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  Resumen

  
    El
      objetivo de este trabajo fue obtener cepas transconjugantes para el 
      estudio de la interacción planta-bacteria. La obtención de bacterias 
      transconjugantes portadoras del plásmido pHC60 se realizó mediante 
      apareamiento triparental con dos cepas de Escherichia coli y tres
      cepas aisladas de cultivares cubanos de arroz. Se realizó además un 
      ensayo de inoculación con plantas de arroz cv. INCA LP-5 y bacterias 
      transconjugantes. Se empleó microscopía confocal de fluorescencia para 
      localizar las bacterias en los tejidos vegetales. Se obtuvieron tres 
      cepas transconjugantes que contenían el gen gfp, pues produjeron 
      colonias fluorescentes en luz ultravioleta, en medio de cultivo con 
      tetraciclina y 5-nitrofurantoína. La dinámica de multiplicación de las 
      cepas de tipo salvaje y transconjugantes no mostró diferencias a las 30 h
      de cultivo. Se visualizaron dos cepas transconjugantes de Rhizobium colonizando las raíces de plántulas de arroz a las 72 horas de la inoculación, una de ellas como posible endófito. 
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      Introducción

       ⌅
      Se
        han desarrollado diferentes herramientas para estudiar en detalle la 
        asociación bacteria-planta, como las ciencias “ómicas”, las técnicas 
        serológicas acopladas a la microscopía de barrido láser confocal y el 
        método del marcaje con genes que codifican para una proteína 
        fluorescente (1-3). Estas herramientas han permitido explorar la 
        interacción rizobio-arroz y comprender las diferencias entre esta 
        asociación y la que establecen los rizobios con plantas leguminosas, 
        sobre todo durante el proceso de infección y la distribución de 
        bacterias dentro del tejido vegetal (4,5).

      Recientemente, se informó por primera vez en Cuba que Rhizobium es un “endófito verdadero” del arroz, lo cual se demostró mediante 
        ensayos de inoculación con una cepa transconjugante que se visualizó 
        mediante microscopía confocal (6). Aunque en este trabajo se observaron células transconjugantes que contenían el gen gfp que codifica una proteína verde fluorescente (cepa Rpd16pHC60 con el 
        plásmido pHC60) colonizando los tejidos de la planta de arroz INCA LP-5,
        no se mostraron evidencias de la obtención 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 interacción planta-bacteria.

    
    
      Materiales y métodos

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

      Tabla 1.  Cepas utilizadas en este trabajo

      
        
          
            
              
              
              
              
              
              
                
                  	Cepa
                  	Principales características
                  	Referencia
                

              
              
                
                  	Rhizobium sp. Rpr11 (MT387213)
                  	Cepa
                    aislada de la rizosfera de arroz cv. INCA LP-5, caracterizada teniendo 
                    en cuenta atributos de promoción del crecimiento vegetal. Es promotora 
                    del crecimiento de arroz cv. INCA LP-5
                  	(6)
                

                
                  	Pseudomonas sp. S5-38 (MT808971)
                  	Cepa aislada de semillas de arroz cv. INCA LP-5
                  	Colección de Bacterias del Instituto Nacional de Ciencias Agropecuarias (INCA)
                

                
                  	Rhizobium sp. 5P1 (MT759831)
                  	Cepa
                    aislada de rizosfera de arroz cv. INCA LP-7 promotora del crecimiento 
                    de arroz en condiciones controladas, invernadero y de campo.
                  	(7)
                

                
                  	Rhizobium sp. Rpd16pHC60
                  	Cepa Rpd16 que contiene el plásmido pHC60
                  	(6)
                

                
                  	Escherichia coli DH5α
                  	supE44ΔlacU169(Φ80lacZΔM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1
                  	(8)
                

                
                  	Escherichia coli pRK2013
                  	Replicón ColE1 con genes RK2 tra. Se utiliza para movilizar plásmidos incP e incQ (Kmr)
                  	(9)
                

              
            

          

        

      

      

      
        *Entre paréntesis se muestra el número de acceso de las secuencias consenso depositadas en el GenBank

      

      Todas
        las cepas bacterianas pertenecen a la Colección de bacterias del 
        Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas, Cuba. Tres de estas, Rhizobium sp. Rpd16, Rhizobium sp. Rpr11 y Rhizobium sp. 5P1 se estudiaron en investigaciones previas (6,7). La cepa Pseudomonas sp. S5-38 está menos estudiada y es posible endófito de semillas de arroz cv. INCA LP-5.

      
        Obtención de bacterias transconjugantes que contienen el plásmido pHC60

         ⌅
        Mediante conjugación triparental con las cepas E. coli DH5 α(pRK2013) y E. coli DH5 α(pHC60) se obtuvieron bacterias portadoras del plásmido pHC60, de 
          las cepas Rpr11, 5P1 y S5-38. Para ello se empleó la metodología 
          descrita previamente con la cepa Rpd16 (6). La eficacia del proceso se comprobó mediante el 
          cultivo de las cepas transconjugantes en el medio triptona-extracto de 
          levadura (TY) con tetraciclina (10 μg mL−1) y 5-nitrofurantoína (50 μg mL−1), incubadas a 30 °C durante 48 h. Los cultivos se expusieron a luz UV para comprobar la fluorescencia.

        Se
          realizaron además dinámicas de multiplicación para comprobar si la 
          presencia del plásmido afectó el crecimiento de las cepas S5-38, Rpd16, 
          Rpr11 y 5P1. Las cepas se incubaron en un agitador termostatado 
          (HEIDOLPH-UNIMAX-2010, Schwabach, Alemania) a 150 rpm y 30 oC durante 24 h. La DO (λ = 600 nm) se midió cada 2 h, durante 30 h. Se utilizaron cinco réplicas de cada cepa.

      
      
        Interacción bacteria-planta de arroz

         ⌅
        Se realizó un ensayo de inoculación para estudiar la interacción bacteria-arroz, según la metodología propuesta previamente (6). Solo se estudiaron los transconjugantes Rpd16pHC60 y Rpr11pHC60. Cien microlitros de inoculantes de estas cepas (108 UFC mL−1)
          se utilizaron para inocular semillas de arroz cv. INCA LP-5 
          pregerminadas. Las plántulas se mantuvieron en solución de Hoagland y se
          incubaron en condiciones controladas durante 72 horas después de la 
          inoculación (hpi). Las raíces se cortaron, inmovilizaron (agarosa 4%) y 
          seccionaron y, posteriormente, se visualizó la colonización bacteriana 
          de las raíces en un microscopio láser confocal (Zeiss, LSM 800 AiryScan,
          Jena-Alemania) (6).

      
      
        Análisis estadístico

         ⌅
        Los
          valores de absorbancia provenientes de la dinámica de multiplicación se
          sometieron a la prueba de normalidad (prueba de Bartlett) y 
          homogeneidad de varianza (prueba de Kolmogorov-Smirnov). Se aplicó un 
          análisis de varianza de clasificación simple con las pruebas de 
          comparación de medias Tukey HSD para p<0.05. Se utilizó el programa 
          Statgraphic Plus versión 5.0 para el procesamiento estadístico de los 
          datos y Microsoft Excel 2010 para su representación.

      
    
    
      Resultados y discusión

       ⌅
      Previamente, se demostró que la cepa Rhizobium sp. Rpd16 es endófito de arroz, ya que se visualizó mediante 
        microscopía confocal en los espacios intercelulares del parénquima de la
        raíz y la vaina de la hoja. Para ello, se obtuvo una cepa 
        transconjugante que contenía el plásmido pHC60 (Rpd16pHC60) (6). De igual forma, en el presente trabajo se comprobó que el apareamiento triparental con cepas de E. coli permitió obtener cepas que contenían este plásmido, lo cual se confirmó
        cuando las cepas Rpr11pHC60, 5P1pHC60 y S5-38pHC60 crecidas en medio TY
        con tetraciclina y 5-nitrofurantoína, mostraron colonias fluorescentes 
        en presencia de luz UV (Figura 1).

      
        
          
             
          
        

      

      Figura 1.  Cepa transconjugante Rpr11 (Rpr11pHC60) que contiene el plásmido pHC60 en medio TY con tetraciclina (10 μg mL−1) y 5-nitrofurantoína (50 μg mL−1), expuesta a luz blanca (A) y luz UV (B)

      Las
        dinámicas de multiplicación mostraron algunas diferencias en el 
        crecimiento de las cepas. Sin embargo, los valores de densidad óptica de
        las cuatro cepas de tipo salvaje y sus correspondientes 
        transconjugantes fueron similares al final del experimento (Figura 2). El efecto del plásmido pHC60 en el crecimiento de las cepas transconjugantes podría no ser significativo.

      
        
          
             
          
        

      

      Los puntos de 
        datos y las barras representan las medias y los errores estándar de la 
        media de cinco repeticiones en cada tiempo de muestreo (Tukey HSD 
        P<0.05, n = 5). DO: densidad óptica

      Figura 2.  Dinámica de multiplicación en medio 
        TY de las cepas S5-38, Rpd16, Rpr11, 5P1 y sus transconjugantes 
        portadores del plásmido pHC60

      Los resultados mostraron 
        además que no se observaron diferencias significativas en el crecimiento
        de la cepa Rpd16pHC60 y la cepa salvaje en todos los momentos de la 
        evaluación. Este comportamiento también se informó cuando se estudió el 
        marcaje con el gen gfp en la cepa diazotrófica y endófita Paenibacillus polymyxa (10). Probablemente, sea esta otra razón que explique por
        qué el plásmido pHC60 no afectó la capacidad de la cepa Rpd16 para 
        colonizar tejidos vegetales, como se informó en trabajos anteriores (6). Solo se observaron diferencias significativas a las
        12-14 h entre las cepas S5-38 y S5-38pHC60, y a las 10-20 h entre Rpr11
        y Rpr11pHC60, y entre 5P1 y 5P1pHC60. En esos momentos de la 
        evaluación, las cepas transconjugantes S5-38pHC60 y 5P1pHC60 tenían 
        mayor DO que sus correspondientes cepas salvajes.

      Por otro lado, 
        se conoce que en la interacción 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 interacción. El conocimiento de 
        los niveles de asociación entre bacterias y plantas es fundamental para 
        comprender cómo el microorganismo coloniza la planta, lo cual es 
        necesario para diseñar y validar inoculantes efectivos en campo (1,2). Con el fin de estudiar la interacción 
        bacteria-planta, plántulas de arroz cv. INCA LP-5 se inocularon con las 
        cepas Rpd16 pHC60 y Rpr11pHC60. La selección se basó a partir de 
        estudios previos donde se sugieren que sus correspondientes cepas 
        salvajes son promisorias para biofertilizar el cultivo de arroz (7).

      Aunque ya existía evidencia sobre el 
        comportamiento endofítico en arroz de la cepa Rpd16pHC60, se utilizó 
        esta cepa en el presente estudio para profundizar en las formas de 
        asociación con las plantas de arroz y como modelo de comparación con la 
        cepa Rpr11. Se analizaron secciones transversales de raíces de arroz 
        mediante microscopía confocal a 72 hpi. Los resultados mostraron células
        individuales de la cepa Rpd16pHC60 en los espacios intercelulares del 
        parénquima cortical de la raíz (Figura 3a), similar a lo que previamente se informó (6). Sin embargo, también se visualizó la bacteria, 
        unida a los pelos radicales. Este comportamiento no fue posible 
        visualizarlo en trabajaos anteriores con esta cepa (Figura 3b).

      
        
          
             
          
        

      

      (a, b) 
        Plántulas inoculadas con la cepa Rpd16pHC60. Las células 
        transconjugantes se muestran en color verde, rojo: autofluorescencia del
        tejido vegetal. (c) Sección transversal de la raíz de plántulas 
        inoculadas con la cepa Rpr11pHC60. Las células transconjugantes se 
        muestran en rojo. Flechas amarillas: presencia de las cepas 
        transconjugantes

      Figura 3.  Imágenes de microscopía confocal de 
        fluorescencia que muestran secciones de tejido radical de plántulas de 
        arroz de 72 h de edad, cultivar INCA LP-5

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

      Trabajos anteriores abordan el estudio de las interacciones rizobio-pinaca (Spinacia oleracea) y rizobio-caña de azúcar (Saccharum officinarum) mediante el método del marcaje con genes que codifican para una proteína fluorescente (11,12). Estudios previos mostraron que la inoculación de 
        plantas de arroz cv. INCA LP-5 con la cepa Rpr11 incrementó el contenido
        de potasio y masa seca de la raíz en condiciones de invernadero (7). Por lo tanto, el comportamiento endofítico de esta 
        cepa constituye un atributo que también permitiría explicar su actividad
        promotora del crecimiento vegetal en la gramínea.

    
    
      Conclusiones

       ⌅
      El
        empleo de cepas transconjugantes y la microscopía confocal para 
        estudios de interacción planta-bacteria es una herramienta efectiva y 
        novedosa. Aquí, se obtuvieron tres cepas transconjugantes que contenían 
        el plásmido pHC60 y una de ellas es posible endófito 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 asociación con la planta 
        podría brindar un mayor conocimiento sobre la particularidad de su 
        interacción con la planta de arroz.
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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.
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      Introduction

       ⌅
      Different tools have been development to study deeply the bacteria-plant association such as omic sciences, serological techniques coupled with confocal laser scanning 
        microscopy and the method of the tagging with genes coding for a 
        fluorescing protein (1-3). These tools have allow explore the rhizobia-rice
        interaction and understand the differences between this association and
        rhizobia-legume plants interaction, above all of infection process and 
        bacteria distribution inside the vegetable tissue (4,5). 

      Recently, it was report in Cuba for first time that Rhizobium is “true endophyte” of rice which was demonstrated by inoculation 
        assays with a transconjugant strain which was visualized by confocal 
        microscopy (6). Although in this work transconjugant cells containing gfp gene which coding for a green fluorescent protein (stain Rpd16pHC60 
        containing the plasmid pHC60) were showed colonizing the tissues of rice
        plant cv. INCA LP-5, no evidence of the obtaining of these bacteria was
        shown, even from other strains that have showed promoting growth 
        activity in rice plant cultivar INCA LP-5. Taking into account the 
        above, the objective of this work was to obtain effective transconjugant
        strains for plant-bacteria interaction studies.

    
    
      Materials and methods

       ⌅
      Bacteria used in this work and their main characteristics are listed in Table 1. 

      Table 1.  Strains used in this work

      
        
          
            
              
              
              
              
              
              
                
                  	Strain
                  	Main features
                  	Reference
                

              
              
                
                  	Rhizobium sp. Rpr11 (MT387213)
                  	Strain
                    isolated from rice rhizosfere cv. INCA LP-5, characterized account 
                    plant growth promoting trait. It promotes the rice cv. INCA LP-5 growth
                  	(6)
                

                
                  	Pseudomonas sp. S5-38 (MT808971)
                  	Strain isolated from rice seed cv. INCA LP-5
                  	Bacteria collection of National Institute of Agricultural Science (INCA)
                

                
                  	Rhizobium sp. 5P1 (MT759831)
                  	Strain
                    isolated from rice rhizosphere cv. INCA LP-7 that promoted the rice 
                    growth in controlled, greenhouse and field conditions.
                  	(7)
                

                
                  	Rhizobium sp. Rpd16pHC60
                  	Rpd16 strain containing the plasmid pHC60
                  	(6)
                

                
                  	Escherichia coli DH5α
                  	supE44ΔlacU169(Φ80lacZΔM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1
                  	(8)
                

                
                  	Escherichia coli pRK2013
                  	ColE1 replicon with RK2 tra genes. Used for mobilizing incP and incQ plasmids (Kmr)
                  	(9)
                

              
            

          

        

      

      

      
        *Fractions in parentheses represent the access number of consensus sequences deposited in GenBank

      

      All they belong to bacteria collections of the National Institute of Agricultural Science, Cuba. Three of them; Rhizobium sp. Rpd16, Rhizobium sp. Rpr11 and Rhizobium sp. 5P1 were studied deeply in previous investigations (6,7). The strain Pseudomonas sp. S5-38 is less studied and it is putative endophytic bacteria of rice seed cv. INCA LP-5. 

      
        Obtaining transconjugant bacteria containing the plasmid pHC60

         ⌅
        Transconjugant
          bacteria of the strains Rpr11, 5P1 and S5-38 containing the plasmid 
          pHC60, were obtained according the methodology reported previously with 
          the strain Rpd16. Similarly, the strains E. coli DH5 α(pRK2013) and E. coli DH5 α(pHC60) were used and triparental mating was carry out. The 
          process efficacy was checking cultured the transconjugants strains on 
          Tryptone-yeast extract (TY) with tetracycline (10 μg mL−1) and 5-nitrofurantoine (50 μg mL−1),
          incubated at 30 °C during 48 h. The plates were exposed to UV and 
          fluorescent colony were cultured in the same medium and maintained at 4 oC (6). 

        Several multiplication dynamics were carried
          out to check out if the plasmid presence affects the growth of strains 
          S5-38, Rpd16, Rpr11 and 5P1. The strains were incubated in a 
          thermostated shaker (HEIDOLPH-UNIMAX-2010, Schwabach, Germany) at 150 
          rpm and 30 oC for 24 h. The OD (λ = 600 nm) was measured every 2 h for 30 h. Five replicates of each strain were used. 

      
      
        Bacteria-rice plant interaction

         ⌅
        An inoculation assay was carried out to study the bacteria-rice interaction reported previously (6). Only the transconjugants Rpd16pHC60 and Rpr11pHC60 were used. One hundred microliters of the strains inoculants (108 CFU mL−1)
          were used to inoculate pre germinated rice seed cv. INCA LP-5. The 
          seedlings were maintained in half-strength Hoagland’s plant growth 
          medium and incubated in controlled conditions during 72 hours post 
          inoculation (hpi). The roots were cut, inmoviliced (agarose 4 %) and 
          sectioned and then the bacterial colonization of seedling roots was 
          visualized in a confocal laser microscope (Zeiss, LSM 800 AiryScan, 
          Jena-Germany).

      
      
        Statistical analysis

         ⌅
        Absorbance
          values obtained in the multiplication dynamics were subjected to the 
          normality test (Bartlett test) and homogeneity of variance 
          (Kolmogorov-Smirnov test). A simple classification analysis of variance 
          was applied with the Tukey HSD mean comparison tests for p<0.05.
          The Statgraphic Plus program version 5.0 was used for statistical 
          processing of the data and Microsoft Excel 2010 for its representation.

      
    
    
      Results and discussion

       ⌅
      Previously, it was demonstrate that strain Rhizobium sp. Rpd16 is endophyte of rice, since it was showed in intercellular 
        spaces of the parenchyma of root and leaf sheath by confocal microscopy.
        For this, a transconjugant strain containing the plasmid pHC60 was 
        obtained (Rpd16pHC60) (6). Similarly, the triparental mating with E. coli strains allowed obtain strains containing this plasmid which was 
        confirmed when the strains Rpr11pHC60, 5P1pHC60 and S5-38pHC60 grown in 
        TY medium with tetracycline and 5-nitrofurantoine, and fluorescent 
        colonies were showed in presence of UV light (Figure 1). 

      
        
          
             
          
        

      

      Figure 1.  Transconjugant strain Rpr11 (Rpr11pHC60) containing the plasmid pHC60 in TY medium with tetracycline (10 μg mL−1) and 5-nitrofurantoine (50 μg mL−1), and exposed to white light (A), UV light (B)

      Multiplication
        dynamics showed some differences in the strains growth. However the 
        optical density of four wild type strains and their transconjugant 
        strains were similar at the end of experiment (Figure 2). The effect of plasmid pHC60 in the transconjugant strains growth could be not significative.

      
        
          
             
          
        

      

      The data points
        and bars represent the means and standard errors of the mean from three
        replicates at each sampling time (Tukey HSD P<0.05, n = 5). OD: optical density, µ: growth specific velocity

      Figure 2.  Multiplication dynamics in medium TY of strains S5-38, Rpd16, Rpr11, 5P1 and their transconjugants containing the pHC60 plasmid

      No
        significative differences were showed in the strain Rpd16pHC60 growth 
        and its wild type strain in all evaluation moments. This behavior was 
        also reported when the effect of GFP-tagging on an diazotrophic and 
        endophytic strain Paenibacillus polymyxa was studied (10). Probably, it is other reason to think why the 
        plasmid pHC60 did not affect the ability of strain Rpd16 to colonize 
        plant tissues, as was reported in previous works (6). Only significative differences were showed at 12-14
        h between strains S5-38 and S5-38pHC60, and at 10-20h between Rpr11 and
        Rpr11pHC60, and between 5P1 and 5P1pHC60. In those moments, the 
        transconjugant strains S5-38pHC60 and 5P1pHC60 had greater OD than 
        theirs wild type strains. 

      In the other hand, it is know that in 
        bacteria-plant interaction are distinguished associations with different
        degrees of complexity and the rhizosphere, phyllosphere and endosphere 
        have been the main sceneries for the study of particularities of this 
        interaction. The knowledge of association levels between bacteria and 
        plants is essential for understand the how the microorganism colonizes 
        the plant which is necessary to design and validate effective’s 
        inoculants in the field (1,2). In order to study the interaction bacteria-plant, 
        rice seedlings cv. INCA LP-5 was inoculated only with the strains Rpd16 
        pHC60 and Rpr11pHC60. The selection was based on previous studies that 
        suggesting that their wild type strains are promising to bio-fertilize 
        rice crop (7).

      Although there was already evidence about the
        endophytic behavior of Rpd16pHC60 strain of rice, it was used on this 
        occasion to delve into the forms of association with rice plants and as a
        comparison model with the Rpr11 strain. Cross sections of rice roots 
        were analyzed by confocal microscopy at 72 hpi and the results showed 
        individual bacterial of the strain Rpd16pHC60 in the intercellular 
        spaces of the cortical root parenchyma, similar to reported previously (Fig. 3a) (6). However, transconjugant cells were also visualized 
        attached to the root hair which was not showed in micrographs reported 
        before (Figura. 3b). 

      
        
          
             
          
        

      

      (a, b) 
        Seedlings inoculated with the strain Rpd16pHC60. Transconjugant cells 
        are displayed in green, red color: autofluorescence of plant tissue. (c)
        Root cross section of seedlings inoculated with the strain Rpr11pHC60. 
        Transconjugant cells are displayed in red. Yellow arrows: presence of 
        the transconjugant strains

      Figure 3.  Fluorescence confocal microscopy images showing root tissue sections of 72 h old rice seedlings cultivar INCA LP-5

      The
        strain Rpr11pHC60 was localized colonizing the intercellular spaces of 
        root parenchyma. This is new evidence that suggest other strain 
        belonging Rhizobium genus as endophyte of rice cv. INCA LP-5. 
        However, it is necessary to study more deeply their interaction with 
        rice to conclude that it is a “true endophyte”. Previously, it is 
        reported studies about rhizobia-pinach (Spinacia oleracea) and rhizobia-sugarcane (Saccharum officinarum) interactions by the method of the tagging with genes coding for a fluorescing protein (11,12). Previous investigations confirmed that inoculation 
        of rice plants cv. INCA LP-5 with strain Rpr11 increased the potassium 
        content and root dry weigh in greenhouse conditions (7). Thus, if Rpr11 have an endophytic behavior, it is 
        an attribute that also would allow explaining its plant growth promoting
        activity. 

    
    
      Conclusions

       ⌅
      The
        employ of transconjugant strains and the confocal microscopy for 
        plant-bacteria interaction studies is an effective and novel tool. Here,
        three transconjugant strains containing the pHC60 plasmid were obtained
        and one of these is a putative endophyte of rice cv. INCA LP-5. The 
        fact that the wild type strains used came from of different rice 
        cultivars and association levels with the plant could give us more 
        knowledge about the particularly of their interaction with rice plant. 
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