección para concentrar un gran número de vesículas que extiendan a la membrana 

plasmática y que transporten precursores remodeladores de la pared celular. De esta forma, 

dicho mecanismo sostiene el crecimiento apical durante la invaginación y la migración del 

hilo de infección (Figura 2; Harrison y Ivanov, 2017; Liu et al., 2019).  

De manera simultánea a la formación del hilo de infección, se inicia el desarrollo del 

nódulo a partir del establecimiento de un primordio. Este proceso involucra una alta sincronía 

temporal y espacial con el desarrollo del hilo de infección. El primordio del nódulo se forma 

inicialmente por la desdiferenciación de las células del córtex y el reinicio de la división 

celular. Esta transición está regulada en gran medida por la actividad de fitohormonas como 

las auxinas, que se acumulan en las zonas en donde se forma el primordio del nódulo (Kohlen 

et al., 2018). Posteriormente, ocurre la diferenciación de las células del nódulo para formar a 
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los diversos tipos celulares, como las células infectadas, las no infectadas y los haces 

vasculares (Geurts et al., 2016). En las leguminosas se han descrito dos tipos de nódulos, 

los “indeterminados” y los “determinados”. Los nódulos indeterminados (desarrollados en 

alfalfa, por ejemplo) se caracterizan por tener un meristemo permanentemente activo y una 

forma alargada. Los nódulos determinados (desarrollados en frijol, por ejemplo) tienen una 

morfología esférica con meristemos que pierden su actividad una vez formado el nódulo 

(Quinto y Cárdenas, 2007; Oldroyd, 2013; Roy et al., 2019).  

Cuando el hilo de infección alcanza a las células del primordio del nódulo en el córtex, 

se ramifica y libera a las bacterias a través de lo que se conoce como “gotas de infección”, 

que son pequeños compartimentos sin pared celular (Figura 2, sección 5). Estas gotas de 

infección quedan internalizadas en las células vegetales en un proceso del cual se sabe muy 

poco; como resultado, los rizobios quedan rodeados de una membrana de origen vegetal que 

constituyen a los simbiosomas (Harrison y Ivanov, 2017). Los datos más recientes han 

identificado la presencia de proteínas involucradas en la exocitosis en la membrana del 

simbiosoma, lo cual ha permitido relacionar a la vía exocítica con la formación de estas 

estructuras (Catalano et al., 2007; Limpens et al., 2009; Roy et al., 2019).  

 

Figura 2. Infección e invasión de Rhizobium en las células epidérmicas y corticales de la raíz. (1) Los rizobios se 
adhieren al pelo radical y los Factores Nod inducen su deformación y enroscamiento. (2) Se produce la 
degradación de la pared celular y se induce la invaginación de la membrana del hilo de infección (IT) dentro del 
pelo radical. (3) El IT se alarga siguiendo al núcleo y a un flujo citoplásmico. (4) En las células corticales, se forma 
un puente citoplasmático (PIT) para guiar a los IT. (5) Cuando el IT alcanza a una célula cortical recién dividida, 
los rizobios se liberan del IT para formar al simbiosoma. Esquema tomado de Suzaki et al. (2015). 
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Posteriormente, los rizobios alojados en el interior del simbiosoma se diferencian en 

bacteroides (Figura 3). En este sentido, las células del nódulo maduro les proporcionan a los 

rizobios un ambiente seguro y rico en nutrientes para que efectúen la fijación biológica del 

nitrógeno (Figura 3). Los bacteroides pueden reducir al nitrógeno atmosférico gracias a la 

enzima nitrogenasa, que es altamente sensible a la presencia del oxígeno, por lo que 

requiere de ambientes hipóxicos. El nódulo establece este ambiente gracias a la alta 

acumulación de leghemoglobina en las células no infectadas; esta proteína es capaz de 

reclutar al oxígeno libre para evitar la inactivación de la nitrogenasa, mientras que permite un 

flujo abundante de oxígeno para la respiración y la producción de ATP que se requiere en la 

fijación biológica del nitrógeno (Ott et al., 2005). Debido al alto costo energético del proceso 

de fijación (16 moléculas de ATP), la nodulación se puede inducir o inhibir en función de una 

baja o alta disponibilidad del nitrógeno (Roy et al., 2019).  

 
Figura 3. Colonización y maduración del nódulo. (1) Los hilos de la infección progresan hacia el primordio del 
nódulo. (2) Los rizobios se liberan en gotas de infección, las cuales se diferencian en bacteroides fijadores de 
nitrógeno. (3) Continúa la colonización de los rizobios y la maduración del nódulo. En los nódulos determinados 
todas sus células infectadas se encuentran en una fase de desarrollo similar. (4) Nódulo maduro fijador de 
nitrógeno. Esquema modificado de Ferguson et al. (2010). 

 

Micorrización 

Otra de las interacciones mutualistas más importantes en las plantas es la micorrización, que 

se establece entre las raíces y los hongos micorrícicos. Dentro de los diversos tipos de 

micorrización, la simbiosis micorrícica arbuscular (AM, por sus siglas en inglés) se caracteriza 

por la formación de estructuras fúngicas dentro de las células vegetales, que se especializan 

en el intercambio de nutrientes. Se estima que del 70 al 90% de las plantas terrestres son 
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capaces de establecer este tipo de asociación (Parniske, 2008). La simbiosis AM, además 

de ser la asociación mutualista más extendida en plantas, resulta ser la más antigua, y se ha 

sugerido que fue fundamental para la colonización inicial de la superficie terrestre por parte 

de las plantas (Parniske, 2008; Redecker et al., 2000).  

Los hongos que establecen la simbiosis AM pertenecen al filum Glomeromycota 

(Schüβler et al., 2001), y son organismos biótrofos obligados que dependen de los ácidos 

grasos de las plantas para producir su próxima generación de esporas.  En la simbiosis, los 

hongos micorrícicos arbusculares (AMF, por sus siglas en inglés), mejoran la nutrición 

mineral de las plantas proporcionándoles principalmente fósforo (Finlay, 2008; Parniske, 

2008). De hecho, se estima que los hongos AM pueden suministrar del 70 al 100% de la 

adquisición total del fosfato inorgánico (Pi) a la planta (Choi et al., 2018). Además, la 

simbiosis AM facilita la absorción de agua, ya que la red de hifas puede aumentar el área de 

superficie de las raíces e incrementar el contacto con el sustrato (Lanfranco et al., 2016). En 

contraparte, al igual que en la nodulación, la planta le proporciona a los AMF fuentes 

importantes de carbohidratos y ácidos grasos. Se estima que estos hongos pueden llegar a 

consumir hasta el 20% de los productos fotosintéticos, lo cual representa un alto costo 

energético para las plantas (Bago et al., 2000; Parniske, 2008). Por lo tanto, los efectos 

benéficos de la micorrización son evidentes en condiciones de limitada disponibilidad de 

nutrientes. De tal manera, la colonización micorrícica generalmente disminuye cuando el 

fosfato es abundante y se promueve cuando es escaso (Lanfranco et al., 2016).  

Al igual que el proceso de la nodulación, la micorrización involucra un complejo 

intercambio de señales (Figura 4), que en este caso inicia cuando las raíces de las plantas 

secretan estrigolactonas. Posteriormente, los hongos AM perciben y reconocen 

específicamente a esta fitohormona, que estimula a la activación del metabolismo fúngico, la 

germinación de las esporas y la actividad mitocondrial que lleva a la ramificación de las hifas 

(Besserer et al., 2006; Parniske, 2008). La activación del metabolismo induce a los hongos 

AM a producir cadenas cortas de quitooligosacáridos y lipoquitooligosacáridos similares a los 

factores Nod, por lo que se les conoce como factores de micorrización (factores Myc; Maillet 

et al., 2011; Shinya et al., 2015). Aunque no se sabe con certeza, aparentemente estos 

factores podrían ser reconocidos por las plantas a través de receptores tipo LysM-RLK, al 

igual que ocurre en la nodulación (Girardin et al., 2019). Una vez que los factores Myc son 

percibidos por las raíces, de manera similar a lo que ocurre en la nodulación, se activa toda 

una serie de respuestas específicas, como las oscilaciones de calcio perinuclear, que 
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desencadenan la señalización del proceso simbiótico (Bonfante y Genre, 2015; Choi et al., 

2018). 

Seguido del reconocimiento del simbionte, las hifas entran en contacto directo con la 

epidermis de la raíz  y forman al hifopodio o apresorio, una estructura amorfa que le permite 

a las hifas afianzarse a la capa celular más externa de las raíces (Oldroyd, 2013). De cuatro 

a cinco horas después de la formación del apresorio, las células vegetales forman al aparato 

de prepenetración (PPA, por sus siglas en inglés), que es un túnel citoplasmático que permite 

la entrada de las hifas y determina la ruta del crecimiento fúngico a través de las células del 

córtex de la raíz (Figura 4). El PPA se forma como una membrana plasmática invaginada 

apoyada por una extensa red de retículo endoplásmico y citoesqueleto. Solo después de que 

dicho túnel se ha completado, comienza el ablandamiento de la pared celular vegetal en la 

zona de contacto con el apresorio, permitiendo que el hongo AM comience a colonizar a las 

células huésped (Choi et al., 2018; Genre, et al., 2008; Parniske, 2000, 2008).  

 

Figura 4. Desarrollo de la micorrización arbuscular. Las plantas secretan exudados que inducen la ramificación 
de las hifas. En respuesta, los hongos secretan a los factores de micorrización (Myc factor), que inducen 
oscilaciones de calcio en las células epidérmicas de la raíz y activan a los genes relativos a la simbiosis. Después, 
a partir de una hifa madura se forma un apresorio especializado llamado hifopodio. Dicha estructura, induce en 
las células vegetales contiguas la formación del aparato de prepenetración (PPA). Subsecuentemente, la hifa 
entra en el PPA, el cual guía al hongo a largo de las células del córtex. Aquí, las hifas permanecen en el apoplasto 
e inducen el desarrollo de estructuras parecidas al PPA en las células del córtex interno. Finalmente, las hifas 
entran a estas células y se ramifican para formar a los arbúsculos. Tomada de Parniske (2008). 

 

Después de que las hifas reinician su crecimiento a partir del apresorio, éstas logran 

atravesar intercelularmente a las células de la epidermis y del córtex externo, hasta llegar al 

córtex interno de la raíz (Figura 4). En esta etapa, se mantiene una coordinación de la 

deposición polarizada de la membrana vegetal en el extremo apical de la hifa en crecimiento, 



 

 
13 

 

por lo tanto, la célula vegetal utiliza al tráfico vesicular para regular la colonización del hongo 

AM (Genre et al., 2012). Cuando las hifas alcanzan a las células del córtex interno, se 

ramifican dicotómicamente y se dividen en ramas más finas para formar a los arbúsculos 

(Figura 5). Como consecuencia, en las células en donde se forman estas estructuras se 

requiere de una mayor deposición polarizada de membrana, para cubrir a todas las ramas 

de los arbúsculos (Harrison y Ivanov, 2017).  

Los arbúsculos son las estructuras especializadas en el intercambio de nutrientes y, 

al igual que los bacteroides, dichas estructuras no están en contacto directo con el citoplasma 

vegetal, sino que están rodeados por una membrana periarbuscular (PAM, por sus siglas en 

inglés), que es continua con la membrana plasmática vegetal (Figura 5). Debido a que los 

arbúsculos constituyen el sitio de intercambio de nutrientes, la PAM, al igual que la membrana 

peribacteroidal, tiene una especialización funcional, por lo que contienen proteínas únicas, 

como canales, transportadores y bombas de protones (Harrison et al., 2002; Harrison y 

Ivanov, 2017; Parniske, 2008). Asimismo, existe un compartimiento apoplástico entre la PAM 

y la pared celular del hongo, al que se le denomina espacio periarbuscular (PAS, por sus 

siglas en inglés; Figura 5), que constituye un ambiente altamente regulado, ya que a través 

de éste se coordinan los procesos de transporte de nutrientes y de comunicación celular 

entre la planta y el hongo AM (Lanfranco et al., 2016; Limpens, 2019).  

 

Figura 5. Estructura de los arbúsculos micorrícicos. A) El arbúsculo consta de un tronco y de finas ramas 
arbusculares. Las hifas están rodeadas por la membrana periarbuscular (PAM), que contiene bombas de 
protones, y transportadores de fosfato y amonio, como PT4 y AMT2; también en esta membrana se han observado 
varios componentes de la vía secretora. El área entre la PAM y la hifa se denomina espacio periarbuscular (PAS), 
aquí permanecen los nutrientes que se intercambian entre la planta y el hongo. B) Estructuras fúngicas 
arbusculares marcadas con el conjugado Alexa Fluor 488. Imágenes tomadas de Luginbuehl y Oldroyd (2017). 
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Los arbúsculos experimentan una fase muy compleja de siete a ocho días de 

desarrollo para completar su ciclo de vida. Dentro de esos días, la etapa de actividad en el 

intercambio de nutrientes es muy breve (dos días) y, posteriormente, comienzan con una 

etapa de senescencia y degradación (Alexander et al., 1989; Javot et al., 2007). De tal 

manera, los arbúsculos tienen un tiempo de vida más corta que su célula huésped; por lo que 

se cree que una sola célula vegetal es competente para varias rondas de invasiones 

sucesivas. De hecho, se ha sugerido que la vida útil de los arbúsculos está influenciada en 

gran medida por su capacidad de proporcionar fosfato a la célula huésped. Por lo tanto, la 

planta mantiene arbúsculos que son metabólicamente eficientes y penaliza a los no 

funcionales, induciendo su senescencia o degradación temprana (Javot et al., 2007; 

Parniske, 2008).  

 

Tráfico vesicular en la simbiosis 

Durante la nodulación y la micorrización arbuscular, los microorganismos simbiontes siempre 

se encuentran dentro de compartimentos membranales derivados de la célula vegetal 

(Harrison y Ivanov, 2017). Para esto, se requiere de un extenso remodelamiento del sistema 

de membranas que permita la formación del hilo de infección, los simbiosomas, el aparato 

de prepenetración y la membrana periarbuscular. El establecimiento de estas estructuras 

involucra la deposición polarizada de membranas, mismas que después, gracias al tráfico 

vesicular dirigido, desarrollan una especialización funcional para el intercambio de nutrientes 

(Harrison y Ivanov, 2017; Parniske, 2000).  

Las plantas tienen dos clases principales de vías de tráfico membranal: 1) la vía 

endocítica (endocitosis), que implica el transporte de material extracelular mediado por 

vesículas, desde la membrana plasmática hasta un compartimento lítico y permite el reciclaje 

de las proteínas de la membrana plasmática; 2) la vía secretora (exocitosis), que transporta 

componentes recién sintetizados a la membrana plasmática o al espacio extracelular. Dentro 

de la vía secretora, existen tres tipos de vesículas de membrana: 1) la red trans-

Golgi/endosoma temprano (TGN/EE, por sus siglas en inglés), 2) los cuerpos 

multivesiculares (MVB, por sus siglas en inglés) y 3) el orgánulo positivo exocisto (EXPO, por 

sus siglas en inglés). Mediante los dos últimos tipos de secreción se pueden liberar vesículas 

extracelulares (VE; Gu et al., 2017). Aún se sabe muy poco sobre los mecanismos implicados 

en la liberación y la fusión de las VE en las células vegetales. Esto se debe a limitaciones 
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técnicas para la detección de dichas estructuras y a la posibilidad de que la pared celular 

constituya una barrera importante que impida la liberación y la toma de las vesículas por las 

células vegetales. A pesar de esto, se han observado VE en el apoplasto y en el espacio 

entre la pared celular y la membrana plasmática de las células vegetales (Keener, 2019; 

Rutter y Innes, 2017). 

Las plantas a través de sus vesículas pueden controlar la resistencia basal al ataque 

de patógenos en varios niveles (Rybak y Robatzek, 2019). Por ejemplo, las vesículas 

vegetales, al fusionarse con la membrana plasmática pueden secretar su contenido a la 

pared celular o al apoplasto para suministrar compuestos antimicrobianos, proteínas de 

defensa o de respuesta al estrés, y pueden regular la deposición de calosa en los sitios de 

invasión del patógeno para formar la papila (Gu et al., 2017; Nielsen et al, 2012; Rutter y 

Innes, 2018). Además, se ha planteado que la vía secretora de las células vegetales fue 

aprovechada por los rizobios benéficos y los AMF como una estrategia para una invasión 

exitosa (Gu et al., 2017). De hecho, se ha considerado que las interacciones  mutualistas  

derivaron de una relación patogénica en una etapa de la evolución específica, en donde las 

plantas y los microorganismos cohabitaron proporcionándose beneficios nutricionales (Rey y 

Jacquet, 2018).  En este sentido, es posible que todas las endosimbiosis de las plantas 

compartan un programa genético común para la internalización del microsimbionte, en donde 

múltiples vías exocíticas podrían ser necesarias y compartidas (Harrison y Ivanov, 2017; 

Parniske, 2000). 

Actualmente, se sugiere que las membranas perifúngicas y peribacteroidales de la 

micorrización y de la nodulación, respectivamente, se forman a través de la exocitosis 

(Harrison y Ivanov, 2017). Consistente con ello, en la micorrización arbuscular se ha 

identificado la acumulación del retículo endoplásmico, componentes del citoesqueleto y 

cuerpos de Golgi alrededor de los extremos de las hifas en desarrollo, lo que podría indicar 

un crecimiento polarizado de la membrana perifúngica (Figura 6A;  Genre et al., 2012; Ivanov 

et al., 2012; Roth et al., 2019). De la misma forma, para el caso de la nodulación, se ha 

observado la acumulación de organelos secretores entre el hilo de infección y el núcleo que 

dirige su crecimiento dentro de la célula (Figura 6B; Fournier et al., 2008).  

Sumado a la detección de dichas estructuras, se ha encontrado la presencia de 

proteínas implicadas en la fusión de vesículas exocíticas (v-SNARE y t-SNARE) en las 

membranas de las interfaces simbióticas (Figura 6 A y B). Por ejemplo, la sintaxina de plantas 
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SYP132α (t-SNARE), está presente en la membrana del hilo de infección, en la del 

simbiosoma y en la membrana periarbuscular (Catalano et al., 2007; Huisman et al., 2016; 

Pan et al., 2016). De igual manera, las proteínas VAMP721d y VAMP721e (v-SNARE), se 

localizan en vesículas asociadas a las gotas de infección de los rizobios, a las ramas finas 

de los arbúsculos y a la formación de la membrana periarbuscular (Gavrin et al., 2016; Genre 

et al., 2012; Ivanov et al., 2012). Con estas evidencias y con la ausencia de marcadores de 

la vía endocítica (Rab5 y Rab7) en la membrana del simbiosoma (Limpens et al., 2009), se 

sugiere que las membranas simbióticas se forman a través de una vía exocítica conservada 

que emplea a las mismas proteínas de tráfico vesicular, tanto en la micorrización arbuscular, 

como en la nodulación (Harrison y Ivanov, 2017; Ivanov et al., 2012).  

 

 

Figura 6. Esquema sobre el tráfico vesicular y las proteínas implicadas en la formación de las membranas de los 
compartimentos simbióticos de la micorrización (A) y de la nodulación (B). CW: pared celular; PM: membrana 
plasmática; CP: citoplasma; V: vacuola; N: núcleo; PPA: aparato de prepenetración; HP: hifopodio; PFM: 
membrana perifúngica; IH: hifa intracelular; IFH: hifa fúngica intracelular; TR: tronco de arbúsculo; FB: ramas finas 
de arbúsculos; GB: cuerpos de Golgi; IC: cámara de infección; ICM: matriz del hilo de infección; IT: hilo de 
infección; ITM: membrana del hilo de infección; PIT: pre-hilo de infección. Esquema modificado de Harrison y 
Ivanov (2017). 
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Exosomas y comunicación intercelular 

Anteriormente, se creía que la función de las VE era mantener la homeostasis celular 

eliminando los productos de desechos, pero ahora se sabe que estas vesículas poseen una 

función en la comunicación intercelular e inter-reinos, al modular la condición fisiológica de 

una célula receptora cuando recibe los cargos de una célula donadora (Rybak y Robatzek, 

2019).  Acorde con ello, se ha demostrado que las VE como los exosomas son elementos 

clave para mediar la comunicación inter-reinos, entre las plantas y los microorganismos 

patógenos (Cai et al., 2018; Hansen y Nielsen, 2018). Asimismo, se ha sugerido que este 

mecanismo podría favorecer a la comunicación en las interacciones mutualistas (Limpens, 

2019); sin embargo, aún se sabe muy poco al respecto. 

Los exosomas son una clase de VE con tamaños que van de 40 a 150 nm de diámetro 

que se originan de las invaginaciones de la membrana de los cuerpos multivesiculares (MVB, 

por sus siglas en inglés). Los MVB en plantas se consideran como endosomas tardíos que 

presentan tamaños de 200 a 500 nm de diámetro (Rutter y Innes, 2018). Durante el proceso 

de su invaginación, dentro de las vesículas se pueden reclutar diversas moléculas del 

citoplasma como cargo. Bajo ciertas circunstancias, los MVB se pueden fusionar con la 

membrana plasmática y liberar sus vesículas intraluminales en forma de exosomas al 

ambiente extracelular, en donde cumplen sus funciones (Gu et al., 2017; Ruivo et al., 2017). 

Los exosomas al ser compartimentos de transporte a larga distancia de proteínas, lípidos, 

metabolitos y ácidos nucleicos, podrían regular la expresión génica de células distantes, por 

lo que se han reconocido como elementos centrales en la comunicación intercelular e inter-

reinos (Rutter y Innes, 2018). 

Inicialmente, los exosomas se estudiaron en células animales, en donde se ha 

descrito su importancia biológica en la presentación de antígenos, en la modulación de la 

respuesta inmune y en la progresión del cáncer (Cho et al., 2012; Ruivo et al., 2017; Webber 

et al., 2010). Actualmente, se ha confirmado que las células vegetales también pueden 

secretar exosomas y se ha observado que, al igual que en las células animales, estas 

vesículas contienen una amplia gama de moléculas que controlan la comunicación celular 

(Cai et al. 2019; Regente et al., 2017). Los exosomas de las plantas están enriquecidos de 

diversas proteínas involucradas en el remodelamiento de la pared celular, proteínas de 

respuesta al estrés y ARNs pequeños (sRNAs) involucrados en la defensa del organismo 

(Baldrich et al., 2019; Cai et al., 2018; Nielsen et al., 2012; Regente et al., 2017; Rutter y 
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Innes, 2017). Las plantas pueden prevenir la intrusión de patógenos dirigiendo el tráfico 

vesicular hacia el sitio de ataque; en este sentido, se ha encontrado la acumulación de 

exosomas y MVB en los sitios de infección de bacterias y hongos (An et al., 2006; Cai et al., 

2018; Gu et al., 2017; Wang et al., 2014). Por estas y otras razones, se ha sugerido que los 

exosomas de plantas contribuyen con las respuestas inmunes localizadas y con la 

comunicación inter-reinos (Hansen y Nielsen, 2018). Asimismo, durante la micorrización 

arbuscular, en el citoplasma de las células vegetales, se ha observado la fusión de MVB a la 

membrana periarbuscular y MVB en zonas cercanas a las hifas en crecimiento (Ivanov et al., 

2019; Roth et al., 2019), por lo que se ha sugerido que estos compartimentos membranales 

podrían mediar la comunicación entre las plantas y los AMF, para mejorar o regular el 

establecimiento de la simbiosis (Limpens, 2019). 

Por otro lado, tanto en células animales como en vegetales, los exosomas se 

caracterizan por tener componentes específicos. Uno de ellos son las proteínas llamadas 

tetraspaninas, las cuales se estima que regulan la biogénesis, el transporte, la integridad y 

la secreción de los exosomas (Andreu y Yáñez-Mó, 2014; Hurwitz et al., 2016; Jeppesen 

et al., 2019). En las plantas, estas proteínas también se han identificado como un elemento 

importante de los exosomas, sobre todo durante la infección por hongos (Cai et al., 2018). 

Debido a que este trabajo se centra en el estudio de una de las tetraspaninas de P. vulgaris 

durante las interacciones mutualistas, en la siguiente sección se describen dichas proteínas. 

 

Tetraspaninas 
 

Las tetraspaninas son ubicuas en organismos eucariotas, principalmente multicelulares. Se 

han identificado 33 miembros de tetraspaninas en mamíferos, 37 en Drosophila 

melanogaster, 20 en Caenorhabditis elegans y 17 en Arabidopsis thaliana (Boavida et al., 

2013; Huang et al., 2005; Reimann et al., 2017). Las tetraspaninas son pequeñas proteínas 

transmembranales conformadas por 200 a 350 aminoácidos con estructuras muy 

conservadas. Poseen cuatro dominios transmembranales que contribuyen con la formación 

de dos asas extracelulares, una pequeña (SEL, por sus siglas en inglés) y una grande (LEL, 

por sus siglas en inglés); además, esta conformación hace que sus extremos amino y 

carboxilo se localicen en el lado citoplasmático (Figura 7). La LEL está formada por dos 

regiones, una conservada y una variable; la primera posee tres α-hélices que están 

involucradas en la homodimerización entre las tetraspaninas, y la segunda tiene sitios de 
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interacción proteína-proteína, que pueden desempeñar un papel importante en la interacción 

con otras proteínas (Hemler, 2003; Termini y Gillette, 2017).  

En células animales, se ha descrito que la región variable de las tetraspaninas 

contiene de cuatro a seis cisteínas conservadas enlazadas por dos o tres puentes disulfuro; 

dos de estas cisteínas están contenidas en un motivo GCC conservado. En contraparte, las 

tetraspaninas de las células vegetales poseen nueve cisteínas conservadas en la LEL, de las 

cuales dos de ellas forman un motivo GCCK/RP en la región variable; además, a diferencia 

de las tetraspaninas de las células animales, poseen un residuo de cisteína en el asa 

pequeña (Boavida et al., 2013; Hemler, 2003). Otra característica estructural importante de 

las tetraspaninas son sus modificaciones postraduccionales, como la palmitoilación y la N-

glicosilación (Figura 7). La primera se da en los residuos de cisteínas intracelulares, 

influyendo en la estabilidad de la proteína y en el soporte de los complejos de tetraspaninas, 

mientras que la N-glicosilación es importante aparentemente para la función y la localización 

de la proteína (Boavida et al., 2013; Hemler, 2003; Reimann et al., 2017). 

La conformación de las tetraspaninas hace posible que se asocien lateralmente de 

forma homotípica (entre ellas mismas) y de manera heterotípica (con otras proteínas 

integrales de membrana). Por esta propiedad, las tetraspaninas funcionan principalmente 

como organizadores dinámicos de diversas proteínas de membrana, lo que resulta en la 

formación de microdominios enriquecidos en tetraspaninas (TEM, por sus siglas en inglés; 

Hemler, 2005). Los TEM funcionan como centros de señalización móviles en las membranas, 

de forma similar a las balsas lipídicas; sin embargo, existen diferencias sustanciales entre 

ambas, por lo que se consideran como distintos tipos de microdominios que llevan a cabo 

sus propias funciones especializadas (Jimenez-Jimenez et al., 2019a; Reimann et al., 2017; 

Termini y Gillette, 2017; Zimmerman et al., 2016). Los TEM también pueden estar 

involucrados en muchos procesos celulares que actualmente se le atribuyen a las balsas 

lipídicas (Hemler, 2003, 2005). 
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Figura 7. Estructura de las tetraspaninas en células animales y células vegetales. (LEL) asa extracelular grande; 
(SEL) asa extracelular pequeña; (ICL) asa intracelular; (GYEVM) péptido señal de endosoma; (GCCK/RP) 
secuencia conservada en plantas, (LVL) marca putativa a plasmodesmos. Tomada de Jimenez-Jimenez et al. 
(2019a). 

 

Se ha mostrado que las tetraspaninas resultan ser “facilitadores moleculares” 

(Maecker et al., 1997), ya que constituyen un centro de andamiaje y de 

compartimentalización membranal estable. Esta propiedad le permite a las tetraspaninas 

involucrarse en diversas funciones como son: la fusión y el reconocimiento de membranas, 

el tráfico vesicular, la organización de los endosomas, la motilidad, la proliferación, la 

diferenciación, la adhesión, la comunicación, la activación y la señalización celular. También 

parecen estar implicadas en la aceleración el desarrollo de la metástasis en condiciones 

patológicas (Hemler, 2003; Maecker et al., 1997; Reimann et al., 2017; Termini y Gillette, 

2017). Debido a la relevancia de estas funciones en organismos superiores, se ha sugerido 

que las tetraspaninas podrían haber facilitado la multicelularidad (Huang et al., 2005).  En 

algunos casos, patógenos intracelulares como virus, bacterias, protozoarios y hongos 

pueden emplear a las tetraspaninas o a los TEM para interaccionar con receptores o para 

aprovechar a las vías endo y exocíticas que favorecen la introducción y/o salida de los 

patógenos, para concluir con su ciclo de infección (Charrin et al., 2014; Florin y Lang, 2018; 

Monk y Partridge, 2012). Además, la identificación de las tetraspaninas en los exosomas ha 

llevado a atribuirles un papel en la comunicación intercelular e inter-reinos (Cai et al., 2018).  

La mayoría de la información que se tiene sobre las tetraspaninas se ha descrito en 

células animales. Sin embargo, recientemente ha surgido interés en describir el papel de 
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estas proteínas en las células vegetales. Por esta razón, Wang y colaboradores (2015) 

caracterizaron mutantes y analizaron la actividad de los promotores de los 17 genes de 

tetraspaninas de A. thaliana, con lo que se reveló que estas proteínas están involucradas en 

la facilitación de la comunicación celular, en el control de la proliferación, en la diferenciación 

y la identidad celular, así como en la formación de tejidos. Además, con la identificación del 

perfil de expresión de los genes que codifican para estas proteínas en plantas, se sugiere 

que las tetraspaninas podrían tener funciones esenciales en el desarrollo, la fertilización y las 

respuestas al estrés de tipo biótico y abiótico (Mani et al., 2015; Reimann et al., 2017; Wang 

et al., 2015). Sin embargo, es difícil caracterizar el papel específico de cada tetraspanina, 

debido a la diversidad de sus funciones, al alto número de miembros de esta familia, y por la 

redundancia funcional entre ellas (Albers et al., 2016; Maecker et al., 1997; Reimann et al., 

2017). 

 

ANTECEDENTES DIRECTOS 

En A. thaliana, las tetraspaninas tienen un perfil de expresión espacial y temporal diferencial; 

algunas se expresan en dominios o tejidos específicos, tales como en los meristemos, los 

embriones o los tejidos reproductivos. Por ejemplo, el gen AtTET8 se expresa en el estado 

embrionario globular temprano, en el dominio apical del estado embrionario de corazón y en 

las regiones extremas de los cotiledones del estado torpedo y del estado maduro del embrión 

(Wang et al., 2015; Reimann et al., 2017). Durante la primera etapa de la fertilización, AtTET8 

se expresa en la papila del estigma cuando el polen se adhiere, sugiriendo que AtTET8 

participa en la comunicación celular entre los gametofitos femeninos y masculinos (Boavida 

et al., 2013). Asimismo, AtTET8 se acumula preferentemente en la membrana de la región 

apical del tubo polínico en crecimiento, durante su trayecto a través del tracto de transmisión, 

por lo que se le ha relacionado con el crecimiento polar y con los procesos de exocitosis que 

regulan la intensa comunicación con el tracto reproductivo femenino (Boavida et al., 2013; 

Reimann et al., 2017). Este proceso, es muy similar al crecimiento polarizado que tiene el 

hilo de infección en la nodulación; en ambos se requiere de una activa participación de la 

maquinaria exocítica, así que es posible que alguna de las tetraspaninas también regule la 

migración del hilo de infección.  

Por otro lado, se sugiere que AtTET8 tiene un papel funcional en la respuesta de 

defensa de las plantas (Wang et al., 2015). En este sentido, se observó que de las 17 
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tetraspaninas de A. thaliana, únicamente AtTET8 y AtTET9 se presentaron en la formación 

de exosomas, los cuales se reconocieron como elementos clave para contender con la 

infección por el hongo patógeno Botrytis cinerea (Cai et al., 2018). Resulta interesante que 

AtTET8 es estructuralmente similar a la tetraspanina CD63 de células animales, la cual es el 

marcador especifico de exosomas en mamíferos. De esta manera, las VE derivadas de MVB 

y marcadas con TET8 pueden ser consideradas como verdaderos exosomas de plantas (Cai 

et al., 2018). Además, en esta investigación se mostró que los exosomas marcados con la 

proteína de fusión AtTET8:GFP estaban cargados con sRNAs, se acumulaban en los sitios 

de infección y, al fusionarse con la membrana de los hongos, liberaban su contenido al 

citoplasma del patógeno, atenuando la expresión de genes de virulencia. De esta manera, 

se demostró que existe una comunicación inter-reinos entre plantas y microorganismos 

mediada por exosomas, en donde las tetraspaninas resultan ser indispensables (Cai et al., 

2018).  

Por otra parte, Jimenez-Jimenez y colaboradores (2019b) identificaron los perfiles de 

expresión de los genes de las tetraspaninas de P. vulgaris. En el estudio, se encontró que 

las tetraspaninas se expresan durante el desarrollo de la raíz y en el proceso de la 

nodulación. En este trabajo se mostró que los genes de PvTET1 y PvTET3 se expresan 

mayoritariamente en las células de la raíz y en los nódulos; sin embargo, PvTET8 parece 

expresarse preferencialmente en el establecimiento de la nodulación. En este sentido, el 

promotor de PvTET8 mostró actividad a partir de las primeras etapas de la simbiosis, es 

decir, durante la deformación del pelo radical, la formación del hilo de infección y el desarrollo 

del primordio del nódulo en las células del córtex externo. Además, el transcrito de PvTET8 

aumentó significativamente a partir de los 14 días después de la inoculación con Rhizobium 

tropici (Jimenez-Jimenez et al., 2019b).  

El perfil de expresión del gen PvTET8, parece sugerir que esta tetraspanina tiene un 

papel importante desde las primeras etapas de la nodulación, particularmente en la división 

celular, en la regulación del tráfico vesicular (exosomas) y/o en la fusión de membranas. En 

este sentido, como la nodulación y la micorrización requieren de un constante intercambio de 

señales, es posible que la secreción de exosomas pudiera ser un elemento importante para 

la comunicación y/o el desarrollo de los microsimbiontes, como ocurre en la patogénesis. 

Esto tiene un sustento importante si se considera que los rizobios y los AMF comparten 

mecanismos de infección similares a los patógenos, y pareciera que las plantas emplean 
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algunos genes, respuestas inmunes o componentes moleculares comunes para controlar 

tanto a organismos benéficos como a organismos patógenos (Mithöfer, 2002; Rey y Jacquet, 

2018).  

Debido a la participación de las tetraspaninas en el tráfico vesicular, en la fusión de 

las membranas y en la formación de los exosomas, en este trabajo se determinó mediante 

el silenciamiento y la sobreexpresión de PvTET8, si el producto de este gen regula el 

establecimiento de las interacciones mutualistas y si su localización subcelular se organiza 

en forma de vesículas. Además, se determinó si su promotor es activo durante el desarrollo 

de la micorrización. Este estudio permitió generar información básica, que eventualmente 

proporcionará un mejor entendimiento de la comunicación celular que necesitan establecer 

las plantas con diferentes organismos para que ocurran interacciones mutualistas como la 

nodulación y la micorrización.  

 

HIPÓTESIS 

La tetraspanina PvTET8 tiene un papel positivo en la comunicación entre las plantas y los 

microsimbiontes, por lo que las alteraciones de los niveles de expresión del gen PvTET8 

afectan los procesos de infección de P. Vulgaris con R. tropici y Rhizophagus irregularis. 

OBJETIVOS 

General 

Determinar el papel funcional de PvTET8 en los procesos de nodulación y micorrización 

arbuscular en P. vulgaris. 

 

Particulares 

❖ Establecer la localización subcelular de la proteína de fusión PvTET8:GFP.  

❖ Determinar la actividad del promotor del gen PvTET8 en P. vulgaris en respuesta a la 

colonización micorrícica.  

❖ Evaluar los efectos de la sobreexpresión y el silenciamiento del gen PvTET8 en raíces 

de P. vulgaris sobre las eficiencias de nodulación y micorrización. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Esquema metodológico  

 

Figura 8. Diseño experimental. Las líneas verdes corresponden a los experimentos realizados con la construcción 
de sobreexpresión del gen PvTET8. Las líneas rojas indican los experimentos desarrollados con la construcción 
de silenciamiento del gen PvTET8. Las líneas azules corresponden a los ensayos realizados con la construcción 
molecular previamente diseñada por Jimenez-Jimenez et al. (2019b). 

 

Análisis bioinformático  

Las secuencias de aminoácidos de las tetraspaninas de A. thaliana y de P. vulgaris se 

obtuvieron de la base de datos Phytozome v12.1  

(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html; Goodstein et al., 2012). Con estas secuencias 

se realizó un alineamiento múltiple con el programa MUSCLE 3.8.31 

(https://www.drive5.com/muscle/; Edgar, 2004), y después con MEGA-X 

(https://www.megasoftware.net/; Kumar et al., 2018) se construyó un árbol filogenético 

empleando el método de máxima verosimilitud con 1000 bootstraps.  

Adicionalmente, mediante un análisis in silico se identificaron elementos de regulación 

en cis en el promotor (1000 pares de bases) del gen Phvul.003G151800.1 (PvTET8) 

potencialmente relacionados con la nodulación y la micorrización. Para este análisis se 

emplearon las bases de datos Phytozome y New PLACE 

(https://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/?action=newplace; Higo et al. 1999). 
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Construcciones moleculares 

Para evaluar la actividad del promotor del gen PvTET8 bajo condiciones de micorrización, se 

utilizó la construcción molecular pPvTET8::GFP:GUS, previamente diseñada y construida en 

por Jimenez-Jimenez et al. (2019b). En este vector se tienen fusionados como reporteros a 

los genes de la proteína verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés) y de la enzima β-

glucuronidasa (GUS), bajo el control de un fragmento de 1000 pb corriente arriba del codón 

de iniciación del gen PvTET8.  

Para la sobreexpresión del gen PvTET8, se generó la fusión traduccional 

35S::PvTET8:GFP mediante el sistema de clonación GATEWAY. Para esto, mediante una 

PCR obtenida a partir de ADN complementario (cDNA) e iniciadores específicos (Tabla 1), 

se amplificó la secuencia codificante (CDS, por sus siglas en inglés) del gen PvTET8 (Tabla 

2). El producto de PCR se purificó con el kit de extracción de gel GeneJET (Thermo 

Scientific™) y se clonó en el vector de entrada pENTR/D-TOPO (Invitrogen) mediante la 

transformación de bacterias quimio-competentes de Escherichia coli TOP10, de acuerdo con 

el protocolo del fabricante (Invitrogen. Life Technologies Corporation, 2012). Las colonias 

transformantes se seleccionaron por la resistencia al antibiótico kanamicina (50 µg/mL) 

conferida por el plásmido, y la inserción del fragmento se verificó mediante PCR y 

secuenciación. Este vector de entrada se recombinó con el vector destino pH7FWG2 (Karimi 

et al., 2002) para fusionar al extremo 5’ de la secuencia codificante con el promotor de 

expresión constitutiva 35SCamV (35S), y a su extremo 3’ con la región codificante del gen 

GFP (Figura 9). Con esta construcción se transformaron bacterias TOP10, que se 

seleccionaron por la resistencia al antibiótico espectinomicina (200 µg/mL). Finalmente, la 

construcción molecular se verificó mediante PCR y secuenciación. Como control se usó el 

vector destino pH7FWG2 no modificado. 

Para el silenciamiento del gen PvTET8, se diseñó un ARN interferente (RNAi) basado 

en un fragmento de 231 pb de la región 5’ no traducida (5’-UTR, por sus siglas en inglés) del 

gen PvTET8. Dicho fragmento se amplificó por PCR (Tabla 2) a partir de cDNA y 

oligonucleótidos flanqueantes específicos (Tabla 1). El producto de PCR se insertó en el 

vector de entrada pENTR/D-TOPO (Invitrogen), el cual se utilizó para recombinarlo con el 

vector destino pTDT-RNAi (Figura 10; Valdés-López et al., 2008). El vector pTDT-RNAi 

posee la secuencia del gen tdTomato que codifica para una proteína roja fluorescente, que 

sirve como proteína reportera para identificar a las raíces transgénicas. La clonación con el 
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sistema GATEWAY se realizó de la misma forma descrita para la sobreexpresión del gen 

PvTET8. Como control, en el vector pTDT-RNAi se incluyó una secuencia truncada e 

infuncional del pre-mir159 de A. thaliana, cuya secuencia blanco no está presente en el 

genoma de P. vulgaris (Montiel et al., 2012). 

Los plásmidos con las construcciones moleculares de sobreexpresión y 

silenciamiento fueron purificados por el kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific) y 

se emplearon individualmente para transformar a la cepa K599 de Agrobacterium rhizogenes, 

con las que se generaron raíces transgénicas (raíces pilosas) en P. vulgaris. Además, con la 

construcción 35S::PvTET8:GFP se transformó a la cepa CV3010 de Agrobacterium 

tumefaciens para determinar la localización subcelular de PvTET8 en hojas de Nicotiana 

benthamiana mediante el sistema de expresión transitoria (Norkunas et al., 2018). 

 

 

Tabla 1. Oligonucleótidos empleados para la generación de las construcciones moleculares 

 
 
 

Tabla 2. Programas de amplificación para los fragmentos CDSTET8 y RNAiTET8 utilizando la enzima 
DNA polimerasa Phusion High-Fidelity (Thermo Scientific) 

 
 

 

Iniciadores empleados para amplificar la CDS de PvTET8 (sobreexpresión) 

Forward: FwCDSTET8 5’   CACCATGGTTCGCTTCAG   3’ 

Reverse: RvCDSTET8 5’   ATATCTCTTCCAATTCTCCTGCC   3’ 
 

Iniciadores usados para amplificar el ARN interferente de la región 5’UTR de PvTET8 
(silenciamiento) 

Forward: FwRNAiTET8 5’   CACCTGCAATAAGATCCCGAA   3’ 

Reverse: RvRNAiTET8 5’   GATTGAGAGGAGGAAGGTGAG   3’ 

 

Fragmento 
No. de 
ciclos 

Temperatura/ tiempo 
de desnaturalización 

Temperatura/ tiempo 
de alineamiento 

Temperatura/ tiempo 
de extensión 

CDSTET8 30 98 ºC/ 30 s 62 ºC/ 30 s 72 ºC/ 30 s 

RNAiTET8 30 98 ºC/ 30 s 62 ºC/ 30 s 72 ºC/ 8 s 
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Figura 9. Esquema experimental de la generación de la construcción molecular para la sobreexpresión del gen 
PvTET8 usando el sistema de clonación GATEWAY. Esquema realizado con el programa de SnapGene 5.3. 
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Figura 10. Esquema experimental de la generación de la construcción molecular para el silenciamiento del gen 
PvTET8 usando el sistema de clonación GATEWAY. Esquema realizado con el programa de SnapGene 5.3. 
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Desinfección y germinación de semillas  

Las semillas de P. vulgaris cv. Negro Jamapa se lavaron con agua estéril en la campana de 

flujo laminar, se desinfectaron durante cinco minutos con una solución al 1% de hipoclorito 

de sodio y se enjuagaron con agua estéril.  En seguida se mantuvieron en alcohol etílico 

industrial al 96% durante un minuto, se lavaron nuevamente con agua estéril y se dejaron 

secar. Para su germinación, las semillas desinfectadas se colocaron en charolas metálicas 

con papel absorbente previamente esterilizado y humedecido con medio Fahraeus estéril 

(CaCl2 680 μM, MgSO4 486 μM, KH2PO4 734 μM, Na2HPO4 1042 μM, citrato férrico 18.5 μM, 

MnSO4 12 μM, ZnSO4 765.1 μM, H3BO3 46.25 μM, CuSO4 320 μM, H2MoO4 38.8 μM; 

Fahraeus, 1957). Posteriormente, se incubaron en oscuridad a 28 ºC durante 48 horas 

(Estrada-Navarrete et al., 2007). 

 

Plantas compuestas  

Las plantas compuestas se caracterizan por estar constituidas por una parte aérea (tallo y 

hojas) de tipo silvestre y raíces transformadas genéticamente (raíces pilosas;  Estrada-

Navarrete et al., 2007). Para generar este tipo de plantas, a las semillas germinadas de 

aproximadamente 48 horas, se les realizó una herida en la radícula en la zona más cercana 

a los cotiledones donde se les infectó con A. rhizogenes transformada con la construcción 

deseada.  Las plántulas infectadas se colocaron dentro de un sistema de tubos de vidrio y 

tubos cónicos de 15 mL con medio Fahraeus, y se incubaron a 28ºC con un fotoperiodo de 

16 horas luz/8 horas oscuridad. Las raíces transgénicas se generaron en aproximadamente 

11 días después de la infección, momento en el que se cortó el sistema radicular principal 

(no transformado) con la finalidad de favorecer el crecimiento de las raíces pilosas (Estrada-

Navarrete et al., 2007). Finalmente, la recuperación de raíces transgénicas se confirmó 

través de la fluorescencia conferida por las construcciones moleculares (GFP para la 

sobreexpresión y la actividad del promotor, y tdTomato para el silenciamiento).   

 

Localización subcelular de PvTET8 en Nicotiana benthamiana y P. vulgaris 

Las semillas de N. benthamiana se desinfectaron en la campana de flujo laminar con una 

solución al 1% de hipoclorito de sodio y Tritón X-100 al 0.002% durante 5 min; se lavaron con 

agua estéril varias veces y se dejaron secar. Las semillas se almacenaron en oscuridad a 4 

ºC al menos 24 horas antes de su uso. Posteriormente, se sembraron en macetas con 
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Metromix esterilizado y se regaron cada tres días con agua estéril. La agroinfiltración se 

realizó en hojas de plantas de cinco a seis semanas de edad. Esta ventana de tiempo 

determina la eficiencia de la transformación (Norkunas et al., 2018).    

Para la agroinfiltración, se utilizó un cultivo de la cepa CV3010 de A. tumefaciens 

previamente transformada con el vector 35S::PvTET8:GFP que fue crecida en medio Luria-

Bertani (LB; BD Difco ™) suplementado con espectinomicina (250 µg/mL), rifampicina (50 

µg/mL), gentamicina (10 µg/mL) y acetosiringona 20 µM (Sigma-Aldrich); el cultivo se creció 

en agitación a 28 ºC durante 12 horas. Posteriormente, se centrifugó 5 min a 14000 g, el 

paquete celular se resuspendió en un mililitro de amortiguador de infiltración (Na2HPO4 2mM, 

MES 50 mM pH 5.6, acetosiringona 100 µM y sacarosa a 5 mg/mL), y se realizó una dilución 

a una OD600=1 en el mismo amortiguador de infiltración (Li, 2011; Norkunas et al., 2018). Una 

vez preparada, la suspensión celular se dejó reposar de dos a cuatro horas a temperatura 

ambiente antes de su uso. Las hojas verdaderas de N. benthamiana se agroinfiltraron por el 

envés de las hojas con una jeringa de 1 mL sin aguja (Norkunas et al., 2018). 72 horas 

después de la agroinfiltración, las zonas transformadas se observaron en un microscopio 

confocal Nikon Eclipse Ti-E (Software Slidebook) con una lente de inmersión en agua 

40x/1.25 NA y un láser de argón a una longitud de excitación de 488 nm y un filtro de emisión 

de 500 a 530 nm. 

Para la localización subcelular de PvTET8 en P. vulgaris, se generaron raíces 

transgénicas a través del método ya descrito. Las raíces pilosas se formaron después de una 

infección con una clona de A. rhizogenes portadora de la construcción molecular 

35S::PvTET8:GFP, y la localización de PvTET8 se analizó en los pelos radicales de raíces 

pilosas de cuatro días de edad bajo un microscopio confocal Nikon Eclipse Ti-E en las 

condiciones descritas. 

 

Inoculación de las plantas compuestas con Rhizobium tropici 

Para los experimentos de nodulación, las plantas compuestas de frijol se sembraron en 

macetas con vermiculita estéril y se inocularon con 1 mL de una suspensión celular de las 

cepas CIAT899/WT, CIAT899/DsRed o CIAT899/GFP de R. tropici a una OD600=0.05. Las 

plantas se mantuvieron en una cámara de crecimiento a 28 ºC con un fotoperiodo de 16/8 h 

(luz/oscuridad), regándose dos veces a la semana con 30 mL de medio Fahraeus sin 

nitrógeno, con la finalidad de inducir la nodulación. 21 días después de la inoculación (dpi) 
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se determinó el número de nódulos por planta, el peso seco, el tamaño y la actividad de la 

nitrogenasa de los nódulos; además, se midieron los parámetros de crecimiento de las 

plantas, como la longitud del tallo, el peso seco de las hojas y el peso seco de las raíces.  

 

Ensayo de reducción de acetileno  

La actividad de la nitrogenasa en los nódulos se determinó indirectamente a través de la 

medición de la reducción de acetileno en nódulos de 21 dpi. Para esto, las raíces noduladas 

se colocaron en pequeños frascos de vidrio con tapones de hule, a los cuales se les inyectó 

2 mL de gas acetileno. Las muestras se incubaron al menos 60 min a temperatura ambiente, 

para posteriormente cuantificar la concentración de etileno mediante  cromatografía de gases 

(Variant modelo 3300; Ramírez et al., 1999). La actividad específica se expresa como µmol 

de etileno g-1 del peso seco de los nódulos (PSN) h-1. 

 

Inoculación de las plantas compuestas con Rhizophagus irregularis 
 

Para los experimentos de micorrización se utilizaron esporas de R. irregularis, 

proporcionadas por la Dra. Dora Trejo Aguilar de la Facultad de Ciencias Agrícolas de la 

Universidad Veracruzana, Veracruz, México. Las raíces de las plantas compuestas se 

inocularon con 140 esporas de R. irregularis (M+) distribuidas homogéneamente en el 

sustrato, y los controles fueron plantas no inoculadas (M-). Las plantas M+ y M- se 

mantuvieron en macetas con vermiculita estéril y se regaron con una solución Hoagland 

estéril  con el pH ajustado a 6.1 y una baja concentración de fosfato (10 μM) para inducir la 

colonización micorrícica (Ca [NO3]2 · 4H2O 2.5 mM, KNO3 2.5 mM, MgSO4 · 7H2O 1 mM, 

NaFe EDTA 50 μM, KH2PO4 10 μM, H3BO3 10 μM, Na2MoO4 · 2H2O 0.2 μM, ZnSO4 · 7H2O 

1 μM, MnCl2 · 4H2O 2 μM, CuSO4 · 5H2O 0.5 μM, CoCl2 · 6H2O 0.2 μM, HCl 25 μM, MES 0.5 

mM; Hoagland y Arnon, 1950). Las plantas se mantuvieron en una cámara de crecimiento a 

28 ºC con un fotoperiodo de 16/8 h (luz/oscuridad) durante 30 días. Las raíces transformadas 

con la construcción pPVTET8::GFP:GUS se analizaron por tinción histoquímica para revelar 

la actividad de GUS y, por lo tanto, del promotor de PvTET8. En los experimentos de 

sobreexpresión y silenciamiento se midieron los parámetros de crecimiento de las plantas, y 

se colectaron las raíces para determinar la colonización micorrícica, el peso seco de la raíz, 

y la acumulación del transcrito de algunos genes.  
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Tinción histoquímica para la β-glucuronidasa  

Para determinar la actividad de la β-glucuronidasa (GUS) bajo el control del promotor de 

PVTET8, las muestras de las raíces colonizadas por R. irregularis se analizaron 

histoquímicamente de acuerdo al método de Jefferson (1987). Las raíces previamente 

limpias se trataron durante cinco minutos a temperatura ambiente con la “Solución de lavado 

1” (Na2HPO4 50 mM pH 7.2, NaH2PO4 15 mM, K3Fe(CN)6 0.5 mM y K4Fe(CN)6 0.5 mM). 

Después, se colocaron durante cinco minutos en la “Solución de lavado 2” (Solución de 

lavado 1 con EDTA 2 mM pH 8 y Tritón X 100 al 0.1%). La actividad de GUS se reveló con 

la “Solución de tinción GUS” (Solución de lavado 2 con X-Gluc 2 mM). Una vez que las raíces 

se trataron con la última solución, se lavaron con agua estéril para detener la reacción y se 

desgasificaron en un sistema de trampa de agua. Inmediatamente después, el tejido de la 

raíz se clarificó con una solución de hipoclorito de sodio al 0.6% durante aproximadamente 

16 horas y se lavaron con agua estéril. Se evaluaron las raíces de 20 plantas y se obtuvieron 

imágenes de campo claro con aumento de 56x en un estereoscopio (Olympus SZX7) 

acoplado a una cámara Olympus (DP74). 

 

Marcaje de micorrizas con WGA-Alexa Fluor 488  

A las raíces inoculadas con R. irregularis (30 dpi) se les trató durante un día con un buffer de 

fijación (PME 5X pH 6.9 [PIPES 100 mM, MgSO4 10 mM, EGTA, 20 mM], formaldehído y 

DMSO) y se realizaron lavados con agua estéril. Posteriormente, el tejido se sumergió en 

una solución de KOH al 20% durante cuatro días a temperatura ambiente. Para remover el 

KOH, el tejido se mantuvo en agua destilada por 12 horas y se realizaron lavados en los dos 

días siguientes. Las muestras se mantuvieron durante una hora en una solución 

amortiguadora de fosfato salina (PBS, por sus siglas en inglés; 1X) y después se les agregó 

una solución de 0.2 μg/mL de Wheat Germ Agglutinin, Alexa Fluor® 488 conjugate (WGA-

Alexa Fluor 488; Molecular Probes, Invitrogen) en PBS (Javot et al., 2007). La aglutinina del 

germen de trigo (WGA, por sus siglas en inglés) es una lectina que se une selectivamente a 

residuos de N-acetilglucosamina (componente principal de la quitina de la pared celular de 

los hongos) y al ácido N-acetilneuramínico (ácido siálico), por lo que el conjugado WGA-

Alexa Fluor 488 permite visualizar a las estructuras fúngicas por fluorescencia (Javot et al., 

2007). Esta técnica permitió comparar la presencia de los arbúsculos con los sitios de 

actividad del promotor de PvTET8 y analizar el fenotipo de la colonización micorrícica en P. 



 

 
33 

 

vulgaris de raíces transformadas con las construcciones de sobreexpresión y silenciamiento. 

Para cada planta se evaluaron 30 segmentos de raíces colonizadas por R. irregularis. Los 

segmentos de raíz marcados con WGA-Alexa Fluor 488 se analizaron utilizando microscopía 

confocal de barrido láser (Nikon Eclipse Ti-E), a longitudes de onda de excitación y emisión 

para el fluoróforo de 488 y 550 nm, respectivamente. 

 

Tinción y cuantificación de la colonización micorrícica 

Para evaluar el porcentaje de colonización micorrícica y el desarrollo de las estructuras 

simbióticas, las raíces inoculadas con R. irregularis se tiñeron con azul de tripano. Este 

método consistió en fijar a las raíces durante 24 horas en etanol al 50%, lavados con agua 

destilada y tratamientos con una solución de hidróxido de potasio (KOH) al 20% a 

temperatura ambiente durante 48 horas. Posteriormente, las raíces se lavaron con agua 

destilada y se trataron con una solución al 10% de ácido clorhídrico (HCl) durante 24 horas. 

Después de retirar el HCl y sin lavarse las raíces, se tiñeron con una solución 0.03% de azul 

de tripano durante tres días (Koske y Gemma, 1989). Las muestras se lavaron con agua 

destilada y se destiñeron durante 24 horas con una solución de lactoglicerol (ácido láctico, 

glicerol y agua destilada en una relación 1:1:1).  

Los segmentos de raíces teñidas se observaron en un microscopio invertido (Nikon 

TE300) con las magnificaciones de 10 y 40X. La colonización micorrícica total (hifas, 

vesículas, arbúsculos y apresorios) se calculó siguiendo el método de la intersección en la 

línea descrito por Giovannetti y Mosse (1980). La determinación del porcentaje de 

colonización arbuscular se calculó utilizando el software de análisis Mycocalc 

(https://www2.dijon.inrae.fr/mychintec/Mycocalcprg/download.html), basado en el método de 

Trouvelot et al. (1986; Figura 11). El número de sitios de infección, apresorios, vesículas y 

arbúsculos a lo largo de la longitud de cada raíz, se determinó mediante un análisis de 

imágenes utilizando el software ImageJ (versión 1.8.0_112; Javot et al., 2011). Por cada 

planta analizada, se evaluaron 30 segmentos de raíces colonizadas por R. irregularis. 

https://www2.dijon.inrae.fr/mychintec/Mycocalcprg/download.html
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Figura 11.  Esquema de los niveles de colonización micorrícica. Tomada de Trouvelot et al. (1986).  

 

Análisis de expresión de genes 

El ARN total se extrajo a partir de tejido congelado de raíces transgénicas. Las extracciones 

se realizaron siguiendo el método del TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, EU), de acuerdo con las 

recomendaciones del fabricante. La integridad del ARN se verificó mediante una 

electroforesis en gel de agarosa. Las concentraciones y las purezas de ARN se evaluaron a 

partir de las relaciones de absorbancia de A260/280 y A260/230, usando un 

espectrofotómetro NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific; EU). Las síntesis de cDNA se 

realizaron a partir de 200 ng de ARN usando la enzima Maxima Reverse Transcriptase 

(Thermo Scientific, EU). 

Las reacciones de PCR cuantitativo en tiempo real (qRT-PCR) se prepararon con 200 

ng de cDNA como templado, usando la Master Mix qPCR Maxima SYBR Green/ROX 

(Thermo Fisher) y el instrumento QuantStudioTM 5 System. Los oligonucleótidos empleados 

en las reacciones se muestran en la Tabla 3. El programa de amplificación consistió en una 

desnaturalización inicial de 95 °C durante 10 min y 40 ciclos de desnaturalización a 95 ºC 

durante 15 s y una etapa de alineamiento de 60 ºC por 1 min. El nivel de expresión relativa 

se determinó por el método 2-∆CT descrito por  Schmittgen y Livak (2008), utilizando al Factor 

de Elongación 1α  (EF1α) de P. vulgaris como gen de referencia (Tabla 3). 



 

 
35 

 

 Tabla 3. Oligonucleótidos empleados en el qRT-PCR. 

 
 

Detección de superóxido mediante la tinción de NBT 

 La producción de superóxido en las raíces transgénicas 35S::PvTET8:GFP y PvTET8-RNAi, 

se determinó mediante la tinción con nitroazul de tetrazolio (NBT; C40H30Cl2N10O6). Para este 

ensayo se emplearon raíces de 15 días de edad crecidas en tubos de vidrio con medio 

Fahraeus sin nitrógeno, a las cuales se les trató con una solución 0.1% de NBT diluido en un 

amortiguador de fosfato de sodio (NaH2PO4; 50mM, pH 7.5). Las raíces se dejaron incubar 

en dicha solución en oscuridad y a temperatura ambiente durante una hora. Cuando el 

precipitado de formazan (producido por la reacción de NBT con el anión superóxido) fue 

visible, se prosiguió a desteñir las raíces con alcohol etílico al 96% durante una hora y con 

alcohol etílico al 40, 20 y 10% durante 25 min cada uno (Grellet y Díaz-Ricci, 2011). 

Finalmente, las raíces se colocaron en una solución de glicerol al 50% y las imágenes se 

capturaron inmediatamente en un estereoscopio Olympus SZX7 con cámara Olympus DP74.  

 

Análisis estadístico 

Los datos fueron procesados para obtener las medidas de tendencia central, como la media 

y la desviación estándar (SD, por sus siglas en inglés). Antes del análisis estadístico se 

verificó que los datos utilizados presentaran distribuciones normales con una prueba de 

Shapiro-Wilk (Shapiro y Wilk, 1965). Posteriormente, las diferencias significativas se 

determinaron a través de un análisis de varianza (ANOVA, por sus siglas en inglés; Fisher, 

1925; Kaufmann y Schering, 2014) de una vía, seguida de una prueba de Tukey (Tukey, 

1949). Los asteriscos simples, dobles o triples en las columnas indican diferencias que son 

estadísticamente significativas a P ≤0,05, P ≤0,01 y P ≤0,001, respectivamente. Todos los 

análisis estadísticos se realizaron utilizando el software estadístico GraphPad Prism (versión 

6.00) para Windows. 

 

Oligonucleótidos empleados para los RT-PCR cuantitativos 

Gen Forward Reverse 

PvTET8 5’    GTCTCTCTAGCCGGCCTCAT    3’ 5’    TGACAACGAAGGCGAAGATGG    3’ 

PvEF1α 5’ GGTCATTGGTCATGTCGACTCTGG 3’ 5’ GCACCCAGGCATACTTGAATGACC 3’ 

PvPT4 5’  GCGGTGACTAACATGTTAGGG  3’ 5’   CCTGTGCCCTAGTATTGTTGG  3’ 
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RESULTADOS 
 

Las TETRASPANINAS 7 y 8 de P. vulgaris se agrupan filogenéticamente con las 
TETRASPANINAS 7, 8 y 9 de A. thaliana  
 
Los antecedentes sugieren que en A. thaliana, la tetraspanina AtTET8 regula la invasión de 

B. cinerea mediante la formación de exosomas. Por otro lado, en P. vulgaris la expresión de 

algunos genes de tetraspaninas podrían requerirse para el desarrollo de la nodulación, en 

donde PvTET8 sobresale como un candidato importante debido a que es muy activo en el 

desarrollo del nódulo (Jimenez-Jimenez et al., 2019b). Por esta razón, en primera instancia 

se construyó un árbol filogenético con las secuencias de aminoácidos de las tetraspaninas 

de A. thaliana y de P. vulgaris con la finalidad de determinar las relaciones monofiléticas de 

PvTET8 con el resto de las tetraspaninas de frijol y encontrar sus ortólogos en A. thaliana. 

En la Figura 12A se observa que la tetraspanina PvTET8 está estrechamente relacionada 

con PvTET7 y éstas a su vez comparten un mismo clado con AtTET7, AtTET8 y AtTET9 

(Figura 12A, ver recuadro rosa), que como ya se mencionó tienen una relevancia particular, 

ya que en Arabidopsis han sido descritas como componentes de los exosomas y, por lo tanto, 

constituyen genes de interés para este trabajo. Asimismo, se analizaron las estructuras de 

los genes para las tetraspaninas pertenecientes al clado mencionado. En la Figura 12B se 

ilustra el número de exones e intrones de los genes de estas tetraspaninas. Nótese que la 

distribución y el número de intrones y exones está conservado en estos genes.   
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Figura 12. (A) Árbol filogenético de las secuencias de aminoácidos de las tetraspaninas de A. thaliana y P. 

vulgaris. El árbol fue construido con el programa MEGA por el método de máxima verosimilitud con 1000 
bootstraps. Los números sobre las ramas indican los valores de los porcentajes de bootstraps que coincidieron. 
(B) Estructura de los genes para las tetraspaninas de P. vulgaris y A. thaliana que pertenecen al clado del recuadro 
rosa. Las cajas verdes corresponden a las secuencias 5’UTR y 3’UTR, las cajas azules marcan a los exones y 
las líneas negras representan a los intrones. Las secuencias se obtuvieron de la base de datos Phytozome y el 
esquema se realizó con el programa de SnapGene. 
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La proteína PvTET8 se localiza en la membrana plasmática y la sobreexpresión del 
gen incrementa el número y el tamaño de los nódulos  
 
La fusión traduccional 35S::PvTET8:GFP, se usó en una primera etapa para determinar la 

localización subcelular de PvTET8:GFP y, en una segunda etapa, para analizar el fenotipo 

de la sobreexpresión en la nodulación. Para esto, la CDS sin intrones del gen PvTET8 (805 

pb) se clonó en el vector de entrada pENTR. El vector pENTR-PvTET8 se recombinó con el 

vector destino pH7FWG2 para generar al constructo de sobreexpresión del gen PvTET8 que 

se denominó 35S::PvTET8:GFP y se movilizó tanto a A. tumefaciens como a A. rhizogenes. 

En la Figura 13A, se muestra un gel de electroforesis de los amplicones de PCR de las 

colonias de A. rhizogenes portadoras de la construcción molecular 35S::PvTET8:GFP. Los 

productos marcados en el gel de agarosa presentan un tamaño de 805 pb, similar al obtenido 

en una electroforesis in silico (Figura 13B), sugiriendo que el producto de PCR corresponde 

a la CDS sin intrones del gen PvTET8. Además, por secuenciación se confirmó que los 

vectores portaran la CDS sin intrones. 

 

Figura 13. Análisis de la CDS del gen PvTET8 clonado en el vector pH7WG2. (A) Electroforesis en gel de agarosa 
con los amplicones de PCR (805 pb) de colonias de A. rhizogenes portadoras del vector pH7WG2:PvTET8. Carril 
1: marcador de peso molecular (GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, Thermo Scientific); carriles 2-6: colonias 
positivas; carril 7: colonia negativa, y carril 8: control positivo (colonia de E. coli. portadora del vector 
pH7WG2:PvTET8). (B)Simulación de la electroforesis en gel de la CDS sin intrones de PvTET8 (SnapGene). 

 

La localización subcelular de la proteína PvTET8 se determinó por expresión 

transitoria en hojas de N. benthamiana y estable en los pelos radicales de P. vulgaris. 

Mediante microscopía confocal se observó que en las células de la epidermis de N. 

benthamiana, la proteína de fusión PvTET8:GFP se localiza en la membrana plasmática 

(Figura 14 B y C, ver flechas), a diferencia de la construcción 35S::GFP, que muestra una 

localización subcelular preferentemente en el citoplasma (Figura 14A). De igual forma, en el 
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caso de los pelos radicales de P. vulgaris, se observó que la proteína PvTET8:GFP se 

localiza específicamente en la membrana celular, acumulándose preferentemente en el 

dominio apical (Figura 14D, ver flechas). Además, tanto en las células de las hojas, como en 

los pelos radicales se observó la presencia de estructuras similares a vesículas intracelulares 

(Figura 14 B y E, ver puntas de flechas).    

 

 

Figura 14. Localización subcelular de PvTET8:GFP. (A-C) Células de la epidermis de hojas de N. benthamiana 
que expresan las construcciones 35S::GFP (A; control) y 35S::PvTET8:GFP (B y C). (D y E) Pelos radicales de 
P. vulgaris que expresan la construcción 35S::PvTET8:GFP. Las flechas indican la localización de PvTET8 en la 
membrana y las cabezas de flecha indican las vesículas. Imágenes capturadas con un microscopio confocal a un 
aumento de 400x; las barras corresponden a 20 µm.  

 

Con A. rhizogenes se generaron raíces transformadas con la construcción 

35S::PvTET8:GFP para sobreexpresar el gen PvTET8:GFP; previamente la cepa utilizada 

se identificó por PCR y se probó su eficiencia para generar raíces pilosas. A partir de este 

análisis, se decidió utilizar las dos clonas que mostraron la mayor capacidad de generar 

raíces, a las cuales se les llamó 35S::PvTET8 1 y 35S::PvTET8 2. Mediante qRT-PCR se 

determinó la acumulación del transcrito de PvTET8 en las raíces pilosas fluorescentes que 

expresaban las construcciones 35S::GFP (control), 35S::PvTET8 1 y 35S::PvTET8 2. En el 

caso de 35S::PvTET8 1 se detectó un incremento de 3.6 veces de la acumulación del 
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transcrito respecto al control 35S::GFP, mientras que para 35S::PvTET8 2 se determinó un 

aumento de 4.7 veces (Figura 15).  

 
Figura 15. Nivel de expresión del gen PvTET8 en raíces transgénicas 35S::PvTET8. (A) Nivel de expresión relativa 
normalizada de PvTET8 evaluada en raíces transformadas con 35S::GFP (control), 35S::PvTET8 1 y 
35S::PvTET8 2. La acumulación del transcrito se normalizó con la expresión del gen de referencia EF1α. Los 
datos corresponden al promedio de dos experimentos independientes (n=6). Las diferencias significativas se 
determinaron usando un ANOVA, seguido de una prueba de Tukey (**: P≤0.01); las barras de error representan 
la desviación estándar (SD).  

 

En las raíces transformadas con la construcción 35S::PvTET8:GFP, se determinó el 

efecto de la sobreexpresión del gen sobre la nodulación. Las raíces de las plantas 

compuestas transformadas con las construcciones 35S::PvTET8 1 y 35S::PvTET8 2 a los 21 

dpi con R. tropici, mostraron incrementos significativos en el número de nódulos del 128% y 

del 88%, respectivamente, comparados con las raíces control (Figura 16A). Asimismo, el 

peso seco total de los nódulos de las plantas compuestas 35S::PvTET8 1 y 35S::PvTET8 2 

tuvieron incrementos significativos del 121% y 129%, respectivamente, en comparación con 

las plantas control (Figura 16B). También se calculó el tamaño individual de los nódulos de 

cada grupo, observándose que las plantas compuestas transformadas con las 

construcciones 35S::PvTET8 1 y 35S::PvTET8 2 tuvieron nódulos 27% más grandes que los 

nódulos de las plantas control (Figura 16C). Asimismo, se evaluó la capacidad de los nódulos 

para la fijación biológica del nitrógeno por el ensayo de reducción de acetileno. En la Figura 

16D, se puede observar que los nódulos provenientes de las raíces transformadas con las 

construcciones 35S::PvTET8 1 y 35S::PvTET8 2 tuvieron una disminución de la actividad de 

la nitrogenasa respectiva del 25% y 42%, comparada con su control. 
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Figura 16. Análisis cuantitativo de diferentes parámetros de nódulos desarrollados en plantas compuestas 
transformadas con las construcciones 35S::GFP (control), 35S::PvTET8 1 y 35S::PvTET8 2, de 21 dpi con R. 
tropici. (A) Número de nódulos presentes por planta. (B) Peso seco total de los nódulos presentes por planta. (C) 
Diámetro de los nódulos. (D) Análisis cuantitativo indirecto de la fijación biológica del nitrógeno de los nódulos. La 
actividad de la nitrogenasa se determinó por un ensayo de reducción de acetileno; PSN: peso seco de nódulos. 
Todos los datos representan el promedio de dos experimentos independientes (n=20 plantas). Se hizo un ANOVA 
seguido de una prueba de Tukey para determinar las diferencias significativas (*: P≤0.05; **: P≤0.01; ***: P≤0.001); 
las barras de error representan la SD. 

 

Para determinar el estado de colonización de los rizobios dentro de los nódulos 

sobreexpresantes del gen PvTET8, las raíces transgénicas se inocularon con R. tropici 

DsRED. En las imágenes de la Figura 17, se distingue que los nódulos de las construcciones 

35S::PvTET8 1 y 35S::PvTET8 2, se desarrollaron en un patrón de racimo con un tamaño 

mayor, un color rosado más intenso (relacionado con la acumulación de leghemoglobina; 

paneles D y G) y un área roja fluorescente más extensa (conferida por R. tropici; paneles F 

e I) en comparación con los nódulos de las plantas control (paneles A-C). 
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Figura 17. Nódulos de plantas compuestas transformadas con las construcciones 35S::GFP (control; A-C), 
35S::PvTET8:GFP 1 (D-F) y 35S::PvTET8:GFP 2  (G-I) inoculadas con R. tropici DsRED (21 dpi). Todas las raíces 
transgénicas expresan GFP (distinguidas en el canal GFP), mientras que R. tropici sintetiza una proteína rojo 
fluorescente (observada en el canal DsRED). Imágenes representativas de 30 campos focales, capturadas con 
un estereoscopio con un aumento de 20x; las barras corresponden a 2 mm. 

 

Además, se midieron parámetros de crecimiento de las plantas compuestas de los 

tres grupos (21 dpi). En las Figuras 18A y 18B, se observa que no hubo cambios significativos 

en el peso seco de la raíz, ni en la altura entre las plantas compuestas en ninguno de los 

tratamientos. De manera interesante, las plantas transformadas con las construcciones 

35S::PvTET8 1 y 35S::PvTET8 2 tuvieron un incremento significativo del 89% del peso seco 

de sus hojas respecto a las plantas transformadas con el vector vacío (Figura 18C). Con 

estos datos, es posible sugerir que las plantas compuestas con la sobrexpresión de PvTET8 

tuvieron un mejor crecimiento bajo las condiciones de nodulación. 
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Figura 18. Parámetros de crecimiento de las plantas compuestas transformadas con las construcciones 35S::GFP 
(control), 35S::PvTET8 1 y 35S::PvTET8 2  inoculadas con R. tropici (21 dpi). Los datos corresponden al promedio 
del peso seco de raíz (A), a la longitud del tallo (B) y al peso seco de hojas (C) de dos experimentos 
independientes (n=20 plantas). Las diferencias significativas (***: P≤0.001) se determinaron usando un ANOVA 
seguido de una prueba de Tukey; las barras de error representan la SD. 

 
 
El silenciamiento del gen PvTET8 en P. vulgaris reduce el número y el tamaño de 
los nódulos afectando la fijación biológica de nitrógeno 
 
Se determinó el efecto del silenciamiento de la expresión del gen PvTET8, dirigida por la 

construcción PvTET8-RNAi, en la nodulación. Inicialmente, un ARN interferente que consistió 

en un fragmento de 231 bases de la secuencia 5’UTR del gen PvTET8, se clonó en el vector 

de entrada pENTR. El vector pENTR-PvTET8RNAi se recombinó con el vector destino pTDT-

RNAi para obtener a la construcción final denominada PvTET8-RNAi, y con la cual se 

transformó a A. rhizogenes. En la Figura 19A se muestra la electroforesis de los amplicones 

de PCR de colonias de A. rhizogenes que resultaron de la transformación con la construcción 

PvTET8-RNAi. Los productos marcados en el gel de agarosa se localizaron entre los 

marcadores de peso molecular de 200 y 300 pb, al igual que en la simulación de la 

electroforesis del RNAi de PvTET8 (Figura 19B). Asimismo, por secuenciación se confirmó 

que los vectores portaran el ARN interferente. 

 
Figura 19. Análisis del RNAi para PvTET8 clonado en el vector pTDT-RNAi. (A) Gel de agarosa con los amplicones 
de PCR (231 pb) de colonias de A. rhizogenes positivas a la transformación con la construcción PvTET8-RNAi. 
Carril 1: marcador de peso molecular (GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, Thermo Scientific); carril 2: control 
positivo (colonia de E. coli. portadora del vector PvTET8-RNAi); carriles 3 y 5-9: colonias positivas de A. 
rhizogenes; carril 4: colonia negativa. (B) Simulación de la electroforesis en gel del RNAi de PvTET8. 
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Se probó la eficiencia para generar raíces pilosas de las colonias de A. rhizogenes 

transformadas con la construcción PvTET8-RNAi. A partir de esta evaluación, se decidió 

utilizar las dos clonas que mostraron la mayor capacidad de generar raíces, a las cuales se 

les denominó PvTET8-RNAi 1 y PvTET8-RNAi 2. Para confirmar que las raíces transgénicas 

presentaban menor abundancia del transcrito del gen PvTET8, se realizó un qRT-PCR con 

iniciadores específicos (Tabla 3). Las raíces transformadas con la clona PvTET8-RNAi 1 

mostraron una disminución del 67% en la acumulación del transcrito respecto a las raíces 

control, mientras que las raíces transformadas con la clona PvTET8-RNAi 2 presentaron un 

decremento del 76% en este transcrito, valores que resultaron estadisticamente significativos 

(Figura 20).  

 

Figura 20. Nivel de expresión relativa de PvTET8 en raíces transgénicas PvTET8-RNAi. (A) Acumulación del 
transcrito de PvTET8 analizado en raíces transformadas con los vectores pTDT-RNAi (control), PvTET8-RNAi 1 
y PvTET8-RNAi 2. La acumulación del transcrito se normalizó con la expresión del gen de referencia EF1α. Los 
datos corresponden al promedio de dos experimentos independientes (n=6). Las diferencias significativas se 
determinaron usando un ANOVA seguido de una prueba de Tukey (**:P≤0.01); las barras de error representan la 
SD.  

 

Después se prosiguió a analizar el fenotipo derivado del silenciamiento del gen en la 

nodulación. Las raíces transformadas con las construcciones PvTET8-RNAi 1 y PvTET8-

RNAi 2, inoculadas con R. tropici (21 dpi), mostraron una disminución estadísticamente 

significativa del 31% y 44% en el número de nódulos respectivamente, en comparación con 

las raíces control (Figura 21A). De igual forma, el peso seco total de los nódulos tuvo una 

reducción significativa del 36% y 49%, respectivamente, en comparación con las plantas 

transformadas con el control (Figura 21B). El análisis del tamaño individual de los nódulos de 

cada grupo mostró que las plantas de PvTET8-RNAi 1 y PvTET8-RNAi 2 tuvieron nódulos 
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36% y 46% más pequeños, respectivamente, en comparación con el tamaño de los nódulos 

de las plantas control (Figura 21C). Además, se analizó la actividad de la nitrogenasa de los 

nódulos, encontrándose que aquellos de las plantas PvTET8-RNAi 1 y PvTET8-RNAi 2 

tuvieron una disminución del 36% y del 45% en la reducción de acetileno, respecto a los 

nódulos de las raíces transformadas con el vector control (Figura 21D).  

 

Figura 21. Análisis cuantitativo de distintos parámetros de nódulos desarrollados en plantas compuestas 
transformadas con los vectores pTDT-RNAi (control), PvTET8-RNAi 1 y PvTET8-RNAi 2, inoculadas con R. tropici 
(21 dpi). (A) Número de nódulos por planta. (B) Peso seco total de nódulos por planta. (C) Diámetro de los nódulos. 
(D) Actividad de la nitrogenasa medida por la reducción de acetileno; PSN: peso seco de nódulos. Todos los datos 
representan el promedio de dos experimentos independientes (n=20 plantas). Las diferencias significativas se 
determinaron haciendo un ANOVA seguido de una prueba de Tukey (*:P≤0.05; **:P≤0.01; ***: P≤0.001); las barras 
de error representan la SD. 

 

Las raíces transformadas en donde se silenció a PvTET8, se inocularon con R. tropici 

GFP para determinar el estado de colonización de los rizobios en los nódulos. En la Figura 

22 se observa que las raíces con las construcciones PvTET8-RNAi 1 y PvTET8-RNAi 2, 

presentaron nódulos más pequeños y blancos (relacionado con la ausencia de 

leghemoglobina; paneles D y G), además de una reducida infección de R. tropici GFP 

(paneles F e I), en comparación con los nódulos de las plantas control (paneles A-C). Cabe 

mencionar que el sistema de transformación por A. rhizogenes puede ocasionalmente 
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generar zonas mosaico. Es decir, algunas zonas de la raíz se transforman y otras no. De 

esta forma, la colonización de Rhizobium aumentó drásticamente en los nódulos que no 

expresaban la construcción de silenciamiento (determinada por la ausencia de la proteína 

roja fluorescente que lleva el vector de expresión; Figura 22 E y F, ver flechas). 

 

Figura 22. Morfología de nódulos de raíces transformadas con las construcciones pTDT-RNAi (control; A-C), 
PvTET8-RNAi 1 (D-F) y PvTET8-RNAi 2 (G-I), inoculadas con R. tropici GFP (21 dpi). Todas las raíces 
transgénicas sintetizan a una proteína roja fluorescente (distinguidas en el canal tdTomato), mientras que R. 
tropici sintetiza a GFP (observada en el canal GFP). Las flechas señalan a un nódulo sin silenciamiento del gen 
PvTET8. Imágenes representativas de 30 campos focales, capturadas con un estereoscopio con un aumento de 
20x; las barras de escala corresponden a 2 mm. 

 

También se evaluaron los parámetros de crecimiento de las plantas compuestas 

inoculadas con R. tropici (21 dpi). En los tres paneles de la Figura 23, se muestra que entre 

las plantas compuestas de los tres diferentes grupos no hubo cambios significativos en el 

peso seco de raíz, en la longitud del tallo, ni en el peso seco de las hojas.  
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Figura 23. Parámetros de crecimiento de plantas compuestas transformadas con los vectores pTDT-RNAi 
(control), PvTET8-RNAi 1 y PvTET8-RNAi 2, inoculadas con R. tropici (21 dpi). Los datos corresponden al 
promedio del peso seco de raíz (A), de la longitud del tallo (B) y del peso seco de hojas (C) de dos experimentos 
independientes (n=20 plantas). Se realizó un ANOVA seguido de una prueba de Tukey para identificar cambios 
significativos con una P≤0.05; las barras de error representan la SD. 

 

El promotor del gen PvTET8 se activa en raíces de P. vulgaris durante la simbiosis 
micorrícica arbuscular 

 

Debido a que la actividad del promotor del gen PvTET8 (pPvTET8) ya se había analizado en 

condiciones de nodulación, en este trabajo sólo se determinó la actividad de este promotor 

bajo condiciones de micorrización (Jimenez-Jimenez et al., 2019b). Inicialmente, se 

analizaron mediante el ensayo de GUS raíces sin inocular transformadas con la construcción 

pPvTET8::GUS:GFP, en éstas se observó que el promotor de PvTET8 está activo en los 

primordios de las raíces laterales, en los meristemos apicales de la raíz y en los haces 

vasculares (Figura 24 A, B y C, respectivamente), con lo cual se confirmó lo reportado 

previamente (Jimenez-Jimenez et al., 2019b).  

 

 
Figura 24. Actividad del promotor del gen PvTET8::GUS:GFP en raíces de P. vulgaris de 30 días no inoculadas. 
(A) Primordio de raíz lateral, (B) meristemo apical de raíz y (C) haz vascular. Se evaluaron raíces de 10 plantas 
de dos experimentos independientes. Imágenes representativas capturadas con un microscopio de luz transmitida 
a un aumento de 400x. La barra de escala corresponde a 20 µm. 

 

Para determinar la actividad del promotor del gen PvTET8 en condiciones de 

micorrización, a las raíces transformadas con la construcción pPvTET8::GUS:GFP se les 

inoculó con el hongo R. irregularis. Con el ensayo de GUS se mostró que bajo las condiciones 
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de micorrización (30 dpi), el promotor del gen PvTET8 está activo en diversas células del 

córtex interno de la raíz, lugar en donde los arbúsculos se forman preferentemente (Figura 

25 A-D, ver cabeza de flechas blancas). Este patrón resultó diferente respecto a las raíces 

sin inocular, en donde el promotor está activo en los haces vasculares (Figura 24C). 

Adicionalmente, las zonas con actividad del promotor en raíces micorrizadas se compararon 

con los sitios y patrones de formación de los arbúsculos marcados por la fluorescencia del 

conjugado WGA-Alexa Fluor 488 (Figura 25 E-H). Estos resultados fueron consistentes con 

el desarrollo de los arbúsculos que mostró la misma localización, tamaño y patrón de 

formación que las zonas con actividad del promotor, sugiriendo que el promotor del gen 

PvTET8 está activo en las células del córtex interno que contienen arbúsculos.  

Los datos de la actividad del promotor PvTET8, indujeron la búsqueda de los 

elementos de regulación en cis potencialmente implicados en las interacciones mutualistas, 

localizados dentro de los 1000 pb empleados. Este análisis reveló la presencia de elementos 

regulatorios en cis implicados en la nodulación, la micorrización y la patogénesis, tanto en la 

cadena positiva (+) del ADN, como en la negativa (-). Dentro de los elementos encontrados 

se tienen tres motivos NODCON1GM (AAAGAT) localizados a -760(-), -781(+) y -870(-) y 

tres elementos NODCON2GM (CTCTT) situados a -240(-), -375(-) y -468(-) pb (Figura 25I).  

De igual forma, se encontró un motivo palindrómico PHO (CACGTG), también conocido como 

G-Box o CACGTGMOTIF (Chen et al., 2011; Hatorangan et al., 2009), que se localizó en las 

cadenas (-) y (+) a -541 pb del sitio del inicio de transcripción (Figura 25I). Otro de los 

elementos de regulación encontrados fueron cinco motivos WRKY71OS localizados a -142(-

), -325(-), -386(+), -770(-) y -960(-) pb (Figura 25I). Así como el motivo ARR1AT (NGATT), 

que se presentó en 13 sitios diferentes del promotor de PvTET8, cuatro en la cadena positiva 

y nueve en la cadena negativa (Figura 25I).  
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Figura 25. Análisis del promotor de PvTET8 en condiciones de micorrización. (A-D) Actividad del promotor del 
gen PvTET8::GUS-GFP de raíces inoculadas con R. irregularis 30 dpi. Los cabezas de las flechas indican las 
zonas del córtex interno en donde se forman los arbúsculos. Las imágenes fueron capturadas con un 
estereoscopio con un aumento de 56x; las barras de escala corresponden a 200 µm. (E-H) Arbúsculos (a) 
marcados con WGA-Alexa Fluor 488 en raíces inoculadas con R. irregularis 30 dpi. Imágenes capturadas con un 
microscopio confocal a un aumento de 200x; las barras de escala corresponden a 20 µm. Las imágenes 
corresponden a dos experimentos independientes (n=20 plantas). (I) Elementos regulatorios en cis presentes en 
el promotor de PvTET8 potencialmente involucrados en la simbiosis, localizados en la cadena positiva y negativa 
del ADN. El análisis in-silico de la secuencia de 1000 pb del promotor PvTET8 se analizó con la base de datos 
NewPlace. El gráfico se diseñó con SnapGene y MEME Suite 5.3.3. 
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La sobreexpresión del gen PvTET8 regula positivamente a la colonización 
micorrícica en P. vulgaris y a la expresión del gen PvPT4 

 
Para el análisis funcional del gen PvTET8 en condiciones de micorrización, inicialmente se 

observaron los efectos de la sobreexpresión de PvTET8 sobre el fenotipo de plantas 

compuestas inoculadas con R. irregularis. Mediante las tinciones con azul de tripano se 

determinó el porcentaje de colonización micorrícica y la cuantificación de las estructuras 

simbióticas de las raíces transgénicas inoculadas con R. irregularis (30 dpi). En la Figura 26A 

se puede observar que, en cuanto al porcentaje de colonización total, no se presentó ningún 

cambio significativo entre los tres grupos de las plantas compuestas. Sin embargo, en cuanto 

al porcentaje de colonización arbuscular, las raíces transformadas con las construcciones 

35S::PvTET8 1 y 35S::PvTET8 2, tuvieron un incremento significativo del 177% y 102%, 

respectivamente, en comparación con las raíces transformadas con la construcción control. 

Con la finalidad de caracterizar puntualmente el fenotipo de la colonización micorrícica, se 

realizó el conteo de los arbúsculos, las vesículas, los sitios de infección y los apresorios por 

región de raíz colonizada, encontrándose que las raíces transformadas con las 

construcciones 35S::PvTET8 1 y 35S::PvTET8 2 tuvieron 16 y 13 veces más arbúsculos, 

respectivamente, en comparación con las raíces transformadas con el control (Figura 26B). 

Además, no se observó la formación de vesículas, sitios de infección y apresorios en ninguno 

de los tratamientos (Figura 26B). 

En las Figuras 26 F-H se muestran imágenes representativas de la colonización 

micorrícica teñidas con WGA-Alexa 488 que permiten una visualización más clara del 

desarrollo arbuscular en las células del córtex interno de la raíz. Notoria y consistentemente 

con los datos cuantitativos (Figura 26 A y B), se observó un aumento significativo en el 

desarrollo arbuscular en las líneas de sobreexpresión (Figura 26 D, E, G y H) en comparación 

con el control (Figura 26 C y F). 
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Figura 26. Colonización micorrícica de plantas compuestas transformadas con los vectores 35S::GFP (control), 
35S::PvTET8 1 y 35S::PvTET8 2, inoculadas con R. irregularis (30 dpi). (A) Cuantificación del porcentaje de 
colonización total (considera cualquier estructura micorrícica) y colonización arbuscular (considera únicamente 
arbúsculos) de dos experimentos independientes (n=10 plantas). (B) Cuantificación de estructuras fúngicas 
(arbúsculos, vesículas, sitios de infección y apresorios). Los datos corresponden a 120 fragmentos (1 cm) de 
raíces por planta de dos experimentos independientes (n=10 plantas). Se realizó un ANOVA seguido de una 
prueba de Tukey para identificar cambios significativos (**:P≤0.01 y ***:P≤0.001). Las barras de error representan 
la SD. (C-D) Imágenes representativas de la colonización micorrícica obtenidas con la tinción de azul de tripano; 
la barra de escala corresponde a 50 µm. (F-H) Imágenes representativas de la colonización micorrícica obtenidas 
con el marcaje de WGA-Alexa 488; la barra de escala corresponde a 20 µm. ih: hifa intraradicular, eh: hifa 
extraradicular, a: arbúsculo. 

 

También, se midió la acumulación del transcrito de los genes PvTET8 y PvPT4 a los 30 dpi 

en las raíces transgénicas 35S::PvTET8 1 y 35S::PvTET8 2 que fueron inoculadas (M+) o no 

inoculadas (M-) con R. irregularis, y se compararon con el control (35S::GFP). Las líneas de 

sobreexpresión de PvTET8 presentaron un incremento en la acumulación del transcrito de 
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PvTET8, particularmente, la línea 35S::PvTET8 1 M+ aumentó 2.5 veces los niveles de 

expresión en comparación con su control (Figura 27A). Adicionalmente, se analizó la 

acumulación del transcrito del transportador de fosfato especifico de la micorrización, PvPT4, 

el cual es ampliamente utilizado como un marcador molecular de la simbiosis AM. En estos 

experimentos se encontró que las líneas sobreexpresantes M+ tuvieron una mayor 

acumulación del transcrito de PvPT4 en comparación con las plantas control (Figura 27). De 

manera destacable, las raíces transformadas con el constructo 35S::PvTET8:GFP 1 tuvieron 

un incremento significativo de 9 veces el nivel de expresión de PvPT4 (Figura 27B). Como 

se esperaba, en las líneas de sobreexpresión M- no se detectó la acumulación del transcrito 

de PvPT4 (Figura 27B).  

 

Figura 27. Nivel de expresión relativa de PvTET8 (A) y PvPT4 (B) de raíces transformadas con los vectores 

35S::GFP (control), 35S::PvTET8 1 y 35S::PvTET8 2 inoculadas (M+) y no inoculadas (M-) con R. irregularis (30 
dpi). La acumulación del transcrito se determinó con la expresión del gen de referencia EF1α. Los datos 
corresponden al promedio de dos experimentos independientes (n=6). Las diferencias significativas se 
determinaron usando un ANOVA, seguido de una prueba de Tukey (**:P≤0.01 y ***:P≤0.001); las barras de error 
representan la SD. 

 

Por otro lado, se midieron parámetros de crecimiento de los tres grupos de plantas 

compuestas M+ y M- a 30 dpi. En las Figuras 28 A y B se muestra que no hubo cambios 

significativos en el peso seco de la raíz, ni en la altura de las plantas compuestas en ninguno 

de los tratamientos. No obstante, las plantas transformadas con las construcciones 

35S::PvTET8 1 y 35S::PvTET8 2 que fueron colonizadas, tuvieron un incremento significativo 

del 56% y 51% en el peso seco de sus hojas, respectivamente, en comparación con las 

plantas transformadas con el vector control (Figura 28C). Estos datos permiten sugerir que 

las plantas compuestas transformadas para la sobrexpresión de PvTET8 tuvieron un mejor 

crecimiento bajo las condiciones de micorrización, como parece evidente en las imágenes de 

la Figura 28D.   
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Figura 28. Parámetros de crecimiento de plantas compuestas transformadas con los vectores 35S::GFP (control), 
35S::PvTET8 1 y 35S::PvTET8 2, inoculadas (M+; barras llenas) y no inoculadas (M-; barras vacías) con R. 
irregularis (30 dpi). (A) Peso seco de raíz. (B) Longitud de tallo. (C) Peso seco de hojas. Los datos corresponden 
a dos experimentos independientes (n=10 plantas). Se realizó un ANOVA seguido de una prueba de Tukey para 
identificar cambios significativos (*:P≤0.05 y **:P≤0.01). Las barras de error representan la SD. (D) Imágenes 
representativas de los tres grupos de plantas compuestas inoculadas (M+) o no (M-) con R. irregularis (30 dpi). 
La barra de escala corresponde a 5 cm. 

 

El silenciamiento del gen PvTET8 en P. vulgaris reduce la colonización micorrícica 
y disminuye la expresión del gen PvPT4 
 
El análisis se continuó con la evaluación de los efectos del silenciamiento del gen PvTET8 

sobre la micorrización. Con la tinción de azul de tripano se cuantificó la colonización 

micorrícica de las raíces transgénicas inoculadas con R. irregularis (30 dpi). En la Figura 29A 

se puede observar que, las raíces transformadas con las construcciones PvTET8-RNAi 1 y 

PvTET8-RNAi 2 tuvieron respectivamente un decremento significativo del 58% y 60% en el 

porcentaje de colonización total respecto a las raíces control; de manera similar, estos grupos 

tuvieron una reducción significativa del 67% y 68% en el porcentaje de colonización 

arbuscular (Figura 29A). Al cuantificar las estructuras micorrícicas presentes en los 

fragmentos de raíces se encontró que, las plantas transformadas con las construcciones 

PvTET8-RNAi 1 y PvTET8-RNAi 2, tuvieron respectivamente 67% y 57% menos arbúsculos 
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respecto a las plantas control (Figura 29B). Sin embargo, en las raíces transformadas con 

las construcciones PvTET8-RNAi 1 y PvTET8-RNAi 2 se encontró un aumento en el número 

de vesículas, sitios de infección y apresorios (5, 45 y 33 veces más, respectivamente), en 

comparación con las raíces control (Figura 29 B-E). Además, pareciera que los arbúsculos 

formados en las raíces silenciadas están menos ramificados (Figura 29 G y H) en 

comparación con las raíces control (Figura 29F). 

 
Figura 29. Colonización micorrícica de plantas compuestas transformadas con los vectores pTDT-RNAi (control), 
PvTET8-RNAi 1 y PvTET8-RNAi 2, inoculadas con R. irregularis (30 dpi). (A) Cuantificación del porcentaje de 
colonización total (considera cualquier estructura micorrícica) y colonización arbuscular (considera únicamente 
arbúsculos) de dos experimentos independientes (n=10 plantas). (B) Cuantificación de estructuras fúngicas 
(arbúsculos, vesículas, sitios de infección y apresorios). Los datos corresponden a 120 fragmentos (1 cm) de 
raíces por planta de dos experimentos independientes (n=10 plantas). Se realizó un ANOVA seguido de una 
prueba de Tukey para identificar cambios significativos (*: P≤0.05; **:P≤0.01 y ***:P≤0.001). Las barras de error 
representan la SD. (C-D) Imágenes representativas de la colonización micorrícica obtenidas con la tinción de azul 
de tripano; la barra de escala corresponde a 50 µm. (F-H) Imágenes representativas de la colonización micorrícica 
obtenidas con el marcaje de WGA-Alexa 488; la barra de escala corresponde a 20 µm. ap: apresorio, v: vesícula, 

ih: hifa intraradicular, eh: hifa extraradicular, a: arbúsculo. 
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Adicionalmente, se midió la cuantificación de la acumulación de los transcritos de 

PvTET8 y PvPT4 en raíces transgénicas PvTET8-RNAi 1 y PvTET8-RNAi 2 a los 30 dpi 

colonizadas (M+) y no colonizadas (M-) con R. irregularis. En este caso, se encontró que, a 

medida que se disminuye la expresión de PvTET8 (Figura 30A), se reduce la expresión de 

PvPT4 (Figura 30B), que es el efecto contrario al observado en la sobreexpresión. Las raíces 

transformadas con las construcciones PvTET8-RNAi 1 y PvTET8-RNAi 2 colonizadas 

tuvieron una reducción significativa del 70% y 80% de la expresión de PvTET8 respecto a las 

raíces control, asimismo presentaron un decremento del 42% y 58% del nivel de expresión 

de PvPT4 respecto a las raíces transformadas con el vector control (Figura 30 A y B). Por 

otro lado, como se esperaba, en las líneas de silenciamiento M- no se detectó la acumulación 

del transcrito de PvPT4 (Figura 30B). 

 

Figura 30. Nivel de expresión relativa de PvTET8 (A) y PvPT4 (B) de raíces transformadas con los vectores pTDT-
RNAi (control), PvTET8-RNAi 1 y PvTET8-RNAi 2, inoculadas con R. irregularis (30 dpi). La acumulación del 
transcrito se normalizó con la expresión del gen de referencia EF1α. Los datos corresponden al promedio de dos 
experimentos independientes (n=6). Las diferencias significativas se determinaron usando un ANOVA, seguido 

de una prueba de Tukey (**:P≤0.01 y ***:P≤0.001); las barras de error representan la SD. 

 

Aunada a la cuantificación de la colonización micorrícica, se midieron parámetros de 

crecimiento de las plantas compuestas inoculadas o no con R. irregularis (30 dpi). En la 

Figura 31 se puede observar que, la inoculación con las micorrizas aumentó el peso seco de 

raíz de los tres grupos, sin embargo, este incremento por la micorrización fue menor en las 

plantas transformadas con la construcción PvTET8-RNAi 2 (paneles A y D). Al evaluar la 

longitud del tallo y el peso seco de las hojas, no se encontraron cambios significativos dentro 

de los grupos analizados (Figura 31 B, C y D).  
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Figura 31. Parámetros de crecimiento de plantas compuestas transformadas con los vectores pTDT-RNAi 
(control), PvTET8-RNAi 1 y PvTET8-RNAi 2, inoculadas (M+; barras llenas) y no inoculadas (M-; barras vacías) 
con R. irregularis (30 dpi). (A) Peso seco de raíz. (B) Longitud de tallo. (C) Peso seco de hojas. Los datos 
corresponden a dos experimentos independientes (n=10 plantas). Se realizó un ANOVA seguido de una prueba 
de Tukey para identificar cambios significativos (*:P≤0.05 y **:P≤0.01). Las barras de error representan la SD. (D) 
Imágenes representativas de plantas compuestas inoculadas (M+) o no (M-) con R. irregularis (30 dpi). La barra 

de escala corresponde a 5 cm.  

 

La sobreexpresión y el silenciamiento del gen PvTET8 afectan al nivel local del 
superóxido en las raíces de P. vulgaris 
 
Considerando la importancia funcional de las especies reactivas de oxígeno (ERO) en la 

fisiología de las plantas y en el desarrollo de la micorrización y la nodulación, se evaluó la 

producción de superóxido en las raíces transformadas de las líneas de sobreexpresión y 

silenciamiento del gen PvTET8. A través de la tinción con NBT, se observó que las raíces 

transformadas con las construcciones 35S::PvTET8 1 y 35S::PvTET8 2 tuvieron alterada la 

producción de superóxido a lo largo de toda la raíz y pelos radicales (Figura 32 B-D) a 

diferencia de las raíces control, en las que la tinción se localizó únicamente en los meristemos 

apicales (Figura 32A). Por su parte, en las líneas de silenciamiento PvTET8-RNAi 1 y 
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PvTET8-RNAi 2, se observó una reducida producción de superóxido en los meristemos 

apicales de las raíces (Figura 33 B y C) en comparación con el control (Figura 33A).  

 

Figura 32. Análisis de producción de superóxido en raíces de 15 días de edad transformadas con los vectores 
35S::GFP (A; control), 35S::PvTET8 1 (B) y 35S::PvTET8 2 (C y D). Imágenes representativas de dos 
experimentos independientes (n=6). Se realizó la tinción con NBT para revelar el precipitado de formazán (azul) 
producido por la reacción con superóxido. Las imágenes se capturaron con un estereoscopio con un aumento de 
56x; las barras de escala corresponden a 0.2 mm.  

 

 

Figura 33. Análisis de producción de superóxido en raíces de 15 días de edad transformadas con los vectores 
pTDT-RNAi (A; control), PvTET8-RNAi 1 (B) y PvTET8-RNAi 2 (C). Imágenes representativas de dos 
experimentos independientes (n=6). Se realizó la tinción con NBT para revelar el precipitado de formazán (azul) 
producido por la reacción con superóxido. Las imágenes se capturaron con un estereoscopio con un aumento de 
56x; las barras de escala corresponden a 0.2 mm.  
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DISCUSIÓN  

Las tetraspaninas destacan por ser proteínas transmembranales que compartimentalizan a 

la membrana a través de la formación de microdominios y reclutan a otras proteínas o 

interactores en una región particular (Hemler, 2005; Reimann et al., 2017). Estas 

propiedades les permiten estar involucradas en diversos procesos celulares como el tráfico 

de membrana intracelular, la señalización, la comunicación y la fusión celular (Hemler, 2003). 

La mayoría de la información que se conoce sobre estas proteínas se ha obtenido de células 

animales, y el conocimiento sobre el funcionamiento de las tetraspaninas en plantas es aún 

escaso, especialmente en las interacciones simbióticas, por lo que de ahí derivó el interés en 

estudiarlas. Los resultados muestran que dentro de las tetraspaninas de la leguminosa P. 

vulgaris, PvTET8 junto con su homóloga PvTET7, son proteínas ortólogas a AtTET8 y 

AtTET9 de Arabidopsis, las cuales están implicadas en la formación de exosomas que 

regulan la comunicación inter-reinos para inhibir la infección de un hongo patógeno (Cai et al., 

2018). Asimismo, la estructura genética de los miembros de este grupo monofilético 

conservan la misma organización de exones e intrones, por lo que se sugiere una similitud 

de origen y quizá funcional (Garcia-España et al., 2009). De acuerdo con Wang y 

colaboradores (2012), en Arabidopsis, la familia génica de las tetraspaninas está conformada 

por diferentes clados, con la mayoría de los miembros duplicados o triplicados, lo que 

frecuentemente resulta en redundancia funcional (Wang et al., 2015). Con esto, resulta 

interesante investigar si PvTET8 participa en la biogénesis de exosomas al igual que AtTET8, 

y si PvTET7 también participa en este proceso.  

Aquí se encontró que la proteína PvTET8:GFP se localiza en la membrana plasmática 

y en vesículas citoplasmáticas, sin embrago, se requiere determinar la localización subcelular 

en otro sistema o usar marcadores de estructuras subcelulares para corroborar la 

localización. Otros estudios han observado que las tetraspaninas, además de encontrarse en 

las membranas plasmáticas, se acumulan en el retículo endoplásmico, en endosomas 

tardíos, en lisosomas y en varias vesículas intracelulares (Albers et al., 2016; Berditchevski 

y Odintsova, 1999; Boavida et al., 2013; Hemler, 2003). En células animales, se ha reportado 

que las tetraspaninas interactúan con gangliósidos y esteroles para formar a los TEM, los 

cuales inducen la curvatura de la membrana que resulta crucial en la liberación de los 

exosomas (Liu et al., 2020). En Arabidopsis, se ha encontrado una abundante cantidad de 

AtTET8 en fracciones de membrana plasmática y en vesículas extracelulares; además 
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AtTET8 resulta ser un elemento esencial para la biogénesis de exosomas (Cai et al., 2018; 

Liu et al., 2020). De hecho, se ha mostrado que AtTET8 es capaz de mediar la formación de 

vesículas en las plantas, ya que la mutante de tet8 libera aproximadamente 40% menos 

vesículas extracelulares que las plantas de tipo silvestre (Liu et al., 2020). AtTET8 también 

se ha localizado en los ápices de los tubos polínicos (Boavida et al., 2013). De manera 

similar, en el presente estudio se observó que PvTET8:GFP se concentra en la región apical 

de los pelos radicales en crecimiento. Ambas regiones son consideradas como los sitios más 

activos de secreción de los componentes que forman a la nueva membrana y a la pared 

celular. Por lo tanto, estos hallazgos sugieren que PvTET8, además de ser una proteína 

transmembranal, podría mediar la formación de vesículas y podría estar implicada en el 

crecimiento polarizado de los pelos radicales. 

Al igual que en el crecimiento del tubo polínico y los pelos radicales, en el 

establecimiento de la nodulación y la micorrización se requiere de una deposición polarizada 

de las membranas endosimbióticas a medida que los rizobios y las hifas de los AMF ingresan 

a las células vegetales, ya que ambos microorganismos simbiontes siempre están contenidos 

o envueltos en membranas de origen vegetal (Genre et al., 2012; Harrison y Ivanov, 2017; 

Huisman et al., 2016; Ivanov et al., 2012; Limpens et al., 2009). Dado que la generación de 

nuevas membranas involucra a la vía secretora, no es de extrañar que varios de los 

componentes moleculares requeridos para el tráfico vesicular y la fusión de membranas, 

como las tetraspaninas, tengan una participación activa en el desarrollo de estas 

interacciones mutualistas  (Liu et al., 2021; Roy et al., 2019). Por lo tanto, resultó de gran 

interés estudiar si PvTET8 es un componente fundamental para el establecimiento y el 

desarrollo de la nodulación y la micorrización.  

En primera instancia, con la observación de la actividad del promotor del gen PvTET8 

en las células del córtex interno de raíces micorrizadas, se estimó que el producto de dicho 

gen se podría requerir en la asociación micorrícica, especialmente en los sitios del desarrollo 

arbuscular. Además, con el análisis in silico, se sugiere que PvTET8 podría estar vinculada 

con la adquisición de fosfato, ya que varios elementos de regulación presentes en diversos 

promotores de los transportadores de fosfato se encontraron en el promotor del gen PvTET8, 

como son el elemento ARR1AT, que en O. sativa promueve la expresión de los genes para 

los transportadores de fosfato ante la inoculación con un hongo micorrícico. También se 

encontró el motivo G-Box que se ha localizado en los promotores de OsPT4 y OsPT11, y el 
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motivo WRKY71OS, que se presenta en todos los promotores de los transportadores de 

fosfato de O. sativa (Chen et al., 2011; Hatorangan et al., 2009). Además, el motivo 

WRKY71OS es un sitio de unión del represor transcripcional WRKY71 de la vía de 

señalización de las giberelinas (Zhang et al., 2004). En este sentido, se ha descrito que las 

giberelinas regulan negativamente a la micorrización arbuscular. Los altos niveles de fosfato 

inorgánico (Pi) estimulan la expresión de genes involucrados en la biosíntesis de ácido 

giberélico, el cual suprime y afecta la formación de arbúsculos mediante la degradación de 

DELLA (Choi et al., 2018; Foo et al., 2013).  De esta manera, se sugiere que WRKY71OS 

podría ser un elemento de regulación positiva de la micorrización, mediante la inhibición del 

ácido giberélico. Otro de los elementos destacados contenidos en el promotor del gen 

PvTET8 fueron NODCON1GM y NODCON2GM, que se han descrito como secuencias 

consenso de los promotores de las leghemoglobinas y de algunas nodulinas (Fehlberg et al., 

2005; Stougaard et al., 1990). Además, estos motivos también se requieren para la formación 

de los arbúsculos micorrícicos, tanto en plantas leguminosas como no leguminosas (Fehlberg 

et al., 2005; Vieweg et al., 2004). Por lo tanto, la presencia de estos motivos en el promotor 

del gen PvTET8 sirve para explicar por qué su producto es activo tanto en la nodulación 

(Jimenez-Jimenez et al., 2019b), como en la micorrización arbuscular.  

También, se encontró que la alteración de la expresión del gen PvTET8 afectó 

sensiblemente tanto la nodulación como la micorrización. Las líneas de sobreexpresión de 

PvTET8 generaron un incremento en el número de nódulos, mientras que su silenciamiento 

resultó en el efecto opuesto, es decir, una reducida cantidad de nódulos. Al analizar la 

colonización de R. tropici fluorescentes en los nódulos, se pudo observar una señal 

mayoritariamente distribuida en los nódulos sobreexpresantes, mientras que en los nódulos 

de plantas donde la expresión del gen fue silenciada, difícilmente se logró percibir señal de 

los rizobios; además, en donde no se detectó expresión del ARN interferente, se distinguió 

una notoria colonización de los rizobios. El silenciamiento del gen PvTET8 también provocó 

una disminución en la frecuencia de arbúsculos, lo que podría indicar una micorrización no 

exitosa. En su lugar, se encontró un incremento de sitios de infección y apresorios en tiempos 

tardíos (30 dpi), lo cual no es normal si la micorrización es eficiente. En el caso de la 

sobreexpresión del gen PvTET8, la colonización de arbúsculos aumentó respecto a su 

control, mientras que la frecuencia de las otras estructuras micorrícicas no fue alterada. Con 

base en estos datos, se sugiere que PvTET8 participa en la colonización de R. tropici y de 
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R. irregularis, posiblemente generando más eventos de infección exitosos durante la 

nodulación y favoreciendo a la formación de arbúsculos.  

Probablemente, PvTET8 mediante la regulación del tráfico vesicular y la biogénesis 

de exosomas, pueda suministrar material para la formación de nuevas membranas, proteínas 

y moléculas señal que mejoren la comunicación celular y la introducción del simbionte a las 

raíces. En este sentido, en los hilos de infección en crecimiento, en el aparato de 

prepenetración y en los sitios de ramificación de las hifas micorrícicas, se han encontrado 

organelos de secreción, estructuras vesiculares y proteínas implicadas en la fusión de 

membranas, como SYP132, VAMP721d/e, EXPO70i y VAPYRIN (Fournier et al., 2015; 

Genre et al., 2012; Ivanov et al., 2019, 2012; Robertson et al., 1978). De hecho, la pérdida 

de función de dichas proteínas afecta al desarrollo de los compartimentos simbióticos y, por 

lo tanto, a la asociación simbiótica (Huisman et al., 2016; Liu et al., 2019; Pan et al., 2016; 

Roth et al., 2019; Zhang et al., 2015). De esta manera, se sugiere que la sobreexpresión del 

gen PvTET8 podría facilitar la entrada y la colonización de los microsimbiontes a través de 

una secreción vesicular acelerada y eficiente, necesaria para la remodelación de la pared 

celular y la comunicación inter-reinos. Por su parte, la disminución de expresión de PvTET8, 

puede repercutir en el tráfico de membranas. 

La reducida colonización de rizobios dentro de los nódulos en las líneas de 

silenciamiento del gen PvTET8, también se puede deber a que se encuentren afectadas la 

liberación de los rizobios del hilo de infección y la formación de los simbiosomas. En este 

sentido, se ha observado que al mutar proteínas implicadas en el reconocimiento y la fusión 

de vesículas, se puede afectar la liberación de las gotas de infección y la maduración de los 

bacteroides (Gavrin et al., 2016; Huisman et al., 2016; Ivanov et al., 2012). Además, las 

membranas de los simbiosomas se han relacionado estrechamente con la PAM por ser 

similares en función y formación. Por lo tanto, la ausencia de algunas proteínas implicadas 

en el tráfico vesicular causan una disrupción en la formación de ambas membranas 

simbióticas (Huisman et al., 2016; Ivanov et al., 2012; Pan et al., 2016). 

  Por otro lado, al analizar la actividad de la nitrogenasa se reveló que tanto las líneas 

de sobreexpresión como las de silenciamiento tienen una capacidad reductora disminuida. 

En el caso de los nódulos con silenciamiento del gen PvTET8, esta reducida actividad se 

puede deber a una menor cantidad de bacteroides y/o a una alteración en la formación y la 

madurez de las células especializadas del nódulo, lo cual impide establecer el ambiente 
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hipóxico idóneo para la enzima. En este sentido, los nódulos silenciados tuvieron una 

coloración blanquizca, sugiriendo la ausencia de la leghemoglobina necesaria para el 

secuestro del oxígeno y la correcta funcionalidad de la nitrogenasa (Ott et al., 2005). De 

manera contraria, en las líneas sobreexpresantes del gen PvTET8, aunque la actividad de la 

enzima a los 21 dpi fue menor, los nódulos mostraron una intensa tonalidad rosa, y la 

biomasa del tejido fotosintético de estas plantas se incrementó en 89% con respecto al 

control. Esto sugiere que la fijación del nitrógeno no fue afectada, sino que la sobreexpresión 

del gen PvTET8 además de incrementar la infección de R. tropici, aceleró el establecimiento 

de la nodulación. De esta manera, los nódulos evaluados en vez de estar en un estado óptimo 

de fijación (21 dpi), podrían estar en senescencia, es decir, en una etapa en la cual disminuye 

la reducción del nitrógeno atmosférico. Otra posibilidad es que la sobreexpresión del gen 

PvTET8 altere a la diferenciación de las células del nódulo, perturbando a la actividad de la 

nitrogenasa. Para discernir entre estas posibilidades, se requiere hacer cortes histológicos 

de los nódulos en diferentes etapas del desarrollo, a fin de determinar si la sobreexpresión y 

el silenciamiento del gen PvTET8 afectan la liberación de las bacterias, la formación de los 

simbiosomas, la madurez de los bacteroides y la diferenciación de las células del nódulo.  

De manera similar al bajo funcionamiento fisiológico de la nitrogenasa en la 

nodulación, el silenciamiento del gen PvTET8 disminuyó los niveles de expresión del 

transportador de fosfato PvPT4. Este transportador, homólogo a MtPT4 de M. truncatula, se 

induce durante la micorrización arbuscular (Arthikala et al., 2013), por lo  que se le ha 

considerado como un gen marcador para las células que contienen arbúsculos. Algunos 

estudios han revelado que la secreción polarizada dirigida hacia las ramas finas de los 

arbúsculos, es fundamental para proporcionar los transportadores y los componentes 

necesarios para la formación de la PAM, permitiendo el desarrollo del arbúsculo y el 

mantenimiento de la simbiosis (Huisman et al., 2016; Ivanov et al., 2012; Pan et al., 2016; 

Zhang et al., 2015). En este sentido, se sugiere que el silenciamiento del gen PvTET8 afecta 

al tráfico vesicular polarizado, lo que repercute negativamente en la expresión de PvPT4. 

Caso contrario a la sobreexpresión del gen PvTET8, en donde se aumentó hasta nueve 

veces la acumulación del transcrito de PvPT4 con respecto a su control. Entonces, si se 

relaciona la presencia de PvPT4 con el suministro de fosfato a las plantas, se puede sugerir 

que la sobreexpresión del gen PvTET8 mejora considerablemente a la micorrización 

arbuscular, posiblemente a través de la biogénesis de la PAM y el suministro de distintos 

transportadores a esta membrana. Aunque no se evaluó el nivel de fosfato de las plantas, el 
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incremento aproximado del 50% del peso seco de las hojas en las plantas compuestas 

sobreexpresantes de PvTET8 colonizadas con R. irregularis, sugiere que estos organismos 

tuvieron un mejor crecimiento inducido por una micorrización más exitosa y eficiente. En este 

sentido, algunos trabajos han mostrado que la micorrización arbuscular aumenta la 

fotosíntesis, el crecimiento de la planta y la biomasa vegetal (Bago et al., 2000; Poza-Carrión 

y Paz-Ares, 2019).  

Además de los diversos cambios observados, en las raíces sobreexpresantes del gen 

PvTET8, los nódulos mostraron un aumento en el peso seco y el tamaño, mientras que, en 

los nódulos de las raíces silenciadas, estos parámetros disminuyeron respecto a su control. 

Con estos resultados se sugiere que PvTET8 participa en la organogénesis y/o el crecimiento 

del nódulo. Algunas tetraspaninas evaluadas en Arabidopsis han mostrado funciones en la 

proliferación celular de raíces y hojas (AtTET5 y AtTET6), en la morfogénesis de la hoja 

(AtTET1) y en la regulación del tamaño del meristemo apical, la longitud de la raíz y la 

formación de raíces laterales (AtTET13; Cnops et al., 2006; Wang et al., 2015). Incluso se ha 

encontrado que AtTET9, miembro del grupo monofilético TET7/8/9, incrementa la eficiencia 

de la respuesta de auxinas, controlando directa o indirectamente la actividad del ácido 

jasmónico y los procesos del desarrollo de la planta (Chen et al., 2019). En este sentido, 

TET9, también denominada como Auxin Activation Factor (AAF), regula el tamaño de los 

órganos en dos géneros de orquídeas y en Arabidopsis; así, el gen de esta tetraspanina se 

expresa en mayores niveles en órganos de mayor tamaño y durante la formación de 

estructuras florales  (Chen et al., 2019). Además, la expresión ectópica del gen AtTET9 

generó flores, silicuas y semillas más grandes, sin afectar al número de células; mientras que 

la mutación de este gen disminuyó el tamaño de los mismos órganos, lo cual sugiere que 

esta tetraspanina promueve la expansión celular a través de la regulación de auxinas (Chen 

et al., 2019). Asimismo, las auxinas controlan el ciclo celular de los meristemos de los 

nódulos, la diferenciación del tejido vascular y la infección rizobial durante la nodulación 

(Kohlen et al., 2018). Por lo tanto, considerando que PvTET8 y AtTET9 forman parte del 

mismo grupo monofilético, y que el promotor del gen PvTET8 es activo en los meristemos de 

raíz y nódulos, es posible considerar que PvTET8 regule la expansión o la división celular de 

los nódulos, a través de las respuestas a auxinas.  

Además del posible papel de PvTET8 en la regulación de auxinas y la biogénesis de 

exosomas, esta tetraspanina, a través de la formación de TEM, también puede reclutar 
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proteínas claves para la señalización celular, como las NADPH oxidasas (RBOH). La 

desregulada localización de superóxido a causa de la sobreexpresión del gen PvTET8, junto 

con la reducción en la producción de superóxido en los meristemos de las raíces silenciadas, 

permite sugerir que esta tetraspanina está involucrada en la distribución y la organización de 

las NADPH oxidasas. Incluso la expresión del gen PvTET8 y la localización de la proteína 

PvTET8:GFP en sitios que requieren de la producción de ERO (meristemos y ápices de pelos 

radicales; Mangano et al., 2016; Zhou et al., 2020), podría indicar una correlación de PvTET8 

con la generación de este tipo de moléculas. De hecho, en otros sistemas biológicos se ha 

observado una correlación entre el funcionamiento de las tetraspaninas con las NADPH 

oxidasas. En nematodos, la interacción de la tetraspanina TSP-15 con una NADPH oxidasa, 

se requiere para la formación de su cutícula (Edens et al., 2001). En hongos patógenos, como 

Magnaporthe grisea y Botritis cinérea, así como en hongos saprobios como Podospora 

anserina, se sugiere que las NADPH oxidasas interactúan con la tetraspanina Pls1, para 

formar una maquinaria molecular especializada requerida en la penetración mediada por el 

apresorio (en patógenos), así como para la germinación de la ascospora y la degradación de 

polímeros naturales de carbono (en hongos no patógenos; Lambou et al., 2008; Malagnac 

et al., 2008; Siegmund et al., 2013). En Arabidopsis, la NADPH oxidasa relacionada a la 

defensa (RbohB) se puede localizar en microdominios membranales de los cuales AtTET8 

regula su biosíntesis y homeostasis, por lo que se ha sugerido que AtTET8 es requerida para 

la producción de ERO (Nagano et al., 2016). Como consecuencia, en la mutante tet8 está 

afectada negativamente la producción de ERO, tanto en condiciones de crecimiento normal, 

como en respuesta a elicitores de estrés biótico (Liu et al., 2020).  

Las ERO también tienen un papel importante en la señalización inducida por los 

Factores Nod y Myc, ya que son requeridas para el remodelamiento de la pared celular y 

para la reorganización del citoesqueleto que mantiene el desarrollo del hilo de infección y del 

aparato de prepenetración micorrícica (Belmondo et al., 2016; Montiel et al., 2012). De 

hecho, la sobrexpresión del gen PvRbohB promueve la nodulación y afecta la micorrización 

arbuscular, mientras que el silenciamiento de MtRbohE afecta a la formación de arbúsculos. 

Por lo tanto, se ha sugerido que diferentes genes de los miembros de la familia RBOH tienen 

distintas funciones en ambas simbiosis (Arthikala et al., 2017; Arthikala et al., 2013; 

Belmondo et al., 2016; Cárdenas et al., 2014). De esta forma, se puede sugerir que el 

silenciamiento del gen PvTET8, a través de la disrupción de la formación de TEM podría 
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afectar al reclutamiento y/o a la organización de NADPH oxidasas indispensables para el 

establecimiento de la nodulación y la micorrización.  

Finalmente, los resultados de este trabajo contribuyen a comprender las funciones de 

las tetraspaninas en las interacciones mutualistas, permitiendo relacionarlas con la 

comunicación planta-microorganismo en diferentes aspectos de la simbiosis, desde las 

etapas iniciales, que permiten la colonización, hasta el funcionamiento de las estructuras 

simbióticas. Aunque se resaltaron algunos mecanismos en donde PvTET8 puede estar 

implicada, aún hace falta realizar estudios más detallados de cada uno de estos procesos.  

 

 

CONCLUSIONES  

• La tetraspanina PvTET8 se localiza en la membrana plasmática y en cuerpos 

vesiculares intracelulares con una posible participación en el crecimiento polarizado.  

• La mayor expresión del gen PvTET8 ocurre durante el desarrollo y/o funcionamiento 

de los arbúsculos. 

• La tetraspanina PvTET8 tiene un papel fundamental en la nodulación durante la 

colonización de rizobios, la organogénesis y la maduración del nódulo, así como en 

la micorrización durante la formación de arbúsculos. 

• Los mecanismos en los cuales PvTET8 puede ser requerida para el establecimiento 

de las interacciones mutualistas son: la biogénesis de vesículas, la secreción 

polarizada, la fusión de membranas, el suministro de transportadores de nutrientes, 

la expansión y la división celular a través de la regulación de auxinas, así como la 

organización de TEM para reclutar enzimas indispensables, tales como las NADPH 

oxidasas, en regiones de la membrana plasmática. 
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PERSPECTIVAS 

• Evaluar la naturaleza de las vesículas marcadas con PvTET8-GFP mediante 

marcadores de estructuras subcelulares, para determinar si esta tetraspanina está 

implicada en la biogénesis de los exosomas en P. vulgaris. 

• Purificar vesículas marcadas con PvTET8-GFP y analizar sus cargos para determinar 

si están implicados en el establecimiento de la nodulación y la micorrización. 

• Realizar cortes histológicos de nódulos en diferentes etapas del desarrollo, para 

determinar si el silenciamiento y la sobreexpresión del gen PvTET8 alteran la 

infección y la morfogénesis del nódulo. 

• Evaluar los fenotipos de silenciamiento y sobreexpresión del gen PvTET8 en etapas 

más tempranas y tardías de nodulación y micorrización, para tener un panorama más 

completo del papel de PvTET8 en esos procesos. 
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