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RESUMEN: El objetivo de este trabajo fue obtener cepas transconjugantes para el estudio de la interaccion planta-
bacteria. La obtencion de bacterias transconjugantes portadoras del plasmido pHC60 se realizd mediante apareamiento
triparental con dos cepas de Escherichia coli y tres cepas aisladas de cultivares cubanos de arroz. Se realizd ademas un
ensayo de inoculacion con plantas de arroz cv. INCA LP-5 y bacterias transconjugantes. Se empled microscopia confocal
de fluorescencia para localizar las bacterias en los tejidos vegetales. Se obtuvieron tres cepas transconjugantes que
contenian el gen gfp, pues produjeron colonias fluorescentes en luz ultravioleta, en medio de cultivo con tetraciclina y 5-
nitrofurantoina. La dindmica de multiplicacion de las cepas de tipo salvaje y transconjugantes no mostrd diferencias a las
30 h de cultivo. Se visualizaron dos cepas transconjugantes de Rhizobium colonizando las raices de plantulas de arroz a las
72 horas de la inoculacion, una de ellas como posible endofito.
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ABSTRACT: The objective of this work was to obtain transconjugant strains for the study of plant-bacteria interaction.
The obtaining of transconjugant bacteria with the plasmid pHC60 was carry out by triparental mating with two
Escherichia coli strains and two strains isolated from Cuban rice cultivars. Furthermore, an inoculation assay with rice
plants cv. INCA LP-5 and transconjugant bacteria was carry out and confocal fluorescence microscopy were used to locate
the bacteria in plant tissues. Two transconjugant strains containing gfp gene were obtained, since they produced fluorescent
colonies in ultraviolet light, in culture medium with tetracycline and 5-nitrofurantoin. The multiplication dynamics of wild
type and transconjugant strains don’t showed differences in the end of bacteria growth in the medium. Two transconjugant
strains were showed colonizing rice root, one of them as a putative endophyte.

Key words: Rhizobium, grass, microscopy.

marcaje con genes que codifican para una proteina
fluorescente (1-3). Estas herramientas han permitido
explorar la interaccion rizobio-arroz y comprender las

INTRODUCCION

Se han desarrollado diferentes herramientas para
estudiar en detalle la asociaciéon bacteria-planta, como las
ciencias “0micas”, las técnicas seroldgicas acopladas a la

diferencias entre esta asociacion y la que establecen los
rizobios con plantas leguminosas, sobre todo durante el
proceso de infeccion y la distribucion de bacterias dentro

microscopia de barrido laser confocal y el método del del tejido vegetal (4,5).
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Recientemente, se informd por primera vez en Cuba que
Rhizobium es un “enddfito verdadero” del arroz, lo cual
se demostré mediante ensayos de inoculacién con una
cepa transconjugante que se visualizé mediante microscopia
confocal (6). Aunque en este trabajo se observaron células
transconjugantes que contenian el gen gfp que codifica
una proteina verde fluorescente (cepa Rpd16pHC60 con
el plasmido pHC60) colonizando los tejidos de la planta de
arroz INCA LP-5, no se mostraron evidencias de la obtencion
de estas bacterias, ni tampoco a partir de otras cepas que
han mostrado actividad promotora del crecimiento en plantas
de arroz de este cultivar. Teniendo en cuenta lo anterior, el
objetivo de este trabajo fue obtener cepas transconjugantes
para estudios de la interaccion planta-bacteria.

MATERIALES Y METODOS

Las bacterias utilizadas en este trabajo y sus principales
caracteristicas se enumeran en la Tabla 1.

Todas las cepas bacterianas pertenecen a la Coleccion
de bacterias del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas,
Cuba. Tres de estas, Rhizobium sp. Rpd16, Rhizobium sp.
Rpr11y Rhizobium sp. 5P1 se estudiaron en investigaciones
previas (6,7). La cepa Pseudomonas sp. S5-38 esta menos
estudiada y es posible enddfito de semillas de arroz cv.
INCA LP-5.

Obtencion de bacterias transconjugantes que
contienen el plasmido pHC60

Mediante conjugacion triparental con las cepas E. coli
DH5 a(pRK2013) y E. coli DH5 a(pHC60) se obtuvieron
bacterias portadoras del plasmido pHC60, de las cepas
Rpr11, 5P1 y S5-38. Para ello se emple6 la metodologia
descrita previamente con la cepa Rpd16 (6). La eficacia
del proceso se comprobé mediante el cultivo de las
cepas transconjugantes en el medio triptona-extracto de
levadura (TY) con tetraciclina (10 ug mL™") y 5-nitrofurantoina
(50 ug mL™"), incubadas a 30 °C durante 48 h. Los cultivos se
expusieron a luz UV para comprobar la fluorescencia.

Se realizaron ademas dinamicas de multiplicacién para
comprobar si la presencia del plasmido afecto el crecimiento
de las cepas S5-38, Rpd16, Rpr11 y 5P1. Las cepas

Tabla 1. Cepas utilizadas en este trabajo

se incubaron en un agitador termostatado (HEIDOLPH-
UNIMAX-2010, Schwabach, Alemania) a 150 rpm y 30 °C
durante 24 h. La DO (A = 600 nm) se midié cada 2 h, durante
30 h. Se utilizaron cinco réplicas de cada cepa.

Interacciéon bacteria-planta de arroz

Se realiz6 un ensayo de inoculaciéon para estudiar la
interaccion bacteria-arroz, segun la metodologia propuesta
previamente (6). Solo se estudiaron los transconjugantes
Rpd16pHC60 y Rpr11pHCE60. Cien microlitros de inoculantes
de estas cepas (108 UFC mL™") se utilizaron para inocular
semillas de arroz cv. INCA LP-5 pregerminadas. Las
plantulas se mantuvieron en solucién de Hoagland y se
incubaron en condiciones controladas durante 72 horas
después de la inoculacion (hpi). Las raices se cortaron,
inmovilizaron (agarosa 4%) y seccionaron y, posteriormente,
se visualizé la colonizacion bacteriana de las raices en un
microscopio laser confocal (Zeiss, LSM 800 AiryScan, Jena-
Alemania) (6).

Analisis estadistico

Los valores de absorbancia provenientes de la dinamica
de multiplicacién se sometieron a la prueba de normalidad
(prueba de Bartlett) y homogeneidad de varianza (prueba
de Kolmogorov-Smirnov). Se aplicé un andlisis de varianza
de clasificaciéon simple con las pruebas de comparacion de
medias Tukey HSD para p<0.05. Se utilizé el programa
Statgraphic Plus versién 5.0 para el procesamiento
estadistico de los datos y Microsoft Excel 2010 para
su representacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Previamente, se demostré que la cepa Rhizobium sp.
Rpd16 es endodfito de arroz, ya que se visualizd mediante
microscopia confocal en los espacios intercelulares del
parénquima de la raiz y la vaina de la hoja. Para ello, se
obtuvo una cepa transconjugante que contenia el plasmido
pHC60 (Rpd16pHC60) (6). De igual forma, en el presente
trabajo se comprobd que el apareamiento triparental con
cepas de E. coli permiti6 obtener cepas que contenian
este plasmido, lo cual se confirmé cuando las cepas

Cepa Principales caracteristicas Referencia
Rhizobium sp. Cepa aislada de la rizosfera de arroz cv. INCA LP-5, caracterizada teniendo (6)
Rpr11 (MT387213) en cuenta atributos de promocién del crecimiento vegetal. Es promotora del
crecimiento de arroz cv. INCA LP-5
Pseudomonas sp. Cepa aislada de semillas de arroz cv. INCA LP-5 Coleccion de

S5-38 (MT808971)

Rhizobium sp. 5P1 (MT759831)

Cepa aislada de rizosfera de arroz cv. INCA LP-7 promotora del crecimiento de

Bacterias del Instituto
Nacional de Ciencias
Agropecuarias (INCA)

)

arroz en condiciones controladas, invernadero y de campo.

Rhizobium sp. Rpd16pHC60

Cepa Rpd16 que contiene el plasmido pHC60

(6)

Escherichia coli DH5a supE44AlacU169(P80/acZAM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 (8)
Escherichia coli pRK2013 Replicdn ColE1 con genes RK2 tra. Se utiliza para movilizar plasmidos incP e 9)
incQ (Kmr)

*Entre paréntesis se muestra el numero de acceso de las secuencias consenso depositadas en el GenBank
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Rpr11pHC60, 5P1pHC60 y S5-38pHC60 crecidas en medio
TY con tetraciclina y 5-nitrofurantoina, mostraron colonias
fluorescentes en presencia de luz UV (Figura 1).

Las dinamicas de multiplicacion mostraron algunas
diferencias en el crecimiento de las cepas. Sin embargo, los
valores de densidad 6ptica de las cuatro cepas de tipo salvaje
y sus correspondientes transconjugantes fueron similares
al final del experimento (Figura 2). El efecto del plasmido
pHC60 en el crecimiento de las cepas transconjugantes
podria no ser significativo.

Los resultados mostraron ademas que no se observaron
diferencias significativas en el crecimiento de la cepa
Rpd16pHCG60 y la cepa salvaje en todos los momentos de la
evaluacion. Este comportamiento también se informé cuando
se estudié el marcaje con el gen gfp en la cepa diazotréfica
y enddfita Paenibacillus polymyxa (10). Probablemente, sea
esta otra razon que explique por qué el plasmido pHC60 no

/ Rpr11pHC60

afecto la capacidad de la cepa Rpd16 para colonizar tejidos
vegetales, como se informd en trabajos anteriores (6). Solo
se observaron diferencias significativas a las 12-14 h entre
las cepas S5-38 y S5-38pHC60, y alas 10-20 h entre Rpri11y
Rpr11pHC60, y entre 5P1 y 5P1pHC60. En esos momentos
de la evaluacion, las cepas transconjugantes S5-38pHC60 y
5P1pHC60 tenian mayor DO que sus correspondientes
cepas salvajes.

Por otro lado, se conoce que en la interaccion
bacteria-planta se distinguen asociaciones con diferentes
grados de complejidad, donde la rizosfera, filosfera y
endosfera han sido los principales escenarios para el
estudio de las particularidades de esta interaccion. El
conocimiento de los niveles de asociacion entre bacterias
y plantas es fundamental para comprender cémo el
microorganismo coloniza la planta, lo cual es necesario
para disefiar y validar inoculantes efectivos en campo (1,2).

Figura 1. Cepa transconjugante Rpr11 (Rpr11pHC60) que contiene el plasmido pHC60 en medio TY con tetraciclina (10 yg mL™") y
5-nitrofurantoina (50 ug mL™), expuesta a luz blanca (A) y luz UV (B)
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Figura 2. Dinamica de multiplicacion en medio TY de las cepas S5-38, Rpd16, Rpr11, 5P1 y sus transconjugantes portadores del

plasmido pHC60
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Con el fin de estudiar la interaccion bacteria-planta, plantulas
de arroz cv. INCA LP-5 se inocularon con las cepas
Rpd16 pHC60 y Rpr11pHC60. La seleccion se basé a
partir de estudios previos donde se sugieren que sus
correspondientes cepas salvajes son promisorias para
biofertilizar el cultivo de arroz (7).

Aunque ya existia evidencia sobre el comportamiento
endofitico en arroz de la cepa Rpd16pHC60, se utilizd
esta cepa en el presente estudio para profundizar en las
formas de asociacion con las plantas de arroz y como
modelo de comparacién con la cepa Rpr11. Se analizaron
secciones transversales de raices de arroz mediante
microscopia confocal a 72 hpi. Los resultados mostraron
células individuales de la cepa Rpd16pHCG60 en los espacios
intercelulares del parénquima cortical de la raiz (Figura 3a),
similar a lo que previamente se informé (6). Sin embargo,
también se visualizd la bacteria, unida a los pelos radicales.
Este comportamiento no fue posible visualizarlo en trabajaos
anteriores con esta cepa (Figura 3b)

Por otra parte, la cepa Rpr11pHC60 se localizd
colonizando los espacios intercelulares del parénquima de
la raiz . Esta es una nueva evidencia que sugiere que otra
cepa perteneciente al género Rhizobium se comporta como
endofito de arroz cv. INCA LP-5. Sin embargo, es necesario
estudiar mas profundamente su interaccion con el arroz para
concluir que es un “endofito verdadero”.

Trabajos anteriores abordan el estudio de las interacciones
rizobio-pinaca (Spinacia oleracea) y rizobio-cafia de azucar
(Saccharum officinarum) mediante el método del marcaje con
genes que codifican para una proteina fluorescente (11,12).
Estudios previos mostraron que la inoculacion de plantas
de arroz cv. INCA LP-5 con la cepa Rpr11 incremento el
contenido de potasio y masa seca de la raiz en condiciones
de invernadero (7). Por lo tanto, el comportamiento endofitico
de esta cepa constituye un atributo que también permitiria
explicar su actividad promotora del crecimiento vegetal en
la graminea.

CONCLUSIONES

El empleo de cepas transconjugantes y la microscopia
confocal para estudios de interaccion planta-bacteria es
una herramienta efectiva y novedosa. Aqui, se obtuvieron
tres cepas transconjugantes que contenian el plasmido
pHC60 y una de ellas es posible endéfito de arroz cv.
INCA LP-5. El hecho de que las cepas salvajes que se
emplearon provengan de diferentes cultivares de arroz y
niveles de asociacién con la planta podria brindar un mayor
conocimiento sobre la particularidad de su interaccién con la
planta de arroz.
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