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Introduccion. Las plantas, al ser infectadas, normalmente
responden con su sistema inmune innato, que consiste en
eliminar las  células infectadas. = Con  algunos
microorganismos, en cambio, el sistema inmunoldgico no
responde, porque hay una simbiosis entre la planta y la
bacteria. Cuando una planta es infectada por
microorganismos, éstos se pueden introducir a las células de
la planta por endocitosis, desencadenando un proceso de
sefializacion para dirigir al endosoma hacia la vacuola para
ser degradado. Una vez dentro de la célula, las bacterias se
denominan bacteroides y, en el caso del Rhizobium etli,
comienza el proceso de la fijacién de nitrégeno (1). En el
proceso de endocitosis estd involucrada una enzima
denominada fosfatidil-inositol-3-cinasa (PI3K), responsable
de la formacion del fosfatidilinositol-3 fosfato (PI3P), el
cual estd unido a la membrana celular que cubre al
endosoma. El PI3P juega un papel crucial en la fusiéon de
membranas. Para demostrar que el PI3P participa
activamente en el proceso de simbiosis, se utilizd el
plasmido pGreen-35S-YFP-2xFYVE, que contiene la
proteina de fusién “Yellow Fluorescent Protein” (YFP), que
sirvié como sonda de rastreo para el PI3P (2). El Rhizobium
etli lleva consigo una proteina rojo fluorescente (DsRed) que
permitié observar el camino de la bacteria en el camino a la
célula, como también su estado endosomal.

Determinar el papel del PI3P en la simbiosis de
Rhizobium etli con Phaseolus vulgaris.

Metodologia. Para llevar a cabo este experimento,
germinamos semillas de frijol. Una vez que crecieron, las
plantas, se inyectaron con una solucién de Agrobacterium.
Unas con la cepa K599 que era el Agrobacterium sin el
plasmido con el YFP como control, y otras con el
Agrobacterium con el YFP. Una vez que las raices del
fenotipo del Agrobacterium se presentaron, se cortaron los
tallos de la planta, y la planta con las raices transgénicas se
trasplant6 a hidroponia. Estando en hidroponia, las plantas
se infectaron con R. etli. Cuando presentaron los nddulos,
fenotipo de la infeccidn del Rhizobium etli, se cortaron para
verlos bajo microscopia confocal.

Resultados y Discusion. De las 60 semillas sembradas, solo
el 20% no germinaron. Esto se debe a varios factores, como
los que son: la calidad de la semilla, el espacio de
crecimiento, etc. De las 25 plantas infectadas con el A.
rhizogenes que contenia al plasmido pGreen, 17 presentaron
las raices transgénicas. De las plantas infectadas con el
control, el 100% obtuvo las raices transgénicas. La

Fig. 1 Infeccién
normal del nédulo.

diferencia con la efectividad de la inoculacién se puede
deber a diferentes factores que pueden ser: la cantidad de
bacteria con la que se inoculd, la imprecision al inyectar a
las plantas, o la humedad en cada planta. En cuanto a las
raices con R. Etli, 85% presentaron nodulos. En la figura 1,
se puede ver un nodulo infectado correctamente, esto se
debe a que es el control, y tiene PI3P libre para la fusion de
membranas. En la figura 2 se observa un nédulo vacio, ya
que todo el PI3P esta siendo utilizado por la proteina
fluorescente, y no deja que se lleven a cabo las fusiones de
membrana. En la figura 3 se puede apreciar como deberia ser
una infeccion de R. etli ya que es el control, y el PI3P no
estd secuestrado por la proteina fluorescente. En la figura 4
se puede observar cémo el R. etli, que, a comparacion con la
figura 3, en la que la distribucion del R. etli es homogénea,
se concentra en los lugares donde no hay la proteina con el
dominio FYVE, creemos que esto sucede porque esta en
busca de PI3P libre.

Fig. 2 Infeccion Fig. 3 Distribucion homoaénea de infeccion .
anormal del nddulo .

Conclusiéon. Logramos demostrar que el PI3P es un
fosfolipido de vital importancia en la formacion del nédulo
en raices, ya que en su ausencia la fusion de membranas y
por lo tanto el proceso de infeccidn se ven afectados.
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