ISSN 0370-5404 Rev. Ind. y Agric. de Tucuman
Tomo 97 (2): 35-37; 2020

Transformacién genética de Acidovorax avenae subsp. avenae,
agente causal de la estria roja en cana de azucar'
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RESUMEN

La estria roja, cuyo agente causal es Acidovorax avenae subsp. avenae, es una de las principales enfermedades
que afecta a la cafia de azucar en Tucuman. Hasta el momento poco se conoce sobre la colonizacién de la bacteria en la
cafa de azucar y su movimiento durante la infeccion, por lo que el objetivo de este trabajo fue desarrollar herramientas
para monitorear la bacteria durante el ciclo infectivo. Se evaluaron tres protocolos de transformacion: quimico, electropo-
racién y conjugacion, utilizando plasmidos con diferentes genes de proteinas fluorescentes y marcadores de seleccién.
Las cepas de A. avenae subsp. avenae fueron evaluadas segun la adquisicion de resistencia a antibidtico y expresién de
sefal fluorescente. Ademas, se confirmé la identidad de los transformantes por PCR especie-especifica. En este trabajo
se obtuvieron bacterias con sefal fluorescente estable Unicamente por conjugacién. Con el plasmido Aa::pHC60-gfp se
obtuvo la mayor expresion de la proteina verde fluorescente gfp. Los ensayos in vitro mostraron que no hay diferencias
entre el crecimiento de la cepa silvestre y transformada en medio liquido. Tanto las plantas infectadas con A. avenae
subsp. avenae como con Aa::pHC60-gfp presentaron valores de incidencia y severidad similares 15 dias después de la
inoculacién. Este es el primer estudio de expresion de un gen heterdlogo en A. avenae subsp. avenae y representa una
herramienta valiosa para el estudio de su biologia y el proceso de colonizacién de cafia de azlcar.
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ABSTRACT

Genetic transformation of Acidovorax avenae subsp. avenae, the causal agent
of Red stripe in sugarcane

Red stripe (causal agent Acidovorax avenae subsp. avenae) is one of the main diseases that affect the sugarcane
crop in Tucuman. At the moment, the information on sugarcane colonization and movement of A. avenae subsp. avenae
during infections is limited, so the aim of this study was to develop tools to monitor the bacteria during the disease cycle.
Three transformation methods were tested: chemical, electroporation and conjugation using plasmids containing different
fluorescent proteins and selective gen markers. Mutant A. avenae subsp. avenae strains were evaluated for antibiotic
resistance and expression of fluorescence signals. In addition, their identity was confirmed by PCR specie-specific. In
this study, only transformation by conjugation presented stable fluorescent expression in the bacterium. The Aa::pHC60-
gfp showed the highest expression of the green fluorescent protein gfp. In vitro assays showed not difference between
the growth of wild type strain and the mutant one in liquid media. Plants inoculated either with A. avenae subsp. avenae
or Aa::pHC60-gfp presented comparable incidence and severity 15 days after inoculation. This is the first report of an A.
avenae subsp. avenae mutant strain expressing a heterologous gene and represents a valuable tool to study the biology
of the bacterium and its colonization in sugarcane.
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INTRODUCCION

La estria roja, causada por Acidovorax avenae
subsp. avenae (Schaad et al., 2008), es una enfermedad
bacteriana que afecta al cultivo de cafa de azlcar y pue-
de reducir significativamente el azlcar tedrico recuperable
cuando los valores de incidencia superan el 25% (Johnson
et al., 2016).

En los Ultimos afios se observd un incremento en
la incidencia de estria roja en Tucuman, Argentina (Fon-
tana et al. 2019), lo que reviste especial importancia si se
considera que esta provincia contribuye con el 70% de la
produccion total de azucar de la Argentina (Centro Azu-
carero Argentino, 2018; USDA, 2017). Sin embargo, hasta
el momento se desconoce el proceso de colonizacion de
la cafia durante la infeccion por A. avenae subsp. avenae.
Es por ello que se propone como objetivo de este trabajo
obtener una cepa de A. avenae subsp. avenae fluorescente
mediante transformacién genética, como herramienta para
ser utilizada en el andlisis del ciclo de infeccion.

MATERIALES Y METODOS

Se probaron tres métodos de transformacion:
quimica, electroporacién y conjugaciéon. En la Tabla 1 se
resumen los plasmidos utilizados. Se incluy6 la proteina
fluorescente mCherry como un control de trasformacion,
a pesar de no ser Util para seguir a la bacteria dentro de la
planta debido a que presenta la misma fluorescencia que
la clorofila.

La transformacion quimica y la preparacion de
células electrocompetentes se realizaron de acuerdo a
Sambrook et al. (1989). Las electroporaciones fueron lle-
vadas a cabo a 25 pF, 200 Q 1800 V (cubas de 0,1y 0,2
cm), 2500V (cuba de 0,2 cm) y a tiempo constante de 5 mi-
nutos. Para la conjugacion, las cepas de A. avenae subsp.
avenae y Escherichia coli S17-1 crecieron en medio liquido
en una proporcion 5:1 (A. avenae subsp. avenae: E. coli)
(Bahar et al., 2009) o crecieron en medio sélido y luego
fueron colectadas y mezcladas.

Luego de la transformacion, la bacteria se pla-
qued en medio agar nutritivo con los antibiéticos selec-
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tivos. Las células que resultaron resistentes se evaluaron
para confirmar su fluorescencia en microscopio de fluo-
rescencia y su identidad mediante PCR con los cebadores
Oaf1/Oar1 (Song et al., 2001).

Para comparar las curvas de crecimiento de la
cepa silvestre y las transformadas, las células mutantes se
incubaron en medio caldo nutritivo a 37°C, con agitacion
constante a 200 rpm por 36 h. Se midi6 la DO, a interva-
los regulares de tiempo.

Se realizaron ensayos de inoculacion en condi-
ciones controladas en plantas de cafa de azucar mediante
asperjado de la suspensién bacteriana de A. avenae subsp.
avenae sin transformar y transformada con Aa::pHC60-
gfp. Se observaron los sintomas 15 dias después de la
inoculacién y se evalud incidencia (n° plantas enfermas/
n° total de plantas x 100) y severidad, empleando la escala
de 1 [<0.5 % érea foliar afectada (AFA)] a 9 (mas del 50%
AFA) de acuerdo a la International Society of Sugarcane
Technologists (ISSCT) (Hutchinson and Daniels, 1971).

RESULTADOS

Solo se obtuvieron células fluorescentes cuan-
do el método de transformacion fue por conjugacién y
las bacterias se mezclaron directamente de sus placas
en medio solido (2x10° transconjugantes/mL). Las células
mostraron fluorescencia cuando fueron transformadas con
los plasmidos pHC60-gfp y pFC1-gfp; sin embargo, solo
Aa::pHC60-gfp expresé GFP en forma estable y con buena
intensidad (Figura 1a).

Los ensayos in vitro mostraron que no hay dife-
rencias en el crecimiento en medio liquido de la cepa sil-
vestre y el mutante Aa::pHC60-gfp (datos no mostrados).
Ademas, los valores de incidencia y severidad a los 15
dias, luego de inocular las plantas con la cepa marcada
con GFP y la cepa salvaje, fueron semejantes (datos no
mostrados).

En cuanto a la transformacion con la proteina
mCherry empleada como control, el mutante Aa::pHC60-
mCherry obtenido presentd una sefial de fluorescencia es-
table (Figura 1b), pero la cantidad de células transformadas
obtenidas fue menor que las obtenidas para Aa::pHC60-gfp.

Tabla 1. Caracteristicas de los plasmidos empleados en este estudio.

Plasmidos ::I:rzggoc:g?acién Caracteristicas
pHC60-gfp Q, E, Co*

pHC60-mCherry Q, E, Co

pBBR2-gfp Q, E, Co

pFC1-gfp Q, E, Co

PSEVA-gfp QE

PSEVA-mcherry Q,E

Derivado de pSW213, gen gfp, tetraciclina®

Derivado de pHC60-gfp, gen mCherry, tetraciclina®
Derivado de pBBR1-MCS2, gen gfp, kanamicina®
Derivado de pOT1, gen gfp, gentamicina®

Derivado de pSEVA427, gen gfp, cloramfenicol®
Derivado de pSEVA227R, gen mCherry, cloramfenicol®
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: Q, quimica; E, electroporacién; Co, conjugacion; ®: resistencia al antibiético; gfp: green fluorescent protein; mCherry: red fluorescent protein.



Trasformacion genética de Acidovorax avenae

Figura 1. Observacion en microscopio 6ptico (100X) de la bacteria Acidovorax avenae subsp. avenae marcada con las proteinas a)
GFP y b) mCherry.

CONCLUSIONES

Este es el primer trabajo donde una cepa de A.
avenae subsp. avenae expresa un gen heterélogo, lo cual
constituye una valiosa herramienta para estudiar la biolo-
gia de la bacteria y su colonizacion en cana de azucar
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