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1. Resumen del proyecto

Actualmente, debido a la creciente poblacibn mundial y al cambio climatico, el
mundo se encuentra en la necesidad de aumentar la produccién de alimentos con
practicas amigables con el medio ambiente. Diferentes estrategias han surgido
para enfrentar este problema, y el uso de bacterias endofitas en los cultivos es una
de ellas. Una bacteria endofita se ha definido como aquella que puede ser aislada
a partir de tejido vegetal desinfectado superficialmente y que no causa dafio
aparente a la planta, es decir, una bacteria que habita al interior de la planta y
juega un papel beneficioso o inocuo para ésta (Elbeltagy, et al., 2000). Las
bacterias endofitas tienen diferentes efectos beneficiosos para la planta, como la
fijacion bioldgica de nitrogeno, la promocién del crecimiento, resistencia contra
patbgenos, entre otras, por lo que son una herramienta deseable para
implementar en los cultivos. Es aqui donde las variedades silvestres de los cultivos
cobran gran importancia, puesto que presentan una mayor diversidad de bacterias
enddfitas, en comparacion con las variedades comerciales, ya que no han sido
sometidas a ciertas presiones de seleccion (Elbeltagy, et al., 2000). No obstante,
se ha reportado que la interaccion planta — endéfito es genotipo especifica
(Adams, 2002), es decir, la planta es selectiva en cuanto a los endofitos que
permite que la colonicen. De este modo, para determinar si un endofito es capaz
de colonizar una planta dada, es necesario poder visualizarlo. Existen diferentes
formas para poder realizar dicha visualizacion, entre ellas el marcaje con proteinas
autofluorescentes que presenta ciertas caracteristicas que lo hacen superior a
otros métodos, debido a que este tipo de marcaje es independiente de sustrato.

Dicho esto, el objetivo que se pretendié alcanzar en este proyecto fue la
transformaciéon de bacterias enddfitas aisladas de especies silvestres de arroz con
secuencias codificantes de proteinas fluorescentes para su futura utilizacion como
herramienta para evaluar la colonizacién de los tejidos vegetales por parte de
estas bacterias. Para esto, se realizaron esfuerzos en el marcaje de 2 cepas de
bacterias enddfitas previamente aisladas en el laboratorio, Rhizobium sp. con
pmOrange2 y Pantoea sp. con pmCherry. Los objetivos fueron parcialmente
alcanzados, debido a que se logré la trasformacion de Pantoea sp. mas no de
Rhizobium sp.

Con los resultados obtenidos, se generd un protocolo de transformacion de
bacterias endéfitas con proteinas autofluorescentes que sirve de herramienta para
el marcaje de bacterias de interés para futuros estudios, entre ellos ensayos de
colonizacion in vivo en plantas de arroz.



2. Planteamiento del problema

Los cereales son la fuente de alimentos mas importante del mundo tanto de
manera directa, para el consumo humano, como de manera indirecta, para la
produccion pecuaria (FAO, 2002). Entre los cereales, el arroz tiene un rol
fundamental, ya que representa la principal fuente de alimento para mas de la
mitad de la poblacion mundial (IRRI, s.f) y es el segundo cereal, después del trigo,
con mayor demanda en el mundo segun datos y pronésticos de la FAO para el
periodo de afios entre 1965 y 2030 (FAO, 2002).

El crecimiento poblacional de las ultimas décadas ha traido consigo un aumento
en la demanda de alimentos que a su vez ha exigido un aumento en la produccién.
Si bien, la produccion de arroz ha venido incrementando desde la década de los
40’s, gracias a diferentes estrategias empleadas, esta enfrenta nuevos desafios de
cara al cambio climatico global. Dos tendencias son reconocidas actualmente
como consecuencias del cambio climéatico: un aumento en la temperatura que
causara un mayor estrés térmico y una mayor ocurrencia de climas extremos
severos (IRRI, 2010); lo cual se traduce en un mayor estrés para los cultivos y una
disminucion en el rendimiento. Para contrarrestar esta disminucion en la
produccién se tiende a utilizar mas fertilizantes quimicos para promover el
crecimiento de los cultivos, pero estos compuestos contribuyen a empeorar los
efectos del cambio climatico, por lo que no representa una estrategia a largo
plazo.

A nivel mundial se reconoce la necesidad de diseflar nuevas estrategias que
permitan sostener la produccion de los cultivos ante el nuevo escenario climatico,
basadas en practicas ambientalmente amigables. El uso de bacterias enddfitas
representa una opcion promisoria. Una bacteria enddfita se ha definido como
aguella que puede ser aislada a partir de tejido vegetal desinfectado
superficialmente y que no causa dafo aparente a la planta, es decir, una bacteria
gue habita al interior de la planta y juega un papel beneficioso o inocuo para ésta
(Elbeltagy, et al., 2000). Se ha encontrado que muchas bacterias enddfitas tienen
efectos beneficiosos sobre la planta hospedera como la fijacién biolégica de
nitrégeno, estimulacion del crecimiento y resistencia contra patdégenos (Elbeltagy,
et al., 2000). Se plantea que estos mismos efectos pueden ser alcanzados en la
planta mediante el uso de fertilizantes y pesticidas, sin embargo, las bacterias
endofitas son una estrategia que ayuda a mitigar el impacto ambiental causado
por el uso indiscriminado de estos compuestos.

Antes de colonizar la planta, las bacterias enddfitas hacen parte de la comunidad
de organismos de la rizésfera, que se encuentra en estrecho contacto con las
raices de la planta. Para que una bacteria pueda colonizar a la planta necesita que
existan un tipo de sefales producidas por la planta que le permita la entrada.



Muchas de estas sefiales son dependientes del genotipo de la planta, por lo que
se puede generar una especificidad en la interaccion endofito planta, de modo que
solo ciertos endofitos sean elegidos por la planta para permitir su colonizacion
(Compant, Clément, & Sessitsch, 2010). Lo anterior se traduce en una diferencia
en la composicion de las comunidades de endofitos entre especies y cultivares
vegetales. En el caso de las plantas de cultivo, se ha planteado que las especies
silvestres poseen comunidades mas ricas (Hung, et al., 2007), lo cual ha motivado
interés en estudiarlas y transferirlas a los cultivares comerciales. En cuanto a las
variedades cultivadas de arroz se ha propuesto que éstas han sufrido un
empobrecimiento de sus comunidades bacterianas, como consecuencia del uso
de fertilizantes, la domesticacién y la seleccion artificial desde el inicio de la
agricultura (Elbeltagy, et al., 2000). Debido a esto las especies silvestres de arroz,
como Oryza latifolia y Oryza glumaepatula, cobran importancia como fuente de
variacion natural de comunidades de endofitos que no han sido sometidas a
presiones de seleccion. Sin embargo, como se mencion6 anteriormente, existe
especificidad de la interaccion planta-bacteria, sobre todo a nivel de la
colonizacion (Adams, 2002). Cada especie tiene un comportamiento diferente, por
lo que no es posible asegurar que una bacteria enddfita de una especie pueda
colonizar otras, aun cuando estén emparentadas, y en el caso en que se dé la
colonizacion, todavia no es posible asegurar que las bacterias tendran un
ambiente propicio y llevaran a cabo las mismas funciones (Elbeltagy, et al., 2000).
Es por esto que surge la necesidad de visualizar las bacterias enddfitas para
poder identificar la ocurrencia de la colonizacion y la supervivencia de las
bacterias al interior de la planta.

En base a lo anterior, en este proyecto se busca generar una herramienta que
posibilite la visualizacion de bacterias endodfitas en el interior de los tejidos
vegetales, la cual consistira en el marcaje con proteinas autofluorescentes. Esta
herramienta facilitara el estudio in vivo de las bacterias y comunidades endéfitas
en futuros estudios.



3. Marco tedrico y estado del arte

3.1.¢,Como estudiar las bacterias endofitas?

Como ya se mencioné anteriormente, se ha encontrado que las bacterias
endofitas tienen diversos efectos beneficiosos en la planta, como por ejemplo la
promocién del crecimiento y la resistencia contra patdgenos, los cuales producen
un aumento en el rendimiento de los cultivos (Elbeltagy, et al., 2000). Sin embargo
el estudio de las bacterias endofitas no es simple dado que las comunidades de
endofitos estan conformadas por diferentes bacterias y muchas de éstas tienen
efectos similares sobre las plantas, lo cual dificulta el estudio de un enddfito en
particular y los posibles efectos que éste ejerce sobre el hospedero. Otro problema
gue surge en el estudio de las bacterias enddfitas es que para que una bacteria
tenga un efecto sobre la planta, el enddfito debe ser capaz de colonizarla y
experimentalmente es necesario hacer seguimiento del proceso de colonizacion,
establecer en qué tejidos se da y su abundancia. En base a estos problemas
surge la necesidad de una herramienta que permita la visualizacion de las
bacterias endofitas para poder estudiarlas mas ampliamente.

Existen diferentes formas para identificar la presencia de una bacteria enddfita en
un tejido vegetal, como el cultivo en medios, la electroforesis en gel con gradiente
de desnaturalizacion (DGGE), la electroforesis en gel de gradiente de temperatura
temporal (TTGE), PCR-RFLPs y PCR cuantitativa (Larrainzar, O'Gara, &
Morrissey, 2005). Aungue estas técnicas son Utiles para determinar la presencia o
ausencia de bacterias en la muestra o en algun tejido especifico, pueden
presentar varias limitaciones. Primero que todo, si se desea determinar la
localizacion especifica de ciertas bacterias por tejido, es necesario realizar el
tratamiento a cada uno de los tejidos por aparte, lo cual representa un trabajo
exhaustivo. Ademas estas técnicas identifican el ADN de bacterias
independientemente si estan vivas o muertas, por lo que no dan informacién real
sobre la viabilidad de los enddfitos dentro de la planta (Nocker & Camper, 2006).
Estas técnicas no son facilmente cuantificables (excepto la PCR cuantitativa) y su
resolucién no es tan buena, puesto que se presenta un efecto de dilucion donde
las bacterias de mayor abundancia enmascaran la presencia de otras que se
encuentran en menor medida y hay que tener en cuenta que no necesariamente la
abundancia esta relacionada con la importancia, dado que pueden existir bacterias
gue se hallan con menor frecuencia pero con funciones claves. Las técnicas
anteriores son Utiles para estudios de diversidad de las comunidades enddfitas,
pero requieren de gran conocimiento de las bacterias presentes de modo que se
pueda usar un sitio en el genoma de todas las bacterias que permita distinguir
entre ellas a partir de los resultados obtenidos (Larrainzar, O'Gara, & Morrissey,
2005). Existen otro tipo de metodologias que efectivamente permiten la
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visualizacion de bacterias enddfitas in vivo, de las cuales dos son las mas
prominentes: el uso de marcadores metabdlicos, como LacZ, XylE o GusA; y el
uso de proteinas marcadoras autofluorescentes (AFPs, del inglés Auto-
Fluorescent Proteins) que emiten luz bajo condiciones particulares, como es el
caso de la proteina GFP (Green Fluorescent Protein) (Larrainzar, O'Gara, &
Morrissey, 2005). Entre estos dos ultimos acercamientos, el uso de AFPs presenta
una mejor opcion para el estudio de bacterias enddfitas, puesto que permite la
deteccidn de bacterias in situ y solo requiere la excitacion con luz de una longitud
de onda adecuada, mientras que las técnicas de marcadores metabdlicos
requieren un periodo de incubacion de la muestra y dependen de que el sustrato
que utiliza la enzima seleccionada esté disponible en suficientes cantidades para
su deteccién (Koch, Jensen, & Nybroe, 2001).

3.2.Expresion de AFPs en bacterias endofitas.

La primera AFP fue descubierta en la medusa Aequorea victoria, y dada su
fluorescencia verde fue denominada GFP (Green Fluorescent Protein) (Larrainzar,
O'Gara, & Morrissey, 2005). Existe expresion de AFPs en distintos organismos en
la naturaleza, por ejemplo en los corales Discosoma striata y Fungia concinna
(Shaner, Steinbach, & Tsien, 2005). Sin embargo, no se ha encontrado expresion
nativa de AFPs en bacterias enddfitas, por lo que si se desea expresar una de
estas proteinas en enddfitos se hace necesaria su transformacion con un gen que
codifiqgue para una AFP. Dicha transformacion puede llevarse a cabo mediante dos
metodologias: insercién de plasmido o insercibn cromosémica (Koch, Jensen, &
Nybroe, 2001). Entre estos dos acercamientos, la insercion de plasmido es un
método ampliamente utilizado y experimentalmente mas sencillo en comparacion
con la insercién cromosdmica. Existen escasos reportes sobre el riesgo de que,
para algunas bacterias, la insercion de algunos plasmidos cause una carga
metabdlica que pueda disminuir la eficiencia de diferentes procesos, por ejemplo
la colonizacion de la planta y el crecimiento (Rodriguez & Fraga, 1999). Se ha
encontrado en estos estudios que la depresion metabdlica no se debe a la
expresion de la proteina per se sino a la carga que ejerce sobre la bacteria portar
el plasmido (Clark, et al., 2009). Por otro lado, la insercion cromosoémica es una
estrategia prometedora, puesto que al insertar el gen de interés directamente en el
genoma de la bacteria evita el riesgo de depresion metabdlica causada por el
plasmido, ademas que permite una mayor estabilidad del caracter y evita los
riesgos de transferencia horizontal (Rodriguez & Fraga, 1999). Sin embargo, esta
estrategia también presenta ciertos problemas, por ejemplo, se puede dar una
menor expresion que la obtenida con un pladsmido a causa de un menor nimero
de copias insertadas o la falta de activacion por parte del promotor. Existen dos
formas de realizar la insercion cromosomica, la primera es una insercion al azar, la
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cual puede llevar a inconvenientes como la inactivacion de genes y efectos sobre
la expresion, que pueden causar que la bacteria no sea viable o no cumpla con
todas las funciones requeridas para el correcto estudio de los enddfitos (Koch,
Jensen, & Nybroe, 2001). El segundo método para llevar a cabo la insercién
cromosOmica es un tipo de insercion dirigida, puesto que usa secuencias
especificas del genoma en las cuales se va a dar la insercidén; este método
presenta la limitante de requerir la identificacidon de una secuencia que permita la
insercion especifica en un sitio neutral del genoma (de modo que no tenga ningun
efecto en la expresion génica), esta secuencia puede no estar conservada en
todas las bacterias o si lo estd puede que no en todas corresponda a un sitio
neutral, por lo que no es un acercamiento que pueda ser usado de forma
indiscriminada en todas las bacterias enddfitas a estudiar, en especial cuando se
trata de especies nuevas cuyos genomas no han sido secuenciados (Koch,
Jensen, & Nybroe, 2001). Debido a que la insercion cromosomica, dependiendo
de como sea llevada a cabo, presenta problemas en cuanto a la expresion génica
o requiere la identificacion de una secuencia en un sitio neutral, la cual puede no
servir para diferentes bacterias, se decidio para este proyecto marcar las bacterias
enddfitas mediante insercion de plasmidos.

Es importante mencionar que existen diversos estudios donde se ha recurrido al
uso de plasmidos para el marcaje de bacterias enddfitas: Burkholderia sp. con
GFP en uva (Compant, et al., 2005), Bacillus megaterium C4 con GFP en maiz
(Liu, Zhao, & Chen, 2006), Streptomyces sp. con EGFP en trigo (Coombs &
Franco, 2003) y Herbaspirilum sp. con GFP en arroz (Elbeltagy, et al., 2001),
entre otras. Dichos estudios han hecho énfasis en la dinamica de colonizacion de
las bacterias, es decir, cual es la ruta de acceso que usan para colonizar la planta;
pero también han permitido identificar una colonizacion dependiente del genotipo
de la planta para algunas bacterias y la localizacion tisular de éstas. Basados en
los resultados establecidos por estos estudios y al hacer uso de la insercion de
plasmidos se logr6 obtener una herramienta para visualizar la colonizacion de
plantas por parte de bacterias enddfitas para estudios futuros.

3.3.Proteinas Autofluorescentes

Por proteina autofluorescente se hace referencia a una proteina que emite
fluorescencia al ser estimulada por luz de una longitud de onda (A) especifica y sin
necesidad de un sustrato, cofactor u otra proteina. Dicha fluorescencia se da por
la existencia de un fluor6foro dentro de la proteina, el cual se encarga de absorber
fotones de cierta A, excitarse, y reemitir estos fotones con una A mayor (dada la
pérdida de energia), volviendo a su estado basal y generando la fluorescencia en
el proceso (Larrainzar, O'Gara, & Morrissey, 2005). Aunque en la naturaleza
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existen muchos tipos diferentes de AFPs, para el estudio en laboratorio se utilizan
principalmente dos proteinas, GFP y DsRed, y las diversas variantes de éstas
obtenidas por mutagénesis que varian en sus caracteristicas fluorescentes
(Aexcitacion, Aemisisn, fotoestabilidad, luminosidad, etc.). Como ya se menciond, GFP
(Aexcitacisn=470NM,  Aemisisn=509nm) fue inicialmente descubierta en la medusa
Aequorea victoria, mientras que DsRed (Aexcitaciscn=560nM, Aegmisisn=580nm) fue
descubierta en el coral Discosoma striata y presenté una menor dependencia de
pH y una mayor fotoestabilidad, pero requeria de un mayor tiempo de maduracion
y un alto peso molecular por ser un tetrdmero (Larrainzar, O'Gara, & Morrissey,
2005). El tener dos AFPs con longitudes de onda de emisién y excitacion tan
diferentes foment6 diversos estudios con marcaje mdultiple. Para resolver los
problemas que cada una de estas proteinas presentaba y para ampliar las
posibilidades de uso, se crearon a lo largo de los afos diferentes variantes de
estas dos proteinas, y hoy en dia contamos con una gran gamma de proteinas
autofluorescentes disponibles. En el Anexo 1 se muestra las AFPs de mayor
importancia en la actualidad.

Al momento de elegir las AFPs a usar, lo primero que se debe tener en cuenta es
la necesidad de poder distinguir entre ellas, para lo cual es necesario que sus
Aemisisn S€an distantes; para efectos de este proyecto se eligieron AFPs de la clase
roja, naranja y verde. Segundo, se debe tener en cuenta el peso molecular de la
AFP y la estructura cuaternaria de la proteina, favoreciendo en la eleccién a los
mondmeros o dimeros débiles, puesto que estructuras mas complejas de alto
peso molecular requieren una mayor cantidad de proteina para ser fluorescentes y
pueden llegar a formar agregados que pueden ser toxicos para las bacterias
(Shaner, Steinbach, & Tsien, 2005). Otros factores a tener en cuenta son la
fotoestabilidad y la luminosidad, atribuyéndosele mayor importancia a la primera.
La fotoestabilidad hace referencia al tiempo que le toma a una AFP perder su
capacidad de florescencia cuando es excitada, mientras que la luminosidad es una
caracteristica compuesta por varios factores (tiempo de maduracion,
fotoestabilidad, coeficiente de extincién, rendimiento cudéntico, entre otros) que
proporciona una idea de que tan detectable es la AFP (Shaner, Steinbach, &
Tsien, 2005). En base a esto se eligieron las variantes mCherry y mOrange2 de
DsRed y la variante EmGFP (Emerald) de GFP (Anexo 1).

3.4.Ventajas del uso de AFPs en estudios de bacterias endofitas

El uso de proteinas autofluorescentes para el estudio de bacterias endéfitas brinda
un gran abanico de oportunidades. Primero que todo, como se menciono
anteriormente, este tipo de marcajes facilitara el estudio del proceso y dinamica de
colonizacion en la planta y permitira establecer si una planta es efectivamente
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colonizada por ciertas bacterias, la cual es la primera condicidbn para que la
bacteria pueda ejercer un efecto sobre la planta. Estos estudios podrian contribuir
a dilucidar los diferentes mecanismos de sefalizacion existentes entre planta y
bacteria que desencadenan el proceso de colonizacion, como es el caso de la
fitohormona &cido indol-acético (Spaepen, Vanderleyden, & Remans, 2007).
También se ha reportado que existe un efecto del genotipo del hospedero sobre la
abundancia de bacterias y estructura de las comunidades enddfitas, es decir, se
establecen relaciones genotipo especificas a través de las cuales el hospedero
favorece o inhibe la colonizacion por bacterias especificas (Adams, 2002).

Desde la perspectiva de aplicaciones de biotecnologia agricola, estos estudios
adquieren gran importancia puesto que apoyarian el desarrollo de estrategias
alternativas para mejorar la productividad de los cultivos y reducir el uso de
fertilizantes quimicos a través de estrategias de biofertilizaciéon. Dicha
biofertilizacion se llevara a cabo mediante el desarrollo de in6culos de bacterias
enddfitas (ya sea una sola o un consorcio de éstas) que produzcan un mayor
rendimiento en los cultivos. Estos indculos podran ser producidos puesto que el
marcaje con AFPs permitiria, durante la fase de formulacion y caracterizacion de
los in6culos en el laboratorio, el seguimiento de las bacterias para establecer la
ocurrencia de colonizacion de los tejidos de la planta.

La colonizacién, ademéas de ser genotipo especifica, puede ser tejido especifica,
puesto que se han reportado diferencias en la composicion de comunidades de
endofitos en los distintos tejidos a nivel de una misma planta (hojas, tallos, raices,
semillas) (Sessitsch, et. al, 2002). El uso de AFPs permitird el estudio de dicha
especificidad de localizacion de las bacterias y como esta puede verse afectada
por factores de estrés en la planta, por ejemplo, se ha encontrado que los
endofitos utilizan el xilema como ruta para migrar desde los tejidos de la raiz hacia
la parte aérea de la planta (Compant, et al., 2005), de modo que nace la pregunta
de si factores de estrés que reducen el transporte en el xilema, por ejemplo la
sequia, causan cambios o crean impedimentos para la distribucion de estas
bacterias. EI marcaje con AFPs también aporta al estudio de las relaciones
ecolégicas en las comunidades de endofitos, puesto que permite visualizar con
mayor facilidad los cambios en densidades de diferentes bacterias segun la
presencia o ausencia de otras, 0 que representa un acercamiento a identificar el
tipo de relaciones (competencia, mutualismo, sinergismo, entre otras) que existen
en estas comunidades dentro de la planta.

Es muy importante tener en cuenta que aunque en este proyecto se utilice arroz y
bacterias endofitas aisladas de éste como modelo de estudio, el marcaje por
fluorescencia es esencialmente una herramienta que puede ser empleada
independientemente del cultivo o especie que se quiera estudiar y brindara las
mismas posibilidades de investigacion.
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4. Objetivos

4.1.0bjetivo General

Transformar bacterias endofitas aisladas de especies silvestres de arroz con
secuencias codificantes de proteinas fluorescentes.

4.2.0bjetivos Especificos

» Seleccion de vectores a partir de la literatura para la transformacion de
bacterias endofitas con secuencias codificantes de proteinas fluorescentes.

Indicadores

e Listado de posibles vectores a usar.
e Seleccion de vectores a usar.

» Usar la bacteria Escherichia coli cepa DH5a como organismo modelo para el
desarrollo de un protocolo de expresidon de proteinas autofluorescentes que
permita su visualizacién en el microscopio de fluorescencia.

Indicadores

eBacterias de Escherichia coli cepa DH5a transformadas con los plasmidos
codificantes de proteinas autofluorescentes.

e Visualizacion de la expresion de proteinas fluorescentes en las bacterias
transformadas bajo el microscopio de fluorescencia

» Trasformar las bacterias endéfitas de interés empleando los vectores
seleccionados.

Indicadores

eCrecimiento de bacterias transformantes en medio selectivo y deteccion
mediante PCR de la incorporacion del vector que porta la secuencia codificante
para la proteina fluorescente.

e Visualizacion de la expresion de proteinas fluorescentes en las bacterias
transformadas bajo el microscopio de fluorescencia.
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5. Materiales y Metodologia

5.1.Bacterias y cultivo

Para el proyecto se utilizaron tres bacterias distintas: E. coli DH5a para la
propagacion de los vectores y como cepa control de transformacion, y dos cepas
de enddfitos aislados en el Laboratorio de Fisiologia vegetal de la Universidad
Icesi: Pantoea sp., aislada de semillas de Oryza glumaepatula, y Rhizobium sp.,
encontrada tanto en semillas de Oryza glumaepatula y de Oryza sativa (Ghneim-
Herrera et al., sin publicar). Rhizobium sp. es de interés pues representa
putativamente una especies nueva,; su porcentaje de identidad en la secuencia del
16sRNA es menor al 95% con otras especies de su mismo género. (Ghneim-
Herrera et al., sin publicar). Ademas, se ha demostrado la presencia del complejo
nitrogenasa (nifH), necesario para la fijacion biologica de nitrégeno, y actualmente
se evalla su actividad de fijacion a través de bioensayos y andlisis de reduccién
de acetileno (Ghneim-Herrera et al., sin publicar). En cuanto a Pantoea sp. ya se
ha demostrado en el mismo laboratorio su capacidad de produccion de la auxina
AIA, mediante bioensayos y actualmente se trabaja en la cuantificacion de los
compuestos mediante espectrometria de masas (Ghneim-Herrera et al., sin
publicar). Dada las capacidades de produccién de AlA y de fijacién de nitrégeno
existe un gran interés en caracterizar la interaccion planta-bacteria y los factores
que controlarian su transferencia a cultivares élites de arroz.

Las bacterias se cultivaron en caldo nutritivo, para el caso de E. coli y Pantoea sp.,
o caldo Luria Broth (LB), para el caso de Rhizobium sp., a partir de una colonia de
la bacteria. Los caldos se incubaron a 180 rpm bajo condiciones de pH (6.5-6.8) y
temperatura 6ptima para cada bacteria: E. coli (37°C), Rhizobium sp. y Pantoea
sp. (28 - 30°C).

5.2.Vectores

Para llevar a cabo la seleccion de vectores se realizd una revision de literatura
sobre los plasmidos que contenian las AFPs de interés mOrange2, mCherry y
EmGFP y sus usos (Anexo 2). Se eligié el vector mas simple que garantizara la
expresion de cada una de las AFPs y el screening de bacterias transformantes. Se
eligieron los plasmidos pmCherry y pmOrange2 (CloneTech), de
aproximadamente 3.3kb cada uno, que portan el promotor lac, resistencia a
ampicilina y la expresion de la proteina de interés se da mediante la induccion por
isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG). En cuanto a EmMGFP, se escogi6 el
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vector pRSET-EmGFP (Invitrogen) de 3.6kb que presenta el promotor T7 y
resistencia a ampicilina y expresa la proteina EmGFP por induccién con IPTG. El
Anexo 5 muestra los mapas de los diferentes vectores a usar.

5.3.Propagacién en E. coli

Para la propagacion de los vectores se utilizaron células comerciales de
Escherichia coli DH5a competentes (Subcloning Efficiency DH5a Competent Cells,
Invitrogen), las cuales fueron transformadas por choque térmico siguiendo las
indicaciones del fabricante. Una vez transformadas las bacterias se cultivaron en
placas de agar LB con 50ug/ml de ampicilina para seleccionar las bacterias
transformantes.

Para comprobar la transformacion se realiz6 PCR de colonia. Inicialmente se
trabajo con las siguientes condiciones para la PCR: (1) desnaturalizacién inicial a
96°C por 5 minutos, (2) desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, (3)
alineamiento a 55°C por 30 segundos, (4) elongacion a 72°C por 45 segundos, y
(5) elongacioén final a 72°C por 5 minutos; los pasos 2 a 4 se repiten 35 veces
(Anexo 3). Las condiciones de PCR se optimizaron para reducir la amplificacion
inespecifica (Tabla 4). Para este proyecto, fueron disefiados primers para
amplificar cada uno de los genes que codifican para las AFPs a usar utilizando la
herramienta Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). El Anexo 5 muestra la
posicion de alineamiento de los primers a usar para cada vector. Para mCherry se
disefiaron los primers mCherry2013F (5’-AAGGGCGAGGAGGATAACAT-3) vy
mCherry2013R (5’-ACATGAACTGAGGGGACAGG-3') y se usO el primer
mCherry5514R (5’-CTTGTACAGCTCGTCCATGC-3’) reportado en la literatura
(Lin, et al., 2011); para mOrange?2 se disefiaron los primers mOrange22013F (5'-
CGTGATGCAGAAGAAGACCA-3) y mOrange22013R (5'-
GCTTCTTGGCCTTGTAGGTG-3'); y para EmGFP se diseiaron los primers
EmGFP2013F (5-ACGTAAACGGCCACAAGTTC-3) y EmMGFP2013R (5-
AAGTCGTGCTGCTTCATGTG-3') (Anexo 4). Una vez se comprobd la
transformacién de E. coli con los distintos plasmidos, se realizd6 un stock en
glicerol con las colonias transformantes.

El tiempo medio de maduracién a 37°C de mOrange2 es de 4.5h (Shaner, et al.,
2008), de mCherry es de 15min y para EmMGFP no ha sido determinado (Shaner,
Steinbach, & Tsien, 2005). Sin embargo, se carece de datos sobre la
longevidad/estabilidad de estas proteinas (periodo en el cual pueden ser
detectadas). Dado lo anterior, se llevo a cabo la induccion de la expresiéon de las
diferentes AFPs en las bacterias de E. coli transformadas usando IPTG para
estimar el tiempo después del cual se tiene una produccion detectable de las
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AFPs y el tiempo hasta el cual se puede visualizar la fluorescencia producida, con
el fin de estimar la ventana de tiempo en la que se puede llevar a cabo la
visualizacion de estas proteinas en ensayos in vivo.

5.4.Extraccion de ADN plasmidico

La extraccion de los plasmidos a partir de las colonias de E. coli transformadas se
llevé a cabo mediante el protocolo de lisis alcalina con SDS (Green & Sambrook,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2012). El ADN extraido fue cuantificado
en un espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

5.5. Transformacion de los endo6fitos con AFPs por electroporacion

La transformacién de las bacterias enddfitas se llevé a cabo siguiendo el protocolo
utilizado por Elbeltagy et al. (2001). Las bacterias fueron enfriadas en hielo y luego
se hicieron competentes mediante lavados con agua destilada helada y una
solucion de agua y glicerol al 10%. Las bacterias competentes fueron alicuotadas
y almacenadas a -80°C. Para la transformacién se tomé una alicuota de células
competentes, se mezclaron con el pldsmido y se incubaran por 15 minutos en
hielo. Seguido, se trasfirid la mezcla a una cubeta de electroporacion y se llevé a
cabo la transformacion. Las bacterias fueron inmediatamente diluidas en 1ml de
medio liquido, transferidas a tubos estériles y cultivadas a 30°C para su
recuperacion. Después de este lapso, las bacterias transformadas se cultivaron en
placas LB con 50ug/ml de ampicilina para seleccionar las bacterias
transformantes.

La transformaciéon fue llevada a cabo con diferentes cepas: E. coli DH5a como
control del funcionamiento del protocolo empleado y con las bacterias de interés
Rhizobium sp. y Pantoea sp.

Para comprobar la transformacion se realizd un PCR de colonia utilizando las
condiciones de PCR previamente optimizadas. Se realiz6 un stock en 20% glicerol
a -80°C (Van Overbeek & Van Elsas, 2008) con las colonias con transformacion
comprobada.
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5.6. Transformacion de Rhizobium sp. por choque térmico

Para la transformacion de Rhizobium sp. por choque térmico se utilizo el protocolo
utilizado por Vincze & Bowra (2006). Para obtener células competentes, se inoculd
50ml de medio LB liquido con dos mililitros de un cultivo inicial de Rhizobium sp.
en fase estacionaria y se incub6 durante 6 horas a 30°C a 180rpm. Al término de
este tiempo, se colectaron las células por centrifugacion a 12000g durante 10
minutos a 4°C y se resuspendio el pellet en 2ml de 20mM CacCl,. La suspension
de bacterias fue distribuida en alicuotas de 100ul en tubos eppendorf de 1,5ml,
qgue fueron enfriados en nitrégeno liquido antes de ser guardados a -80°C. Para la
transformacion, se adicion6 200ng del plasmido a la alicuota de 100ul de células
competentes y se incub6 en bafio maria a 37°C. Después de 5 minutos de
incubacion, se agregé medio SOC al tubo eppendorf donde se encontraban las
bacterias y se incubé a 30°C durante 2 horas. Posteriormente, las bacterias fueron
cultivadas en agar LB con ampicilina para seleccionar los transformantes.

5.7.Visualizacién de la fluorescencia

Para la visualizacion de fluorescencia de las bacterias transformadas se llevo a
cabo la induccion de la expresion de las AFPs usando IPTG. La visualizacion se
realizé utilizando el microscopio Nikon Eclipse 55i trinocular con contraste de fase
de fluorescencia y bajo el filtro Y-2E (Nikon), el cual excita la muestra a un
intervalo de longitudes de onda entre los 540 a 580nm y captura la emision a
longitudes de onda entre 600 a 660nm (Nikon, s.f).
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5.8.Matriz de marco légico

Objetivo general: Transformar bacterias enddfitas aisladas de especies silvestres de arroz con secuencias

codificantes de proteinas fluorescentes.

Objetivos especificos

Actividad

Indicador

Supuestos

Seleccion de vectores a
partir de la literatura para
la transformacion de
bacterias enddfitas con
secuencias codificantes de
proteinas fluorescentes.

Revision de la literatura y
seleccién de los vectores
a evaluar.

Listado de
vectores posibles.

Seleccidn de
vectores a usar.

Acceso a la bibliografia
necesaria.

Usar la bacteria
Escherichia coli cepa DH5a
como organismo modelo
para el desarrollo de un
protocolo de expresion de
proteinas
autofluorescentes que
permita su visualizacion en
el microscopio de
fluorescencia.

Transformacion de las
bacterias con vectores
portadores de proteinas
autofluorescentes

Amplificacion del

gen mediante PCR.

El vector se expresa en las
bacterias transformadas.
Disponibilidad de
equipamiento y reactivos para
transformacion.

Kit de PCR, termociclador.

Visualizacién bajo el
microscopio de
fluorescencia.

Expresion de
fluorescencia.

Filtros, microscopio de
fluorescencia.

Trasformar las bacterias
endofitas de interés
empleando los vectores
seleccionados.

Cultivo de bacterias
enddfitas en medios de
cultivo 6ptimos para su

crecimiento.

Cantidades
adecuadas de las
bacterias en
cultivo.

Cabina de bioseguridad, otros
equipos y reactivos
disponibles. Bacterias
previamente aisladas y
mantenidas en condiciones
adecuadas para posterior
cultivo.

Transformacion de las
bacterias con vectores
portadores de proteinas
autofluorescentes.

Amplificacion del

gen mediante PCR.

El vector se expresa en las
bacterias transformadas.
Disponibilidad de
equipamiento y reactivos para
transformacién.

Kit de PCR, termociclador.

Visualizacién bajo el
microscopio de
fluorescencia.

Expresion de
fluorescencia.

Filtros, microscopio de
fluorescencia.
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6. Resultados

6.1. Transformacion de Escherichia coli DH5a con pmCherry y
pmOrange?2

Células competentes de Escherichia coli DH5a fueron seleccionadas para la
adaptacion de los protocolos de transformaciéon con AFP e induccion de la
fluorescencia dado que estas han sido utilizadas en numerosos trabajos. Ademas
de su utilidad para el montaje de los métodos de transformacién a usar, estas
cepas sirven también como control en los eventos de transformacién de las
bacterias endofitas.

La transformacién se llevé a cabo por choque térmico usando 50ul de células
competentes Escherichia coli DH5a (Subcloning Efficiency DH5a Competent Cells,
Invitrogen), a las cuales se les adicioné 3pl de los plasmidos pmCherry o
pmOrange2 a una concentracion de 5ng/ul. Después del choque térmico, se
adicion6 950ul de medio SOC y se incubaron las bacterias a 37°C por 1 hora a
225rpm.

Para la seleccion de las bacterias transformantes se sembraron dos voliumenes
distintos, 80ul y 180ul, del cultivo en placas de agar LB con ampicilina, a una
concentracion de 50ug/ml, a 37°C durante 24 horas aproximadamente. Después
de la incubacion, las colonias presentaron una distribucién de una colonia principal
de color (morado para las bacterias transformadas con pmCherry y naranja para
las transformadas con pmOrange2) rodeada de colonias blancas de menor
tamafio (Figura 1). Las colonias blancas fueron consideradas colonias satélites
gue no incorporaron el plasmido, y por ende no portan resistencia a ampicilina ni el
gen de interés, mas logran sobrevivir por su cercania a bacterias transformantes
gue han degradado el antibiético alrededor de ellas, creando una zona libre de
antibiotico (Green & Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2012).
Por esta razon, se continué con las colonias de color morado y naranja para
comprobar su transformacién mediante PCR.

La transformacion con el vector pPRSET-EmMGFP no pudo ser llevada a cabo a
causa de descontinuacion del producto por parte de la casa comercial.
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Figura 1. Células de Escherichia coli DH5a transformadas.

Crecimiento de (A) bacterias de E. coli transformadas con pmCherry y (B) bacterias de E. coli transformadas
con pmOrange2 en agar LB con 50ug/ml de ampicilina. En cada caso se sefialan las colonias transformadas
efectivamente e identificadas por su coloracién caracteristica morada o naranja (flechas). Puede observarse la
presencia de colonias satélites no transformadas alrededor de las colonias transformadas.

6.2. Amplificaciéon mediante PCR de los genes codificantes de pmCherry
y pmOrange?2

Los genes codificantes de las proteinas mCherry y mOrange2 se encuentran
insertos en los plasmidos pmCherry y pmQOrange2, y poseen tamafios moleculares
de 711 bp cada uno. Mientras que el gen de la proteina EmMGFP se encuentra
insertado en el plasmido pRSET-EmGFP y tiene un tamafio de 720 bp. En este
trabajo, se disefiaron primers especificos para amplificar fragmentos de dichos
genes, dado que se encontraron escasos reportes en la literatura y estos no
amplificaron in silico.

El disefio de primers especificos se realiz6 con ayuda del sitio web Primer3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). En el caso de mCherry, los primers
mCherry2013F y mCherry2013R amplifican una region de 205 bp comprendida
entre las posiciones 10 y 214 del gen; mientras que los primers mCherry2013F y
mCherry5514R amplifican un producto de 699 bp ubicado entre las posiciones 10
y 708. Para mOrange2, los primers mOrange22013F y mOrange22013R
amplifican un fragmento de 155 bp entre las regiones 417 y 571 del gen. Por
altimo, los primers EmMGFP2013F y EmMGFP2013R amplifican un segmento de 187
bp ubicado entre las posiciones 273 y 459 del gen que codifica para EmGFP
(Anexo 3).

La especificidad de los primers se evalud in silico empleando la herramienta
PrimerBlast del GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Se llevo
a cabo un analisis de las secuencias depositadas para la especie E. coli, el género
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Pantoea y el género Rhizobium para identificar los posibles productos de

amplificaciones inespecificas (Tablas 1, 2 y 3, respectivamente).

Tabla 1. Posibles productos de amplificaciones inespecificas en la especie E. coli.

- ] . Tamafio del
Primers Organismo Gen amplificado producto (bp)
mOrange22013F . . -
mOrange22013R E. coli cepa ST540 Proteina hipotética de membrana 2554
mCherry2013F E. coli ETEC 1392/75 Plasmido p1018 3203
mCherry2013R E. coli cepa ST2747 Proteina hipotética 3327
mCherry2013F . . S
mCherry5514R E. coli cepa ST2747 Proteina hipotética 3327
EmGFP2013F E. coli LF82 Proteina reguladora del fago N 2723
EmGFP2013R E. coli O83:H1 cepa NRG 857C Proteina represora Cl| 2928
Tabla 2. Posibles productos de amplificaciones inespecificas en el género Pantoea.
Primers Organismo Gen amplificado Tamafio del
producto (bp)
mOrange22013F . -
mOrange22013R Pantoea sp. At-9b Subunidad beta de exodesoxirribonucleasa V 1655
Pantoea ananatis LMG Coproporfirogeno |l oxidasa independiente de 2302
mCherry2013F 5342 oxigeno
mCherry2013R Pantoea ananatis PA13 gzg;onzorflrogeno Il oxidasa independiente de 2304
mCherry2013F Pantoea ananatis LMG . . .
mCherry5514R 5342 Adenilil transferasa glutamato-amoniaco ligasa 2848
EmGFP2013F E;T;oea ananatis  LMG Transportador ABC de azlcares 932
EMGFP2013R Pantoea ananatis PA13 Xilulosa quinasa 4057
Tabla 3. Posibles productos de amplificaciones inespecificas en el género Rhizobium.
Primers Organismo Gen amplificado Tamafio del
producto (bp)
:?hlzoblum - Plasmido pRL9 906
eguminosarum bv. viciae
Rhizobium sp. cepa NT- Factor de especificidad topolégico de division 1199
26 celular
Rhizobium
leguminosarum bv. trifoli  Regulador transcripcional de la familia AraC 1932
WSM1689
Rhizobium
mOrange22013F leguminosarum bv. trifoli  Hidrolasa de la superfamilia HAD 1999
mOrange22013R WSM1325
Rhizobium etli CIAT 652 Deshalogenasa 2-haloacido putativa 2001
Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii  Hidrolasa de la superfamilia HAD 2010
WSM2304
Rhlzoplum - Descarboxilasa de uroporfirinégeno putativa 2067
leguminosarum bv. viciae
Rhizobium Descarboxilasa de uroporfirinégeno putativa 2961

leguminosarum bv. viciae
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Rhizobium sp. cepa NT-

26 Acetil-coenzima A sintetasa 3585
Rh'ZOb'um et! : bv. Transportador ABC de azlcares 3985
mimosae cepa Mim1
Rhizobium etli CFN 42 Transportador ABC de azlcares putativo 3985
Rhizobium etli CIAT 652 Plasmido pA 3260
mCherryZOlSF Rhizobium
mCherry2013R leguminosarum bv. trifoli  Plasmido 3636
CB782
Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii  Plasmido 330
WSM1689
Rhizobium _ Plasmido pRL12 330
eguminosarum bv. viciae
Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii  Plasmido pR132501 331
WSM1325
SR;gzoblum tropici - CIAT Transportador ABC putativo 609*
Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii  Peptidil-prolil cis-trans isomerasa 862
CB782
Rhizobium etli bv. - S .
mimosae cepa Mim1 Peptidil-prolil cis-trans isomerasa 862
Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii  Peptidil-prolil cis-trans isomerasa 863
WSM1325
mCherry2013F Rhizobium etli CIAT 652 Peptidil-prolil cis-trans isomerasa 864
mCherry5514R
Rhizobium sp. LPU83 Proteina putativa conservada 888
Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii  Plasmido pRLG201 1913
WSM2304
Rhizobium etli CIAT 652 Tran_sport‘ador putativo para la biosintesis de 2056
succinoglicano
2Rg|zob|um sp. cepa NT- Proteina putativa conservada 2252
Rhizobium etli CIAT 652 Plasmido pA 3260
Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii  Plasmido 3636
CB782
Rhlzoplum - Descarboxilasa de uroporfirindgeno putativa 3668
leguminosarum bv. viciae
Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii  Plasmido 4392
CB782
Rhizobium etli bv. . S .
mimosae cepa Mim1 Proteina hipotética 166
Rhizobium etli CFN 42 Proteina oxidasa putativa 329
Rhizobium
leguminosarum bv. trifoli  Permeasa de C4-dicarboxilato 737
EmGFP2013F WSM1689 _
EmGFP2013R Rhizobium el bV. \\00064.1-fosfato guanililtransferasa 892
mimosae cepa IE4771
SRQQZOb'“m tropici CIAT  b14smido pRIrCIAT899c 1888
Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii  Plasmido 1979

CB782

*Posible falso positivo debido al tamafio del producto amplificado para este par de primers.

Con base en los resultados obtenidos, se decidié transformar Rhizobium sp. con
pmOrange2 dado que existe una posibilidad de una amplificacion inespecifica en
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uno de los organismos encontrados (Rhizobium tropici CIAT 899, Tabla 3) que
presenta un producto con tamafio similar al esperado al usar los primers
mCherry2013F y mCherry5514R, de modo que se podria presentar un falso
positivo si se transformara esta cepa con pmCherry. Por otro lado, debido a que el
ensayo in silico para pmCherry no presentd ninguna posible amplificacion
inespecifica de tamafo similar al esperado para las secuencias del género
Pantoea (Tabla 2), se decidi6 transformar Pantoea sp. con este plasmido. En
cuanto a los resultados obtenidos para E. coli, se evidencié que ninguna de las
posibles amplificaciones inespecificas resultan en productos de tamafios similares
a los esperados (Tabla 1). Para el caso de los primers disefiados para la
amplificacion de EmGFP, no se presenta ninguna amplificacion inespecifica que
pudiera llegar a ser confundida por su tamafio para E. coli ni para el género
Pantoea (Tablas 1 y 2, respectivamente), aunque si se presenté un caso dentro
del género Rhizobium (Rhizobium etli bv. mimosae cepa Miml, Tabla 3). Sin
embargo, debido a que el plasmido que contiene esta proteina no fue recibido, no
fue usado para la transformacién de ninguna bacteria.

Las condiciones Optimas de amplificacion se establecieron para cada par de
cebadores mediante una PCR en gradiente (12 temperaturas diferentes entre 50,0
y 62,5°C). La temperatura de alineamiento Optima fue de 60,0°C para
mOrange22013F y mOrange22013R, y de 61,3°C tanto para mCherry2013F y
mCherry2013R como para mCherry2013F y mCherry5514R. La Tabla 4 muestra
las condiciones finales para la reaccion de PCR obtenidas después de la
optimizacion.

Tabla 4. Condiciones finales de PCR.

Temperatura (°C)

Paso Tiempo (min)
mCherry mOrange2
1 Desnaturalizacion inicial 95,0 95,0 05:00
2 Desnaturalizacion 94,0 94,0 01:00
3 Alineamiento 61,3 60,0 01:00
4 Elongacion 72,0 72,0 00:45
35 ciclos de repeticion de pasos 2 a 4
5 Elongacion final 72,0 72,0 10:00

Una vez optimizadas las condiciones de PCR se procedi0 a evaluar la
transformacion de Escherichia coli DH5a con cada uno de los plasmidos mediante
PCR de colonias aisladas, observandose que en ambos casos se presentaron
bacterias transformantes. Las colonias de E. coli de color morado incorporaron el
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plasmido pmCherry y las bacterias de color naranja el plasmido pmOrange2
(Figura 2).

Figura 2. PCR de colonia para E. coli transformadas con pmCherry y pmOrange2.

A) Marcador molecular 1Kb Plus (Life Technologies). B) PCR con primers mCherry2013F y mCherry5514R.
Tamafio del producto esperado: 699 bp. C) PCR con primers mCherry2013F y mCherry2013R. Tamafio del
producto esperado: 205 bp. D) PCR con primers mOrange22013F y mOrange22013R. Tamafio del producto
esperado: 155 bp. Para todos los geles, de izquierda a derecha: 1) Marcador molecular 1kb, 2) Control
positivo, 3) E. coli transformada, 4) Control negativo. Gel de agarosa al 1%.

6.3. Induccién

Para la induccién se tomd una colonia transformada con la AFP respectiva y esta
fue cultiva en medio LB liquido en presencia de ampicilina e IPTG. El IPTG es un
compuesto que sirve como inductor artificial del operador lac, puesto que es capaz
de unirse al represor lac, que en ausencia de IPTG se encuentra bloqueando
dicho operador e impidiendo la transcripcion. Cuando el IPTG se une a este
represor, el operador queda libre y se desencadena la produccion de la AFP
contenida en el plasmido (Green & Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2012).

Colonias individuales de E. coli transformadas con pmCherry y pmQOrange?2 fueron
inoculadas en medio LB liquido suplementado con 50ug/ml de ampicilina. El medio
de cultivo fue incubado a 37°C bajo agitacion constante a 180rpm hasta alcanzar
una densidad o6ptica de 0.6 a una longitud de onda de 600nm. La densidad
poblacional del cultivo es un factor de gran importancia, pues las bacterias son
capaces de producir B-lactamasas, enzimas que inactivan la ampicilina presente
en el medio de cultivo. La produccién de B-lactamasas es proporcional a la
densidad poblacional, por lo que en -cultivos muy ricos se promueve la
desactivacion de la ampicilina y esto a su vez aumenta la probabilidad de la
pérdida del plasmido por parte de las bacterias transformadas.

Una vez alcanzada la densidad optica de 0.6, las células transformadas fueron
colectadas mediante centrifugacion y lavadas con solucion salina con la finalidad
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de eliminar el medio de cultivo y las B-lactamasas producidas. Las bacterias fueron
resuspendidas a una densidad éptica de 0,132 a 600nm en medio LB con 50ug/ml
de ampicilina e IPTG a una concentracion de 1mM. Debido a que la temperatura
juega un papel importante en la velocidad con que se producen las proteinas
(Green & Sambrook, 2012), la induccion se realizé a 30°C, puesto que esta es la
temperatura a la que se cultivan las bacterias enddfitas objetivo de la investigacion
y de esta forma se tendria un estimado mas exacto del tiempo necesario para la
expresion de las AFPs en dichas bacterias. La induccion se llevé a cabo durante
15 horas a 180rpm en oscuridad. Finalizado este periodo, se prosiguié con la
observacion bajo el microscopio de fluorescencia en donde se logré ver la
expresion de la AFP por parte de las cepas de E. coli transformantes que fueron
inducidas con 1mM de IPTG (Figura 3), mientras que las cepas de E. coli no
transformadas no presentaron fluorescencia y las cepas transformadas pero que
no fueron inducidas con IPTG presentaron fluorescencia con rpida extincion
(menos de 5 segundos de fluorescencia).

A

Figura 3. Induccion de la expresion en E. coli.
Expresion de las proteinas (A) mCherry y (B) mOrange2 después de la induccién con 1mM IPTG por parte de
bacterias de Escherichia coli transformantes.
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6.4. Visualizacion

Se llevd a cabo un seguimiento a través del tiempo de la fluorescencia producida
por las bacterias de E. coli transformadas con pmCherry y pmOrange?2 para tener
un estimado del tiempo necesario para la induccion de su expresion y tener un
indicio de si la duracién de dicha expresion es suficiente para llevar a cabo
ensayos de colonizacién de plantas por parte de las bacterias enddfitas.

En cuanto a la expresion de mCherry, se encontré que un tiempo de induccion de
15 horas fue suficiente para evidenciar la expresion de esta AFP (Figura 4). En
cuanto a la expresion de mOrange2, no se evidencio una fluorescencia perceptible
hasta después de 39 horas, sin embargo dicha fluorescencia solo se present6 en
cantidades considerables después de 62 horas de induccion (Figura 5). La
fluorescencia de las dos proteinas pudo ser visualizada incluso pasados 7 dias
después de la induccion.
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45h 62h 86h

Figura 4. Seguimiento de la fluorescencia de mCherry en E. coli transformadas.
La induccién de mCherry presenté una fuerte fluorescencia que fue perceptible después de un periodo de
induccién con 1mM de IPTG de 15 horas y hasta después de 86 horas.

15h 20h 39h
45h 62h 86h

Figura 5. Seguimiento de la fluorescencia de mOrange2 en E. coli transformadas.

La fluorescencia de mOrange2 no logro ser perceptible antes de las 39 horas, en donde empez6 a emitir una
débil fluorescencia. Después de las 62 horas se empezd a captar una fluorescencia considerable. La
induccion se realiz6 con 1mM de IPTG.
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Las AFPs mCherry y mOrange2 tienen un maximo de emision a longitudes de
onda distintas, 610nm y 565nm respectivamente (Anexo 1), las cuales estan lo
suficientemente apartadas como para producir una emision de color distinta
(Figura 6). Sin embargo, debido a las caracteristicas del filtro usado (Y-2E), las
longitudes de onda, emitidas por la fluorescencia de cada una de las AFP, que son
efectivamente captadas por el filtro son idénticas, por tanto presentan el mismo
color (Figura 7).

Figura 6. Comparacion de la fluorescencia emitida por las AFPs usadas.
Fluorescencia emitida por las proteinas purificadas (A) mOrange2 y (B) mCherry. Adaptado de Shaner, et al.,
2004.
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Figura 7. Comparacion entre los espectros de excitacion y emision de las AFPs bajo el filtro Y-2E.

Espectro de emision de mCherry (A) y mOrange2 (B) bajo el filtro Y-2E. La curva azul representa el intervalo
de longitud de onda en los cuales se produce la excitacion bajo el filtro Y-2E, mientras que la curva roja
representa el intervalo de longitud de onda en los cuales se capta la fluorescencia emitida por la muestra.
Para las dos AFPs, la primera curva gris indica el intervalo de longitud de onda al cual se excita la proteina,
mientras que la segunda curva gris representa el intervalo de longitud de onda en el cual dicha proteina
expresa fluorescencia. Tomado de http://www.microscopyu.com/tutorials/flash/spectralprofiles/index.html.
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6.5. Evaluacion de la estabilidad de la transformacion en E. coli

Para comprobar la estabilidad de la transformacion de las bacterias E. coli se
evaluo la presencia y expresion de AFPs durante 10 generaciones mediante
repiques sucesivos de las bacterias en placas de agar LB suplementadas con
ampicilina. Para comprobar si las bacterias conservaron el plasmido se realizd un
PCR de colonia y posteriormente se llevo a cabo la induccion de la expresion de
las AFPs con IPTG, demostrando que las bacterias conservaron el plasmido
funcional (Figura 8).

pmCherry pmOrange2

Figura 8. Estabilidad de la transformacion con pmCherry y pmOrange?2 en E. coli.

Crecimiento de colonias transformantes de Escherichia coli DH5a luego de 10 generaciones en agar LB con
50upg/ml ampicilina (paneles superiores) y expresion de las proteinas mCherry y mOrange2 después de la
induccion con 1mM IPTG (paneles inferiores).
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6.6. Stock de E. coli transformantes y evaluacion de su viabilidad

Se realiz6 un stock de E. coli transformantes tanto para las bacterias
transformadas con el plasmido pmCherry como para las transformadas con
pmOrange2. El stock de bacterias fue almacenado a -80°C en medio LB con
50ug/ml de ampicilina y glicerol al 20%.

Se evaluo la estabilidad de la transformacién luego de 15 dias de almacenamiento
a -80°C, mediante siembra en placas de agar LB con 50ug/ml de ampicilina.
Ademas, se realiz6 un PCR de colonia y la induccion de la expresion de las AFPs,
con lo que se demostro el correcto funcionamiento del plasmido (Figura 9).

pmCherry pmOrange2

Figura 9. Viabilidad del stock de E. coli transformadas con pmCherry y pmOrange2.

Crecimiento de colonias transformantes de Escherichia coli DH5a tomadas a partir de un stock a -80°C en
agar LB con 50ug/ml ampicilina (paneles superiores) y expresion de las proteinas mCherry y mOrange2
después de la induccion con 1mM IPTG (paneles inferiores).
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6.7. Extraccion de ADN plasmidico

Para la extraccion del plasmido se inocul6é una colonia de E. coli transformada, con
el plasmido respectivo, en 2ml de medio LB con 50ug/ml de ampicilina durante la
noche a 37°C y 180rpm. El rendimiento de la extraccion fue de 3.02ug/ul para
pmCherry y 2.25ug/pl para pmOrange2.

6.8. Transformacion de bacterias endéfitas

Para la obtencion de células competentes y la transformacion por electroporacion
de las diferentes cepas se realizaron modificaciones al protocolo usado por
Elbeltagy et al. (2001). Primero, para la preparacion de células competentes se
utilizaron cultivos liquidos de cada cepa en un medio que permitiera un rapido
crecimiento. Para E. coli y Pantoea sp. se utilizé caldo nutritivo, mientras que para
Rhizobium sp. se utiliz6 caldo CASO. Para todas las cepas, el medio fue
suplementado con 20mM de Mg*, en forma de 10mM MgSO, y 10mM de MgCls,
puesto que el crecimiento en estas condiciones aumenta la fluidez de la
membrana y facilita la transformacién (Srivastava, 2013). E. coli y Pantoea sp.
fueron cultivadas durante 12 a 24 horas, mientras que Rhizobium sp. fue cultivado
entre 48 a 72 horas (2 a 3 dias), debido a su lento crecimiento.

Finalizado el periodo de incubacion, el cultivo bacteriano fue enfriado en hielo
durante 15 a 30 minutos. Después se prosigui6 con una serie de tres
centrifugaciones y resuspensiones para volver las células competentes. Las
centrifugaciones fueron realizadas a 5000g durante 10 minutos a 4°C. El pellet
obtenido fue resuspendido dos veces en agua destilada autoclavada helada (en 1
volumen y 0.5 volimenes, respectivamente) y luego dos veces en una solucion
fria de glicerol al 10% (primero en 0.02 volumenes y después en 0.0025 6 0.005
volumenes, segun fuera necesario), utilizando para cada resuspension un volumen
menor al anterior con el fin de concentrar las bacterias. Las bacterias fueron
mantenidas en hielo a lo largo de todo el proceso. Las células competentes fueron
distribuidas en alicuotas de 50ul y almacenadas a -80°C hasta su uso.

Para la transformacién, 100ng del plasmido con la AFP de interés fue adicionado a
50ul de células competentes y se incubd la mezcla en hielo durante 15 minutos. La
mezcla fue transferida a una cubeta de electroporacién de 2mm de separacion
entre los electrodos y se electroporé a 2500V (12,5kV/cm). Las bacterias fueron
inmediatamente diluidas en 1ml de medio SOC, transferidas a tubos estériles y
cultivadas a 30°C durante 3 a 4 horas, en el caso de Pantoea sp., y 6 a 8 horas en
el caso de Rhizobium sp. (debido a su lento crecimiento). El periodo de
recuperacion de las bacterias E. coli después de la electroporadas fue de 1 hora a
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37°C. Después de este lapso, las bacterias transformadas se cultivaron en placas
de agar LB con 50ug/ml de ampicilina para seleccionar las bacterias
transformantes.

Para llevar a cabo la transformacion por electroporacion se utilizé como control
células electrocompetentes comerciales de E. coli (ElectroMAX™ DH5a-E™
Competent Cells, Invitrogen) para comprobar el correcto funcionamiento del
electroporador. Dichas células fueron transformadas con el plasmido control
pUC19, para demostrar el funcionamiento de estas células, y con pmCherry, para
demostrar que es posible transformar con el plasmido obtenido a partir de la
extraccion. La transformacion se llevdo a cabo siguiendo las instrucciones del
fabricante de las células competentes. De igual forma, se transformaron células
competentes de E. coli con pmOrange2 con el fin de comprobar si el protocolo
para hacer las células competentes es adecuado. Como ya se mencioné con
anterioridad, se decidio transformar Pantoea sp. con pmCherry y Rhizobium sp.
con pmOrangeZ2.

Tanto las bacterias de Pantoea sp. como de E. coli ElectroMAX DH5a que fueron
transformadas exitosamente con pmCherry presentaron una coloraciéon morada en
placas de agar LB con ampicilina (Figura 10). La transformacién de las diferentes
bacterias se comprobdé mediante PCR de colonia (Figura 11). Seguidamente se
prosiguid a realizar la induccion de la expresiéon de mCherry y la visualizacién a
diferentes tiempos en el microscopio de fluorescencia (Figura 12). Una vez se
confirmd la expresién de mCherry por parte de Pantoea sp. se realizé un stock de
la bacteria transformada y este fue guardado a -80°C. No se logré evaluar la
viabilidad de dicho stock por falta de tiempo.

Por otro lado, no se logré transformar Rhizobium sp. con pmOrange2. Se piensa
que esto se debe a que el plasmido no ha sido incorporado por la bacteria durante
la electroporacién y no a la falta de supervivencia de la bacteria al proceso, puesto
qgue tanto las células competentes como las bacterias electroporadas han sido
cultivadas en agar LB y en los dos casos se ha presentado crecimiento (Figura
13).

Debido a que no se logré transformar Rhizobium sp. con pmOrange2 por
electroporacién, se decidié intentar transformar por choque térmico, puesto que
existen reportes de transformacién exitosa en especies de la familia Rhizobiaceae,
a la cual pertenece Rhizobium sp., mediante este método (Vincze & Bowra, 2006,
& Patel & Sinha, 2010). Sin embargo, los esfuerzos realizados para transformar
mediante este método también fueron infructiferos, puesto que no existid
crecimiento de colonias transformantes en agar LB con 50ug/ml de ampicilina.
Este resultado pudo deberse a la baja concentracién de células obtenidas, puesto
gue se trata de una cepa de crecimiento lento, por lo que a las 6 horas de cultivo
la densidad bacteriana fue baja. De este modo se tuvieron pocas bacterias para la
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transformacion, por lo que las probabilidades de una transformacion exitosa fueron
bajas.

Figura 10. Crecimiento de colonias de bacterias transformadas en agar LB con ampicilina.

A) E. coli ElectroMAX DH5a transformada con plasmido control pUC19. B) E. coli ElectroMAX DH5a
transformada con pmCherry. C) Pantoea sp. transformada con pmCherry. D) Dilucion 1x10* de E. coli
transformada con pmOrange2.

Figura 11. Amplificacion mediante PCR para comprobar la incorporacién del plasmido por parte de las
bacterias transformadas.

A) PCR de colonia con primers mCherry2013F y mCherry5514R. Tamafio del producto esperado: 699 bp. De
izquierda a derecha: 1) Marcador molecular 1Kb Plus (Life Technologies), 2) Control positivo, 3) Pantoea sp.
transformada con pmCherry (colonia de color morada), 4) Colonia satélite de Pantoea sp. (colonia de color
amarilla, que corresponde al color normal de esta cepa), 5) Control negativo de Pantoea sp. sometida al
proceso de transformacion, 6) Control negativo de Pantoea sp. no sometido al proceso de transformacion, 7)
E. coli ElectroMAX DH5a transformada con pmCherry (colonia morada), 8) Control negativo. Gel de agarosa al
1%. B) PCR de colonia con primers mOrange22013F y mOrange22013R. Tamafio del producto esperado: 155
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bp. De izquierda a derecha: 1) Marcador molecular 1kb, 2) Control positivo, 3) E. coli transformada, 4) Control
negativo. Gel de agarosa al 1%.

15h 19h 3%h

87h 92h

Figura 12. Seguimiento de la fluorescencia de mCherry en Pantoea sp. transformadas.

La fluorescencia producida por la proteina mCherry expresada en Pantoea sp. fue perceptible después de 15
horas de induccién con 1mM IPTG. Sin embargo su duraciéon no fue tan longeva como la encontrada en la
induccién de la misma proteina en E. coli, puesto que después de 87 horas se presentd poca fluorescencia.

117h

Figura 13. Cultivo de bacterias de Rhizobium sp. en diferentes etapas del proceso de transformacién.
A) Células competentes en medio sin ampicilina. B) Bacterias después de la electroporacion en medio sin
ampicilina. C) Falta de crecimiento, en medio con 50ug/ml de ampicilina, de Rhizobium sp. que ha intentado
ser transformado con pmOrange2. Resultados similares fueron obtenidos siguiendo el proceso de
transformacion por choque térmico.
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7. Discusion

En las ultimas décadas, el marcaje con AFPs se ha convertido en una herramienta
importante en diferentes estudios de ecologia microbiologica, entre estos, la
interaccion planta-bacteria (Larrainzar, O'Gara, & Morrissey, 2005). Numerosos
estudios han reportado el uso de AFPs para el monitoreo de bacterias enddfitas en
distintas especies vegetales, entre ellos Burkholderia sp. con GFP en uva
(Compant, et al., 2005), Bacillus megaterium C4 con GFP en maiz (Liu, Zhao, &
Chen, 2006), Streptomyces sp. con EGFP en trigo (Coombs & Franco, 2003) y
Herbaspirillum sp. con GFP en arroz (Elbeltagy, et al., 2001). De igual forma,
existen reportes de especies del género Rhizobium transformadas con AFPs
(Stuurman, et al., 2000, & Hallmann, et al., 2001) y reportes de transformaciones
similares para especies del género Pantoea (Ferreira, et al., 2008, & Verma, et al.,
2004). Sin embargo, en este proyecto se usaron especies putativamente nuevas
para ser marcadas con AFPs, y cada especie, e incluso en algunos casos ciertas
cepas, presentan diferentes complicaciones, puesto que existen diferencias
innatas en su cultivo (medio, temperatura, tiempo, etc.), pared celular (tamafio,
composicién, permeabilidad), voltaje necesario para transformar, concentracion y
pureza del ADN, entre otros (Eynard & Teissie, 2000), por lo que se requiere de un
protocolo adaptado a las necesidades de cada bacteria de interés. De acuerdo a
esto, la importancia de este proyecto radica en la transformacion de dos especies
putativamente nuevas de bacterias endofitas de arroz, Pantoea sp. y Rhizobium
sp., con variantes nuevas de AFPs, mCherry y mOrange2, mediante un protocolo
de transformacion adaptado a las condiciones de estas dos bacterias.

En este trabajo se decidio hacer la transformacion con plasmidos que contienen
los genes de interés y no con insercion gendmica de dichos genes, puesto que no
se ha secuenciado el genoma completo de las dos bacterias de interés, por lo que
se desconoce si tienen sitios de insercion especifica necesarios para llevar a cabo
una insercion dirigida. De igual forma, se descarté la opcion de realizar una
insercion al azar en el genoma, debido a que, como su nombre sugiere, no es
posible controlar el sitio de insercion del gen de interés y, debido a que la
interaccidn planta-bacteria es un proceso complejo que involucra gran cantidad de
genes (Louise, et al., 2005), se puede afectar este proceso.

La bacterias de Escherichia coli DH5a transformadas con pmCherry y pmOrange2
sirvieron como organismo modelo para el desarrollo de un protocolo de induccion
de la expresion de las AFPs que permitiera su visualizacion bajo el microscopio de
fluorescencia. A su vez, estas bacterias transformadas fueron usadas para
determinar la estabilidad de la transformacion con los plasmidos usados. No
obstante, como su nombre sugiere, estos son organismos modelos, por lo que el
protocolo obtenido debe ser usado como base para la estandarizacion del mismo
en las bacterias enddfitas transformadas y la prueba de estabilidad de la
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transformacion debe ser repetida para estas bacterias. Estas dos actividades no
se lograron hacer en este proyecto por falta de tiempo. Ademas falta determinar la
viabilidad de las bacterias durante el proceso de induccién, de tal modo que se
pueda identificar si el aumento de la fluorescencia en las cepas de E. coli
transformadas se debe a un aumento en la cantidad de bacterias que emiten
fluorescencia o a lisis celular de dichas bacterias que libera las AFPs al medio,
produciendo ruido (sefal fluorescente que no representa bacterias) durante la
visualizacion de la fluorescencia.

El uso de E. coli DH5a como cepa control durante el proceso de transformacion
por electroporacion permiti6 comprobar el funcionamiento de los protocolos
usados en el proceso. El uso de células electrocompetentes comerciales de esta
cepa permitid evaluar el correcto desempefio del equipo de electroporacion y la
calidad del plasmido obtenido de la extraccién. Ademas, el uso de E. coli que fue
hecha competente con el protocolo desarrollado en este trabajo sirvio de modelo
para la comprobaciéon de que el protocolo efectivamente funciona y permitié
establecer que en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal de la Universidad Icesi se
cuenta con las capacidades necesarias para llevar a cabo la transformacion de las
bacterias endofitas que hacen parte del cepario del laboratorio.

Especies del género Pantoea han sido transformadas por conjugacion (Verma, et
al., 2004) y por electroporacion (Weinthal, et al., 2007); mientras que especies del
género Rhizobium se han transformado por métodos de conjugacién (Hallmann, et
al., 2001), electroporacién (Garg, Dogra, & Sharma, 1999) y choque térmico
(Vincze & Bowra, 2006). Para este trabajo se eligid llevar a cabo la transformacion
por electroporacién debido a su mayor eficiencia en comparacién con los otros
métodos utilizados (Borralho, et al., 2002). Para la transformacion se eligié el
protocolo usado por Elbeltagy et al. (2001) debido a que este es el mismo
protocolo utilizado por Unge, et al., (1998), el cual ha sido utlizado para la
transformaciéon de diferentes bacterias endofitas (Compant, et al., 2005; You, et
al., 2005; Tombolini, van der Gaag, Gerhardson, & Jansson, 1999; & Unge, et al.,
1999). No obtante, el protocolo requirié ciertas adaptaciones para su uso en las
bacterias de interés a transformar. El primero de ellos fue el cultivo de cada una de
las bacterias en un medio que permite su supervivencia y crecimiento de forma
rapida. Otro de los cambios realizados fue el aumento en el tiempo y velocidad de
centrifugacion, puesto que las cepas usadas no forman pellet con facilidad, por lo
gue se requeria de una mayor fuerza y un tiempo mas prolongado para precipitar
el mayor numero de células posibles. También se modificé el volumen usado para
lavar el pellet, puesto que se decidié realizar lavados siguiendo una disminucion
gradual del volumen utilizado en vez de utilizar siempre el mismo volumen. Esto
con el fin de obtener una menor pérdida de bacterias que quedan en la solucion
(por la dificultad de precipitacion de estas cepas) que se presenta al usar
volimenes mas grandes. La ultima modificacion importante en el protocolo fue el
cambio del medio de recuperacion después de la electroporacién, que fue
cambiado de medio nutritvo a medio SOC, dado que este permite una
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recuperacion mas rapida y la recuperacion de mayor cantidad de células después
del pulso eléctrico, lo que se traduce en una mayor eficiencia de transformacion.

Con el protocolo modificado se logro la transformacion de la cepa de Pantoea sp.
con pmCherry. Esta bacteria transformada fue capaz de producir fluorescencia al
ser inducida con IPTG. No obstante, dicha fluorescencia fue débil y no se presento
por un periodo prolongado en comparacion con la encontrada en la induccion en
E. coli. Esto puede deberse a una concentracion de IPTG que no es la adecuada
para inducir la expresion de la proteina deseada en esta bacteria. Para solucionar
esto, se propone probar diferentes concentraciones de IPTG para determinar la
concentracion Optima que permita visualizar una fuerte fluorescencia durante un
tiempo suficientemente prolongado de modo que sea posible utilizar la bacteria en
ensayos de colonizacidon de plantas. Ademas es necesario realizar el ensayo de
estabilidad de la transformacion en Pantoea sp. en medio sin antibidtico y por un
tiempo mas prolongado (por lo menos 30 genereaciones) para determinar su
utilidad para los ensayos in vivo (Vincze & Bowra, 2006).

En cuanto a Rhizobium sp., su transformacion con pmOrange2 no se ha logrado
llevar a cabo. La falta de incorporacion del plasmido por parte de esta bacteria
puede deberse a que el cultivo usado para la obtencién de células competentes no
se encontraba en fase de crecimiento exponencial, la cual corresponde al
momento en el que las bacterias adquieren con mayor facilidad ADN foraneo
como se ha visto en especies emparentadas de la familia Rhizobiaceae (Patel &
Sinha, 2010). Otra posible causa puede ser el método usado para llevar a cabo la
transformacién. Generalmente, se considera que la electroporacion presenta una
alta tasa de eficiencia, sin embargo, dado que las bacterias son sometidas a un
pulso eléctrico durante el proceso, también presenta una elevada mortalidad
(Borralho, et al., 2002). Debido al lento crecimiento de Rhizobium sp., es posible
que esta bacteria no se alcance a recuperar después del pulso eléctrico o el
tiempo no sea suficiente como para garantizar la expresion del plasmido, es decir
que no se logra expresar el mecanismo de resistencia al antibiotico (Eynard &
Teissie, 2000). Segun esto lo anterior, seria pertinente probar la transformacion
por electroporacién con diferentes tiempos de recuperacion.

Un acercamiento para circunvenir la alta mortalidad que se presenta en la
electroporacion fue llevar a cabo la transformacion por choque térmico. A pesar de
gue esta transformacion ha sido usada exitosamente en especies pertenecientes a
la misma familia de Rhizobium sp. (Vincze & Bowra, 2006, & Patel & Sinha, 2010),
los resultados no fueron diferentes a los obtenidos con la electroporacién. Lo
anterior probablemente fue producto del corto tiempo de incubacién (6 horas) del
cultivo de Rhizobium sp. Como esta cepa tiene un crecimiento lento, al término de
la incubacion no se obtuvo una alta densidad bacteriana necesaria para la
transformacién, de modo que existia muy baja probabilidad de obtener bacterias
transformantes.
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Una posible solucion a los problemas presentados en las dos metodologias de
transformacién de Rhizobium sp. es la realizacion de una curva de crecimiento
para esta cepa, de modo que se conozca un tiempo aproximado en donde se dé
un buen crecimiento bacteriano para poder modificar el tiempo de recuperacion o
el tiempo de cultivo necesario. Otra posible explicacion de la falta de crecimiento
en medio selectivo de bacterias de Rhizobium sp. transformadas es la
concentracion de ampicilina utilizada (50ug/ml), dado que esta representa la
concentracion maxima a la cual confiere resistencia el plasmido utilizado; sin
embargo puede suceder que para esta cepa en particular el nivel de resistencia
que le confiere el pldsmido es menor al esperado, por lo que se hace necesario
realizar una curva de resistencia con las bacterias obtenidas después de la
electroporacion para determinar si son resistentes a una concentracion de
ampicilina menor. Una ultima complicacién que se pudo haber presentado fue la
calidad del plasmido en uso, aunque cuando fue cuantificado dio niveles de pureza
buenos y el mismo plasmido fue usado para la transformacion exitosa de E. coli
por electroporacion, puede ser que no se encontraba lo suficientemente puro para
la transformacion de Rhizobium sp., ya que el nivel de pureza necesario varia para
diferentes bacterias. Por esto se recomienda llevar a cabo una repurificacion del
plasmido para mejorar la eficiencia de transformacion.

Al finalizar este proyecto, se logré la transformacion de dos bacterias, E. coli DH5a
(como cepa control) y Pantoea sp., con plasmidos codificantes para proteinas
autofluorescentes. La expresion de dichas proteinas es inducible por IPTG y
permite su visualizacion bajo el microscopio de fluorescencia, lo cual resulta
ventajoso a la hora de determinar la capacidad de bacterias endoéfitas, como el
caso de Pantoea sp., para colonizar variedades de arroz silvestres y comerciales.

En las diferentes cepas transformadas se encontr6 que en las colonias se
presentaba una expresion constitutiva de las AFPs. Particularmente aquellas
transformadas con pmCherry presentan una coloracién morada caracteristica facil
de identificar, mientras que aquellas transformadas con pmOrange2 solo son
identificables a simple vista al manipular las colonias (por ejemplo, cuando son
tomadas con un asa microbiolégica o un hisopo, Anexo 6). Sin embargo, el
plasmido estd construido para que la expresion de estas proteinas se dé por
induccion y no de forma constitutiva. Una posible explicacion a esta aparente
contradiccion se encuentra en el mecanismo por el cual se regula la expresion de
las proteinas codificadas en estos plasmidos. En estos plasmidos la regulacion de
la expresion se da por inhibicion, en donde el operador lac es reconocido por la
proteina Lac |, para la cual sirve de sitio de union, impidiendo el acceso de la RNA
polimerasa a los genes codificantes de AFPs y bloqueando su transcripciéon
(Green & Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2012). No obstante,
el plasmido no codifica para la proteina Lac I, por lo que la fuente de produccién
de esta proteina debe ser la misma bacteria. De este modo, si la bacteria
transformada no produce Lac | en niveles suficientemente altos, se puede
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encontrar una expresion residual de AFPs por parte de genes cuya expresion no
se encuentra inhibida.

Ademas de codificar para las AFPs de interés, los plasmidos utilizados codifican
para la resistencia a ampicilina. El mecanismo de esta resistencia se basa en la
secrecion de B-lactamasas al medio, las cuales son capaces de degradar la
ampicilina (Green & Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2012).
Por esto, el uso de ampicilina como mecanismo de seleccidn presenta ciertos
cuidados. En medio solido, el crecimiento de las bacterias transformadas suele
acompanfarse por crecimiento de bacterias que carecen del plasmido, pero que
aprovechan la zona adyacente a las bacterias resistentes en donde se ha
degradado el antibiético. En cuanto a medio liquido, se debe tener especial
cuidado en la densidad bacteriana que se permite alcanzar al cultivo, puesto que
al aumentar esta también aumenta la produccion de B-lactamasas, lo cual fomenta
la pérdida del plasmido al desaparecer la presion de seleccion de la ampicilina.
Esto puede generar problemas especialmente para el proceso de induccién de la
expresion de las AFPs. Con la metodologia usada para la induccién en E. coli no
se estd presentando este problema, sin embargo, es un aspecto que se debe
tener en cuenta y de presentarse algun tipo de problema, se puede considerar la
posibilidad de utilizar carbenicilina en vez de ampicilina, ya que es un compuesto
mas estable, con la misma funcion y el mismo mecanismo que confiere la
resistencia a ampicilina también confiere resistencia a este antibiético (Green &
Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2012).

En cuanto a la expresion de las AFPs, se encontr6 que la fluorescencia de
mCherry fue visible con mayor facilidad, mas prontamente y por un tiempo mas
prolongado que aquella producida por mOrange2. Es posible que esto se deba a
una diferencia en el tiempo de maduracién y de degradacion de las dos proteinas
(Shaner, Steinbach, & Tsien, 2005, & Shaner, et al.,, 2008). Sin embargo, estas
dos AFPs no son muy diferentes entre si, ya que presentan un porcentaje de
identidad del 97% en sus secuencias nucleotidicas y del 95% en sus secuencias
de aminoacidos (Anexo 7), por lo que una diferencia tan significativa como la
encontrada para la expresion de estas dos proteinas en un mismo organismo (E.
coli DH5a) probablemente se deba a algun otro factor. Debido a que las
condiciones para el proceso de induccion fueron iguales para mCherry y
mOrange2, la diferencia encontrada en su fluorescencia probablemente se deba al
filtro Y-2E usado para visualizar las bacterias transformadas. Esto se debe a que
en el rango de longitudes de onda a los cuales este filtro permite visualizar
fluorescencia (600-660nm) no son los Optimos para mOrange2, puesto que a estas
longitudes el porcentaje de transmitancia de esta proteina ya ha caido por debajo
del 50% (Figura 7).

En este trabajo se alcanzé parcialmente los objetivos planteados, puesto que en

cuanto a la transformacion de las bacterias enddfitas se logré transformar Pantoea
sp. con pmCherry, mas no se logro transformar Rhizobium sp. con pmOrange2 por
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falta de tiempo. No obstante, cabe recalcar la importancia de la transformacion
lograda en el proyecto, puesto que se logré desarrollar una metodologia que
permite el marcaje de bacterias enddfitas con proteinas autofluorescentes y una

metodologia para la expresion de dichas proteinas que permite su visualizacion
bajo el miscroscopio de fluorescencia.
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Conclusiones

e Por medio de este proyecto se logro el disefio de primers especificos para
la amplificacibn de regiones pertenecientes a los genes mCherry y
mOrange?2 que permiten identificar bacterias transformantes mediante PCR.

e La transformacion de E. coli con pmCherry y pmOrange2 dio paso al
establecimiento de un protocolo para la induccion de la expresion de estas
proteinas que permita la visualizacion de bacterias transformadas bajo el
microscopio de fluorescencia.

e Se establecié un protocolo para la transformacién por electroporacion de
bacterias endodfitas con pladsmidos codificantes de proteinas
autofluorescentes y se logré comprobar la capacidad del Laboratorio de
Fisiologia Vegetal de la Universidad Icesi para llevar a cabo dichas
transformaciones.

e Al finalizar el proyecto se obtuvieron bacterias transformadas de Pantoea
sp. con pmCherry, lo que da paso a la realizacion de ensayos in vivo de
colonizacion de plantas de arroz, por parte de estas bacterias, en los cuales
se pueda realizar un seguimiento de la localizacion de Pantoea sp. gracias
a la fluorescencia emitida.

e La transformacion de Rhizobium sp. con pmOrange2 queda pendiente para
su realizacion, ya que no logro llevarse a cabo por falta de tiempo.
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Recomendaciones

e Para evitar la pérdida del plasmido por parte de las bacterias transformadas
en cultivos liquidos se recomienda probar el uso de carbenicilina en vez de
ampicilina, puesto que es un antibidtico mas estable que puede garantizar
mejores resultados.

e Es necesario determinar si el aumento de la fluorescencia en las cepas de
E. coli transformadas se debe a un aumento en la cantidad de bacterias que
emiten fluorescencia o a lisis celular que libera las AFPs al medio.

e El uso de un mejor filtro para la fluorescencia producida por mOrange2
mejoraria de gran manera su visualizacion, puesto que el filtro usado para
este trabajo no permite captar las longitudes de onda de mayor
transmitancia de esta proteina, perdiéndose la mayor parte de la sefial
producida.

e Es necesario la estandarizacion del protocolo de induccion de la expresion
de mCherry en Pantoea sp. Para lo cual se deben probar diferentes
concentraciones de IPTG, puesto que a 1mM la expresion de mCherry no
presenta una sefial estable durante un tiempo suficiente para realizar
ensayos de colonizacién de plantas de arroz.

e Realizar la prueba de estabilidad de la transformacion con pmCherry en
Pantoea sp. para determinar si la transformacion es estable y evaluar la
viabilidad del stock de glicerol realizado.

e Para mejorar las probabilidades de transformacién de Rhizobium sp., se
recomienda realizar una curva de crecimiento para esta bacteria a modo de
determinar el tiempo necesario de cultivo para alcanzar la fase de
crecimiento exponencial. De esta forma, se lograra obtener células
competentes que posean una mayor probabilidad de incorporar el plasmido
durante la transformacion. Ademas, esta curva proporcionara datos de un
tiempo aproximado en donde se dé un buen crecimiento bacteriano para
poder modificar el tiempo de recuperacion después del pulso eléctrico.

e En caso de no tener éxito con la transformacién de Rhizobium sp.,
mediante electroporacion, se recomienda intentar transformar por choque
térmico como ha sido reportado para otras bacterias emparentadas. Para
esta transformacion se realizara un ajuste del protocolo usado para tener un
periodo de incubacion acorde con lo encontrado en los datos de la curva de
crecimiento para un tiempo suficiente de incubacion para obtener una
densidad bacteriana alta.

e Es importante realizar una curva de resistencia a ampicilina con las
bacterias de Rhizobium sp. obtenidas después de la electroporacion para
determinar si el plasmido les confiere un nivel de resistencia a una
concentracion de ampicilina menor a la esperada.
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e También se recomienda realizar la repurificacion del plasmido pmOrange2
extraido a partir de E. coli, puesto que la muestra puede contener
impurezas que estén inhibiendo la transformacion de Rhizobium sp.
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11.Impacto ambiental

El uso de bacterias enddfitas para la generacion de indculos en practicas de
biofertilizacion representa una posible estrategia para reducir el impacto ambiental
que representa el uso de pesticidas y fertilizantes en la produccion agricola.

Las bacterias endofitas transformadas fueron manejadas en todo momento en
medio confinado, sin permitir escape de ningun tipo de éstas, y en ningun
momento fueron liberadas al ambiente. La disposicion de estas bacterias se hizo
bajo las normas estipuladas por la Universidad Icesi, con el fin de evitar a toda
costa su liberacion al medio ambiente.

El manejo de los residuos de los reactivos y demds residuos toxicos que se
generaron durante el desarrollo del proyecto, se hizo bajo las normas estipuladas
por la Universidad Icesi a fin de disminuir el riesgo de contaminacién de aguas y
otros ambientes.
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12.Disposiciones vigentes

El proyecto se cifié a las normativas éticas colombianas para la investigacion con
organismos genéticamente modificados (OGM):

e Decreto Numero 4525 de 2005 por el cual se reglamenta la Ley 740 de
2002.

e Ley 740 de 2002 por medio de la cual se aprueba el 'Protocolo de
Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia del Convenio sobre la
Diversidad Bioldgica’.
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14. Anexos

Anexo 1. Propiedades de las variantes actuales de las proteinas GFP y DsRed.

— — F i
Variante Clase A excitacién A emision Luminosidad otoestabil Oligomerizacion Observaciones
(nm) (nm) dad
Baja luminosidad, es usada cuando se necesita un amplio
mPlum Rojo 590 649 41 53 <4,5 Mondémero espectro de separacion entre diferentes proteinas
lejano fluorescentes usadas al mismo tiempo.
mCherry* 587 610 16 96 <4,5 Monomero Menor luminosidad pero mayor estabilidad que mStrawberry
Di
tdTomato 554 581 95 98 4,7 ,|mero en Alto peso molecular.
. tandem
mStrawberry Rojo 574 596 26 15 <4,5 Mondmero Mayor luminosidad pero menor estabilidad que mCherry.
J-Red 584 610 8,8 13 5 Dimero Alto peso molecular, baja luminosidad.
DsRed-monomer 556 586 3,5 16 4,5 Mondmero Baja luminosidad.
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Su fotoestabilidad inicial es baja dado un rédpido
blanqueamiento hasta que se alcanza el 50% de este; su

EmGFP* 487 509 39 0,69 6 Dimero débil o . .
Verde fotoestabilidad después de los primeros segundos es
comparable con la de EGFP.
EGFP 488 507 34 174 6 Dimero débil Menor eficiencia en el plegamiento que EmGFP.
CyPet 435 477 18 59 5 Dimero débil Menor luminosidad en comparacién con Cerulean.
MCFPm Cyan 433 475 13 64 4,7 Mondmero Menor luminosidad en comparacion con Cerulean.
Cerulean 433 475 27 36 4,7 Dimero débil Mayor luminosidad entre las AFPs de su clase.
Verde Es usado para experimentos de transferencia de energia entre
T-Sapphire excitable 399 511 26 25 4,9 Dimero débil P P &
con UV fluorocromos (FRET).

*AFPs escogidas para uso en este proyecto.

Adaptado de:

1. Shaner, et al., 2004.

2. Shaner, Steinbach, & Tsien, 2005.

3. Shaner, et al., 2008.
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Anexo 2. Vectores comerciales que contienen las AFPs de interés.

AFP Vector Observaciones
pmOrange2* Vector que permite la expresion de mOrange2 en bacterias
mOrange2 pmOrange2-N1 Vector disefiado para la expresién en mamiferos de una proteina de interés fusionada al extremo N de mOrange2
pmOrange2-C1 Vector disefiado para la expresién en mamiferos de una proteina de interés fusionada al extremo C de mOrange2
pmCherry* Vector que permite la expresion de mCherry en bacterias
pmCherry-N1 Vector disefiado para la expresién en mamiferos de una proteina de interés fusionada al extremo N de mCherry
pmCherry-C1 Vector disefiado para la expresién en mamiferos de una proteina de interés fusionada al extremo C de mCherry
pmCherry-1 Vector que requiere la insercién de un promotor funcional
Vector de expresion lentiviral en células de mamifero con un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) para la
pLVX-IRES-mCherry . . . .
mCherry expresion de un gen de interés y mCherry en un mismo mRNA
Vector para expresion en mamiferos disefiado para coexpresar constitutivamente un miRNA de interés junto con
pmR-mCherry
mCherry
pEFla-mCherry Vector disefiado para la expresidn constitutiva de una proteina de interés fusionada con mCherry
Vector de expresion lentiviral en células de mamifero disefiado para la expresidn constitutiva de una proteina de
pLVX-EF1la-mCherry . , . c P P P
interés fusionada con mCherry
pLVX-mCherry Vector de expresion lentiviral en células de mamifero que permite marcar un proteina de interés con mCherry
PRSET-EmGFP* Vector que permite la expresion de EmGFP en bacterias y su fusidon a una proteina de interés
Vivid Colors™ pcDNA™6.2/C-EmGFP- . - L . ., , . . ., ,
EmGFP GW/TOPO® Vector que permite una rapida y facil fusiéon de una proteina de interés a EmGFP para su expresidon en mamiferos

Vivid Colors™ pcDNA™6.2/N-EmGFP-
DEST

Vector que permite una rapida y facil fusion de una proteina de interés a EmGFP para su expresion en mamiferos

*Vectores escogidos para uso en este proyecto.

Adaptado de:

1. Clontech, 20009.

2. Invitrogen, s.f.

56



Anexo 3. Lista de primers usados para la amplificacion de los genes de AFPs.

Primer Secuencia (5'-3') Tamaio (bp) Tm(°C) GC% Autocomplementariedad Autocomplementariedad en3’ Producto esperado (bp)
mCherry2013F AAGGGCGAGGAGGATAACAT 20 58,19 50,00 2,00 2,00 205
mCherry2013R ACATGAACTGAGGGGACAGG 20 59,01 55,00 4,00 0,00

mCherry2013F AAGGGCGAGGAGGATAACAT 20 58,19 50,00 2,00 2,00 699
mCherry5514R CTTGTACAGCTCGTCCATGC 20 59,00 55,00 6,00 2,00

mOrange22013F CGTGATGCAGAAGAAGACCA 20 57,92 50,00 4,00 0,00 155
mOrange22013R  GCTTCTTGGCCTTGTAGGTG 20 58,83 55,00 4,00 0,00

EmGFP2013F ACGTAAACGGCCACAAGTTC 20 59,06 50,00 4,00 1,00 187
EmGFP2013R AAGTCGTGCTGCTTCATGTG 20 59,13 50,00 4,00 2,00

Anexo 4. Condiciones iniciales para PCR.

Paso Temperatura (°C) Tiempo (min)
1 Desnaturalizacién inicial 96 5:00
2 Desnaturalizacion 94 1:00
3 Alineamiento 55 1:30
4 Elongacion 72 1:00
35 ciclos de repeticidn de pasos 2 a 4
5 Elongacion final 72 5:00
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A va ac Pfomore?_ E ' /i . B lac urorg:,j;j”
lac 0.9.;,;7'6‘ ) N\ Primer mCherry R (483 .. 502) DD@'Q?D,.
"‘-‘,‘ — Primer moOrange2 F (695 .. 717)
pgﬁ:igw pn;c;ggr};gez — Primer moOrange2 R (833 .. 852)
l‘l‘.-‘"‘ " Primer mCherryS014R (877 .. 996)
e e e e Anexo 5. Mapas de los vectores indicando la posicion de
» alineamiento de los primers (A) pmCherry (B) pmOrange2 y (C)
D pRSET-EmGFP. Todos los vectores contienen en gen de
C a9 ‘

resistencia a ampicilina. Los primers a usar amplifican el gen
gue codifica para la AFP en cada uno de los vectores.

PRSET-EmGFP
3600 bp
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Anexo 6. Coloracién presentada por las bacterias transformadas al ser tomadas con un hisopo. A) E. coli transformada con
pmCherry. Resultado similar al obtenido para Pantoea sp. transformada con pmCherry. B) E. coli transformada con pmOrange2. C)
Coloracion normal de un hisopo limpio.

A
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Anexo 7. Resultados de alineaciéon de las secuencias nucleotidicas (izquierda) y de aminoacidos (derecha) de mCherry (Query) y
mOrange?2 (Subject).

Score Expect Identities Gaps Strand Score Expect Identities Positives Gaps Frame
1188 bits(643) 0.0 687/709(97%) 0/709(0%) Plus/Plus 500 bits(1110)  3e-149 224/237(95%)  229/237(96%)  0/237(0%) +1/+1
Query 1 ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAACATGGCCATCATCAAGGAGTTCATGCGCTTICAAG 60 Query 1 MVSKGEEDNMAIIKEFMRFKVHMEGSVNghefeiegegegRPYEGTQTAKLKVIKGGPLP 180
muummnmm I MVSKGEE+NMAIIKEFMRFKV MEGSVNGHEFEIEGEGEGRPYEG QTAKLKVIKGGPLP
Sbjct 1 ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGAATAACATGGCCATCATCAAGGAGTTCATGCGCTICARG 60 Sbjce 1 MVSKGEENNMAI IKEFMRFKVRMEGSVNGHEFEIEGEGEGRPYEGFQTAKLKVIKGGPLP 180
Query 61 GIGCACATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGC 120 Query 181 FAWDILSPQFMYGSKAYVKHPADIPDYLKLSFPEGFKWERVMNFEDGGVVIVIQDSSLQD 360
TR T FAWDILSP F YGSKAYVKHPADIPDY KLSFPEGFKWERVMN+EDGGVVIVIQDSSLQD
Sbjct 61 GIGCGCATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGC 120 Sbjct 181 FAWDILSPHFTYGSKAYVKHPADIPDYFKLSFPEGFKWERVMNYEDGGVVIVIQDSSLQD 360
Query 121 CGCCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGAAGGTGACCAAGGGTIGGCCCCCIGCCC 180 Query 361 GEFIYKVKLRGINFPSDGPVMQKKIMGWEASSERMYPEDGALKGEIKQRLKLKDGGHYDA 540
TN N GEFIYKVKLRGTNFPSDGPVMOKKIMGWEASSERMYPEDGALKG+IK RLKLKDGGHY +
Sbjct 121 CGCCCCTACGAGGGCTITTCAGACCGCTAAGCTGAAGGTGACCAAGGGIGGCCCCCTGCCC 180 Sbjct 361 GEFIYKVKLRGINFPSDGPVMQKKTMGWEASSERMYPEDGALKGKIKMRLKLKDGGHYIS 540
Query 181 TTICGCCIGGGACATCCIGTICCCCICAGTITCATGTACGGCTCCAAGGCCTACGIGAAGCAC 240 Query 541 EVKITYKAKKPVQLPGAYNVNIKLDITSHNEDYTIVEQYERAEGRHSTGGMDELYK* 711
IIIlIIIIIllIIlIIIlIIlIIIII POLE LRl EVKITYKAKKPVQLPGAY V+IKLDITSHNEDYTIVEQYERAEGRHSTGGMDELYK*
Sbjct 181 TCGCCTGGGACATCCIGICCCCICATTITCACCTACGGCTCCAAGGCCTACGTGAAGCAC 240 Sbjct 541 EVKITYKAKKPVQLPGAYIVDIKLDITSHNEDYTIVEQYERAEGRHSTGGMDELYK* 711
Query 241 CCCGCCGACATCCCCGACTACTTGAAGCTIGICCITCCCCGAGGGCTTICAAGTGGGAGCGC 300
TN N N
Sbjct 241 CCCGCCGACATCCCCGACTACTTICAAGCTGTICCITCCCCGAGGGCTTICAAGTGGGAGCGC 300
Query 301 GIGATGAACTICGAGGACGGCGGCGIGGTGACCGTGACCCAGGACTCCICCCTIGCAGGAC 360
LLELLLLTL mum|||||||n|||||n|||||||||m|||||||||||||
Sbjct 301 GTIGATGAACTACGAGGACGGCGGCGTIGGTGACCGTGACCCAGGACTICCICCCTGCAGGAC 360
Query 361 GGCGAGITCATCTACAAGGTGAAGCTGCGCGGCACCAACTTCCCCICCGACGGCCCCGTIA 420
TN
Sbjct 361 GGCGAGTTCATCTACAAGGTGAAGCTGCGCGGCACCAACTTCCCCICCGACGGCCCCGIG 420
Query 421 ATGCAGAAGAAGACCATGGGCIGGGAGGCCICCTICCGAGCGGATGTACCCCGAGGACGGLC 480
NN
Sbjct 421 ATGCAGAAGAAGACCATGGGCIGGGAGGCCTICCTICCGAGCGGATGTACCCCGAGGACGGT 480
Query 481 GCCCIGAAGGGCGAGATCAAGCAGAGGCTGAAGCTGAAGGACGGCGGCCACTACGACGLCT 540
TR NN
Sbjct 481 GCCCIGAAGGGCAAGATCAAGATGAGGCTGAAGCTGAAGGACGGCGGCCACTACACCICC 540
B Ty
Sbjct 541 GAGGTCAAGACCACCTACAAGGCCAAGAAGCCCGTGCAGCTGCCCGGCGCCTACATCGIC 600
Query 601 ARCATCAAGTITGGACATCACCTICCCACAACGAGGACTACACCATCGIGGAACAGTACGAR 680
|mnmm1||m||||||||m||||||||1||||||1||||||||||||||
Sbjct 601 CATCAAGTTGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTACACCATCGTGGAACAGTACGAA 660
Query 661 CGCGCCGAGGGCCGCCACTCCACCGGCGGCATGGACGAGCTGTACAAGT 709
mmummunmmum|||||||||1|||||m||
Sbjct 661 GCGCCGAGGGCCGCCACTCCACCGGCGGCATGGACGAGCTGTACAAGT 709
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