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RESUMEN

Los microorganismos estan expuestos a diversos compuestos con actividad antimicrobiana como son
los antibidticos semisintéticos o biocidas, desarrollados especificamente para el tratamiento de agentes
infecciosos, compuestos organicos e inorganicos producto de la actividad industrial, agricola y urbana,
compuestos tdxicos generados por las plantas frente al ataque de patdgenos, etc. Todos estos
compuestos actlan sobre la pared celular, la membrana citoplasmatica o sobre rutas biosintéticas
esenciales para el crecimiento bacteriano; sin embargo, existen bacterias resistentes a la accion de los
mismos gracias a mecanismos protectores especiales. El método mas efectivo y extendido de resistencia
microbiana es la eliminacién de compuestos toxicos mediante transportadores de amplio espectro en un
proceso dependiente de energia, que reducen asi su concentracion intracelular a niveles sub-toxicos.
Estos transportadores pueden ser especificos para un sustrato o pueden transportar una gama de
compuestos estructuralmente diferentes. Estos ultimos estan asociados a la multirresistencia (MDR,
multidrug resistance) y tienen una gran importancia clinica, ya que provocan infecciones bacterianas
intratables, pero también se encuentran en bacterias del suelo y en aquellas asociadas a plantas. Existen
cinco familias de transportadores MDR bacterianos, que se clasifican en varias familias segun su modo de
accion y los sustratos que exportan: ABC (ATP binding cassette), MFS (major facilitator superfamily),
MATE (multidrug and toxic compounds extrusion), SMR (small multidrug resistance) y la superfamilia RND
(resistance, nodulation and cell-division).

Cada vez hay mas evidencias de que los transportadores bacterianos que confieren multirresistencia
son importantes en virulencia. Asi, se han descrito en bacterias patdgenas de animales y humanos
algunos transportadores que no solo expulsan antibioticos sino también compuestos antimicrobianos
producidos por el hospedador, lo que permite a la bacteria sobrevivir en su nicho ecolégico. Ademas,
algunos transportadores pueden exportar también determinantes de virulencia, como adhesinas, toxinas u
otras proteinas importantes para la colonizacion y la infeccion de células humanas y animales, y su
mutacion limita su virulencia. Las bacterias fitopatoégenas también poseen transportadores MDR que
confieren resistencia a compuestos toxicos producidos por la planta hospedadora, lo que favorece la
invasion y el desarrollo de la enfermedad.

Las bacterias Gram-negativas pertenecientes al complejo Pseudomonas syringae constituyen un grupo
de patdgenos de gran importancia econdmica y agricola, ya que infectan una gran variedad de plantas,
tanto herbaceas como lefiosas, causando sintomas diversos: moteados y necrosis en hojas, podredumbre
de frutas, tumores en tallos y chancros, entre otros, dependiendo del tipo de planta y del sitio de la
infeccidn. En esta tesis doctoral se han utilizado dos cepas modelo: P. syringae pv. phaseolicola 1448A
(Pph), agente causal de la grasa de la judia (Phaseolus vulgaris), una enfermedad sistémica cuyos
sintomas son lesiones acuosas rodeadas de un halo clorético que acaban provocando la necrosis del
tejido, tanto a nivel de fruto como de hoja, y P. syringae pv. tomato DC3000, agente causal de la mancha
negra del tomate y patdgeno de la planta modelo A. thaliana.

Este trabajo se centré en el estudio de varios transportadores MDR: MexAB-OprM de Pph 1448A,
TpsABC de Pto DC3000 y MatE de Pto DC3000. Estos transportadores se estudiaron con el fin de
caracterizarlos funcionalmente mediante técnicas moleculares con objeto de determinar su papel
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fisioldgico y su implicacion en los procesos infectivos y analizando mediante fluorescencia multicolor la
respuesta de la planta frente a la enfermedad desarrollada por la bacteria en cada caso.

En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo de tesis demuestran que el transportador MexAB-
OprM Pph 1448A esta implicado en su resistencia intrinseca a multiples antibioticos, biocidas, agentes
mutagénicos y, en especial, a varios flavonoides, por lo que contribuye a la colonizacion de las hojas de
judia por Pph 1448A y le permite competir eficientemente en su nicho ecolégico. En cuanto al
transportador TpsABC de Pto DC3000, se determin6 que se expresa desde un operén que codifica dos
proteinas de fusion (MFPs) y que su inactivacion no afecta la capacidad de Pto DC3000 para colonizar ni
para invadir las plantas de tomate, pero si a su capacidad para provocar los sintomas de la enfermedad,
indicando que podria tener un papel en la virulencia de esta bacteria. Por ultimo, la eliminacion del
transportador MatE en Pto DC3000 disminuye la capacidad de esta bacteria para producir sintomas en
plantas de tomate, por lo que posiblemente tiene un papel en virulencia.

Finalmente, utilizamos la técnica de captacion de imagenes de fluorescencia multiespectral (multicolor
fluorescence imaging, MCFI) inducida por iluminacion UV para detectar el efecto de las distintas cepas
mutantes en los transportadores estudiados sobre la planta hospedadora. La excitacion de una hoja en el
rango UV-A (A= 355 nm) conduce a la emision, no solo de fluorescencia roja y en el rojo lejano (Chl-FI, 690
y 740 nm), sino también azul y verde (BGF, 440 y 520 nm). La primera esté ligada a la concentracion de
clorofila foliar y la BGF, a distintos fenoles, polifenoles y fenilpropanoides. Aumentos en las emisiones de
F440 y F520 se corresponden con una activacion del metabolismo secundario para la produccién de estos
metabolitos de defensa en la planta hospedadora. Los cambios en los patrones foliares de F440 y F520
observados tras la infeccion con los mutantes en los transportadores reflejaron los cambios en virulencia
de éstos y ofrecieron la posibilidad de un diagnéstico presintomatico de la infeccion, resultando ser F520
un parametro especialmente sensible.
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1. Pseudomonas syringae

Las bacterias del género Pseudomonas se clasifican filogenéticamente dentro del grupo y-
proteobacteria como bacilos Gram-negativos, quimiorganotréficos, aerobios y maviles, con flagelos
generalmente polares (Palleroni, 1984). Son muy versatiles desde el punto de vista metabdlico ya que
pueden utilizar un amplio rango de compuestos organicos como fuentes de carbono y energia, colonizan
nichos ecoldgicos diversos y se encuentran ampliamente distribuidas en suelos y aguas (Palleroni, 1984).
Las especies del género Pseudomonas poseen distintos modos de vida: hay cepas patdgenas
oportunistas de animales y humanos implicadas normalmente en infecciones nosocomiales, como
Pseudomonas aeruginosa, hay cepas patogenas de plantas de importancia en agricultura, como
Pseudomonas syringae, y cepas que estimulan el crecimiento de plantas y/o que son empleadas en
procesos de biorremediacién, como Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas putida (Silby et al., 2011).

Las P. syringae son bacterias que se pueden encontrar viviendo de forma epifita en la superficie de las
hojas o produciendo diversas enfermedades en plantas de interés agricola y econdmico. P. syringae fue
inicialmente aislada de una planta de lila (Syringa vulgaris) con sintomas de enfermedad en 1899 por M.W.
Beijerink y posteriormente caracterizada y nombrada por C.J.J. van Hall. Las bacterias pertenecientes a
este grupo estan descritas como patégenos hemibiotroficos (Xin et al., 2013) y se pueden encontrar
viviendo de forma epifita en la superficie de las hojas o produciendo diversas enfermedades en una gran
variedad de plantas, tanto herbaceas como lefiosas, de interés econémico. Como patdgeno, P. syringae
entra en la planta a través de heridas o por los estomas de las hojas, se multiplica en el espacio
intercelular (apoplasto) y con el tiempo produce sintomas diversos (manchas y necrosis en hojas,
podredumbre en frutos, tumores y chancros en tallos, etc.) que dependen del tipo de planta, del sitio de
infeccidn y del patovar bacteriano (Hirano y Upper, 2000; Figura 1).

Figura 1. Proceso de infeccion de una planta por P. syringae. A. hoja de una planta saludable. B.
Bacterias en la superficie de la hoja formando agregados alrededor del tricoma. C. Bacterias entrando por los
estomas. D. Colonizacion y multiplicacion bacteriana en el apoplasto de la hoja. E. Sintomas de la enfermedad:
clorosis y necrosis (Xin et al., 2013; Melotto et al., 2008).



La especie P. syringae se divide en al menos 50 variedades patogénicas o patovares (pvs.) que se
distinguen genética y fenotipicamente por su patogenicidad y rango de hospedador. Sin embargo, los
resultados de hibridaciones ADN-ADN vy la secuenciacion de genes esenciales han establecido la divisidn
de P. syringae en al menos nueve genomoespecies (Gardan et al., 1999; Sarkar y Guttman, 2004). Dentro
de esta clasificacion, P. syringae pv. tomato (Pto) pertenece a la genomoespecie 3, denominada también
‘tomato”. Otros patovares incluidos en este grupo son persicae, antirrhini, maculicola, viburni, apii,
delphinii, passiflorae, philadelphi, ribicola y primulae (Gardan et al., 1999; Cai et al., 2011). Dentro de la
genomoespecie 2 se encuentra la especie P. savastanoi, que incluye los pvs. fraxini, nerii, retacarpa,
savastanoi, glycinea y phaseolicola (Gardan et al., 1992; Anzai et al., 2000). En el presente trabajo, se
utilizaran los términos “complejo P. syringae” o “P. syringae”, para referirnos a las nueve genomoespecies
como un todo.

Actualmente esta disponible la secuencia completa de los genomas de tres patovares de P. syringae:
pv. phaseolicola (Pph) (Joardar et al., 2005), pv. syringae (Psy) (Feil et al., 2005) y pv. tomato (Pto) (Buell
et al., 2003), causantes de la grasa y el moteado de la judia y el moteado del tomate, respectivamente.
Ademas, estan parcialmente secuenciados y en proceso de ensamblaje los genomas de al menos 35
patovares de P. syringae (www.pseudomonas-syringae.org), cuyo andlisis comparativo y funcional estéa
permitiendo caracterizar, tanto los factores de virulencia conservados en el complejo P. syringae, como
aquellos presentes Unicamente en algunos patovares y que probablemente determinen la especificidad de
hospedador (Baltrus et al., 2011; Cai et al., 2011). En esta memoria nos referiremos al patovar
phaseolicola como P. syringae pv. phaseolicola o Pph, y al patovar tomato como P. syringae pv. tomato o
Pto, denominaciones aceptadas mayoritariamente por la comunidad cientifica.

1.1. Caracteristicas de P. syringae que facilitan su adaptacion a la filosfera

La filosfera es un ambiente adverso para los microorganismos que la habitan debido a que la
disponibilidad de nutrientes es limitada y a los cambios rapidos y frecuentes que tienen lugar en ella de
temperatura, humedad y radiacion ultravioleta. Sin embargo, P. syringae es bastante resistente a distintos
tipos de estreses abidticos gracias a diversos mecanismos (Figura 2). La tolerancia a radiacion UV esta
mediada por el sistema RulAB y por otros sistemas de reparacion del ADN, pero no por la produccién de
pigmentos (Sundin y Murillo, 1999; Kim y Sundin, 2000; Dulla et al., 2005; Gunasekera y Sundin, 2006). En
Pto DC3000, los pili tipo IV tienen un papel importante en el crecimiento epifitico y la tolerancia a radiacién
UV en la superficie de las hojas (Roine et al., 1998). Las bombas de eflujo constituyen el principal
mecanismo de resistencia frente a los compuestos antimicrobianos producidos por las plantas o por otros
microorganismos presentes en esos habitats y contribuyen a la supervivencia bacteriana en los tejjidos
vegetales (Osbourn, 1996; Dixon, 2001).

Debido a la naturaleza hidrofébica de la cuticula, la produccién de compuestos surfactantes por las
bacterias permite la solubilizacion y difusién de sustratos y facilita el movimiento de las mismas en la
superficie de las hojas (Lindow y Brandl, 2003; Schreiber et al., 2005; Burch et al., 2012). En P. syringae
pv. syringae se ha demostrado que la siringomicina, ademas de ser un importante factor de virulencia, es
un potente tensoactivo en cepas no patdgenas, lo que les permite modificar el microhabitat de la hoja
(Lindow y Brandl, 2003).
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La motilidad mediada por flagelos y la adherencia estable de las bacterias a la superficie de la hoja
también son importantes en las primeras etapas de la colonizacién en algunos patovares de P. syringae.
Asi, se ha demostrado que mutantes con motilidad reducida o inméviles estan afectados en el crecimiento,
supervivencia y/o competencia sobre la superficie de las hojas en comparacion con las cepas motiles
(Haefele y Lindow, 1987; Hattermann y Ries, 1989; Hirano y Upper, 2000; Ichinose et al., 2003). Esto se
debe a que los flagelos permiten a las bacterias localizar nutrientes, acceder a sitios protegidos del estrés
ambiental, colonizar los tejidos vegetales y, posteriormente, dispersarse de nuevo en el medio ambiente
(Ottemann y Miller, 1997; Melotto et al., 2006). En algunas cepas de P. syringae la adhesidn a la superficie
de la hoja dependiente de pili tipo IV juega un papel importante en su supervivencia y en la colonizacion
(Romantschuk et al., 1993; Suoniemi et al., 1995; Roine et al., 1998). En el pv. tabaci, los pili tipo IV no
solo contribuyen a la supervivencia, sino que también son un importante factor de virulencia (Taguchi e
Ichinose, 2011; Nguyen et al., 2012).

La formacion de agregados o microcolonias en las hojas de las plantas permite a las bacterias
modificar su entorno, mejorando sus posibilidades de supervivencia en la filosfera. Varios estudios han
demostrado que P. syringae no se encuentra en la hoja como células aisladas sino formando agregados
en los que el tamafio esta directamente relacionado con una mayor resistencia a la desecacion (Monier y
Lindow, 2003; 2004). En este sentido, algunas caracteristicas de P. syringae son dependientes de la
densidad celular, es decir, de quorum sensing. Asi, Quifiones et al. (2005) demostraron que el sistema
AhlI-AhIR 'y el regulador AefR estimulaban la produccion de polisacaridos extracelulares (EPS,
exopolysaccharide), la tolerancia al estrés oxidativo y la maceracion del tejido vegetal. En P. syringae pv.
syringae, el alginato es importante para la vida epifitica y como factor de virulencia, ya que protege a las
bacterias de la desecacion y de las especies reactivas de oxigeno, amortigua los cambios osmaticos y
provoca lesiones acuosas en los tejidos (Yu et al., 1999; Keith et al., 2003; Quifiones et al., 2005).

Toxinas

OEIO Binsuractantes

@)
OQ

Torna de nutrientes
Bombas
de eflujo

Flagelos

Agregados 4A.v
Maléculas sefial de
GUOTIM sensing

Figura 2. Caracteristicas de P. syringae que mejoran su adaptacion a la filosfera. P. syringae es
resistente a distintos tipos de estreses abidticos gracias a diversos mecanismos: la sintesis de polisacaridos
extracelulares (EPSs), que protegen a las células de la desecacién y ayudan a la formacion de agregados; la
produccion de biosurfactantes, que permiten la solubilizacién de sustratos y facilitan el movimiento de las
bacterias; los sistemas de reparacion de ADN, como proteccion frente a la radiacion. Asimismo, las bombas de
eflujo permiten a la bacteria eliminar compuestos téxicos producidos por la planta o por otras bacterias epifitas.
La expresion de distintos sistemas para la captacion de nutrientes, la motilidad flagelar y la deteccion de
moléculas implicadas en quorum sensing, son también caracteristicas importantes para la colonizacién de la
planta hospedadora. Por otra parte, la bacteria produce toxinas que le permiten manipular el metabolismo y/o la
sefializacion de la planta, llegando a ser cruciales para el proceso de infeccién. Modificado de Vorholt (2012).



Por otra parte, las bacterias del complejo P. syringae han adaptado su metabolismo a la composicion y
condiciones del apoplasto vegetal siendo capaces de utilizar un nimero restringido de azlcares, acidos
organicos y aminoacidos (Rico y Preston, 2008). La presencia de numerosos transportadores de tipo ABC
en P. syringae, incluyendo aquellos involucrados en la captacion de mono, disacaridos y aminoacidos,
sugiere que son necesarios para acceder a nutrientes que pueden ser limitantes en esas condiciones
(Vorholt, 2012).

1.2. Factores de virulencia

Las bacterias fitopatdgenas poseen factores de virulencia que alteran y/o suprimen las defensas de la
planta hospedadora de modo que pueden multiplicarse en ella y obtener nutrientes a la vez que inducen
los sintomas (Abramovitch y Martin, 2004; Nomura et al., 2005). P. syringae es capaz de multiplicarse en
plantas susceptibles causando la enfermedad, o de provocar una respuesta de defensa rapida y localizada
en plantas no hospedadoras y resistentes conocida como respuesta hipersensible (HR, hypersensitive
response), gracias al sistema de secrecion tipo Ill (T3SS, fype 3 secretion system) (Hirano y Upper, 2000;
Marco et al., 2005; Lindeberg et al., 2006).

1.2.1. El sistema de secrecion tipo llI

El sistema de secrecidn tipo Ill (T3SS), denominado también sistema hrp (hypersensitive response and
pathogenicity), es el principal determinante de virulencia en P. syringae y se identificd por primera vez en
P. syringae pv. phaseolicola (Lindgren et al., 1986). Es una maquinaria de secrecion especializada
utilizada por numerosas bacterias Gram-negativas patogenas de plantas y animales que permite a la
bacteria inyectar proteinas (efectores) directamente en el citoplasma de las células del hospedador o en el
espacio intercelular (Alfano y Collmer, 2004). Una vez alli, los efectores provocan la enfermedad alterando
ylo suprimiendo las respuestas de defensa a diferentes niveles, o desencadenan una respuesta inmune
exitosa si son reconocidos por las proteinas de resistencia (Jones y Dangl, 2006).

El T3SS es una jeringa molecular que consiste en un aparato de translocacion de membrana formado
por dos anillos, uno interior en la membrana plasmatica y otro exterior en la membrana externa, y un
filamento llamado pilus, que sobresale de la célula (Figura 3). El pilus tipo Il tiene un didmetro de 6-8 nm
de diametro, su ensamblaje en la superficie de la célula depende del T3SS y es necesario para la
secrecion en medio de cultivo y para la transferencia de los efectores a las células vegetales, ya que
funciona como un conducto por el que se transportan (Roine et al., 1997; Hueck, 1998; Kubori et al., 1998;
Wei et al., 2000; Jin y He, 2001; Jin et al., 2001). La proteina estructural del pilus Hrp es HrpA, que
muestra un alto grado de divergencia entre patovares, lo que parece ser consecuencia de su localizacién
extracelular y de la presion selectiva a la que esta sometida para evadir los mecanismos de deteccion de
cada planta (Roine et al., 1997; Preston, 2000). Morfoldgicamente el pilus Hrp parece ser mas largo y
flexible que el de los patdgenos animales, lo que probablemente es necesario para atravesar la gruesa
pared celular de la célula vegetal (Ramos et al., 2007; Buttner y He, 2009).
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Figura 3. Sistema de secrecion tipo lll.

A. Representacion esquematica del T3SS de una bacteria fitopatdgena. El sistema de secrecion conectado
al pilus (extracelular) atraviesa las dos membranas bacterianas, sirviendo como canal para el transporte de las
proteinas secretadas, también llamadas efectores. El translocén forma un canal proteico en la membrana
citoplasmatica de la célula vegetal permitiendo la entrada de los efectores al citosol de la célula del hospedador.
MI, membrana interna; ME, membrana externa; MP, membrana plasmatica. Modificado de Biittner y He (2009).

B. Pilus Hrp. Fotografia de microscopia electrénica de transmisién de células de Pto DC3000 cultivadas en
medio inductor de hrp. La flecha sefiala el pilus Hrp y la escala representa 100 nm. Imagen tomada de Jin y He
(2001).

El T3SS esta codificado en el cluster génico hrp/hre (hypersensitive response and pathogenicity | hrp
conserved), de aproximadamente 25 kb. En P. syringae los genes hrp/hrc suelen tener adyacentes genes
que codifican efectores y se localizan en una isla de patogenicidad (PAI, pathogenicity island) que esta
claramente definida en el genoma y flanqueada por ARNt o por elementos genéticos moviles (Figura 4)
(Alfano et al., 2000). La region central conservada de la PAI Hrp incluye 7 operones, que contienen 26
genes que codifican el T3SS y sus reguladores. Las proteinas codificadas por los genes hrc son los
componentes del sistema de secrecion (altamente conservados en diversos patdgenos de plantas y
animales) y forman el nucleo del cuerpo basal del aparato de secrecion, que esta localizado en la
membrana celular bacteriana o en el citoplasma débilmente asociado con la membrana (Galan y Collmer,
1999; Alfano et al., 2000). Segun la estructura del operdn hrp y el sistema de regulacion, los T3SS de las
bacterias fitopatdgenas se clasifican en dos grupos: grupo |, al que pertenecen P. syringae, Erwinia spp. y
Pantoea stewartii, y grupo Il, al que pertenecen Ralstonia solanacearum y Xanthomonas spp. (Alfano y
Collmer, 1997; Tang et al., 2006). Ocho de las proteinas Hrc son muy similares en secuencia a los
componentes del cuerpo basal flagelar y se localizan en la superficie de la membrana interna, formando un
complejo similar al sistema de exportacion de la flagelina. HrcC es la unica que no tiene homélogo entre
las proteinas flagelares, pertenece a la superfamilia de proteinas de membrana externa PulD/plV y
funciona como una proteina formadora de poros en la membrana externa (Alfano y Collmer, 1997,
Tampakaki et al., 2010).

Las proteinas que se transportan a través del T3SS de P. syringae se denominan Hop (Hrp outer
protein) y, entre estas, algunas se secretan en el espacio intercelular y funcionan como proteinas
accesorias, mientras que otras, denominadas efectores, se secretan en el citoplasma de las células
vegetales donde actuan (Alfano y Collmer, 2004). Algunos efectores requieren la interaccion especifica
con chaperonas que actuan de distintas maneras: mantienen las proteinas efectoras desplegadas o
parcialmente desplegadas, protegen a los efectores de la interaccion prematura entre si o con otras



proteinas evitando la agregacion o la protedlisis de los mismos en el citoplasma bacteriano, o bien
funcionan como sefiales de secrecidn para dirigir el efector al aparato tipo Ill (Feldman y Cornelis, 2003;
Losada y Hutcheson, 2005).
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Figura 4. Organizacion génica de la isla de patogenicidad Hrp de P. syringae. La PAl Hrp se organiza
en tres partes: la regién central (genes hrp/hrc), que abarca aproximadamente 25 kb y esta conservada en las
PAls de P. syringae pv. syringae 61, B728a y pv. tomato DC3000, contiene los genes que codifican para el
T3SS y su regulacién. Adyacentes se encuentran las regiones EEL (exchangeable effector locus) y CEL
(conserved effector locus), que codifican proteinas que se secretan a través del T3SS. En la parte inferior de la
figura se muestran los nombres de los genes y de los operones. Las flechas indican el sentido de la
transcripcidn y los cuadrados la presencia de una caja hrp en los promotores dependientes de HrpL. Los otros
genes codifican proteinas reguladoras (control positivo, verde y control negativo, rojo), los componentes Hrc
asociados a la maquinaria del T3SS (azul), proteinas secretadas (amarillo), la proteina del translocon (naranja),
proteinas reguladoras o que contribuyen a la secrecién (violeta) y proteinas de funcién desconocida (gris). Las
regiones EEL y CEL son de tamafio variable y no estan representadas a escala. Modificado de Alfano et al.
(2000).

Algunos genes que codifican efectores se denominaron avr porque se identificaron inicialmente como
proteinas que determinaban un fenotipo de avirulencia (resistencia) en plantas (Leach y White, 1996;
Galan y Collmer, 1999). Los genes R presentes en las plantas resistentes interaccionan con las proteinas
Avr desencadenando la respuesta hipersensible (HR), una muerte celular programada rapida y localizada
asociada con respuestas defensivas que, en la mayoria de los casos, limita el crecimiento y la propagacion
del patdgeno desde el sitio de infeccion. Por el contrario, en las plantas susceptibles, que carecen de los
correspondientes genes R, los efectores del T3SS funcionan como determinantes de virulencia, ya que
interfieren con las rutas de sefializacion de defensa, suprimiendo las respuestas de resistencia (como la
HR) y modulando la fisiologia celular con objeto de favorecer el crecimiento y la multiplicacién del
patdgeno, lo que desencadena la enfermedad (Alfano y Collmer, 2004; Oguiza y Asensio, 2005; Jones y
Dangl, 2006).

Como se ha mencionado anteriormente, los genes que codifican los componentes del sistema de
secrecion tipo Ill 'y algunos efectores estan agrupados en la PAI Hrp, pero la mayoria de efectores estan
dispersos en el genoma o localizados en plasmidos (Alfano et al., 2000; Buell et al., 2003). A pesar de su
diferente ubicacién, la expresion de todos ellos estd coordinada y sometida a un estricto control que
responde a sefiales ambientales. Estos genes se expresan a niveles muy bajos en medios ricos en
aminoacidos y se inducen tras el contacto con las células hospedadoras o en medios minimos de
composicion definida que simulan las condiciones de la planta (Lindgren et al., 1986; Xiao et al., 1992;
1994; Wei et al., 2005). Un ejemplo es el medio minimo inductor de hrp (denominado MMF) que posee una



baja fuerza osmoética, un pH de aproximadamente 5,7 y azucares simples, como la fructosa, como fuente
de carbono (Huynh et al., 1989; Rahme et al., 1992; Hutcheson et al., 2001).

La regulacion del T3SS depende de HrplL, un factor sigma alternativo de la ARN polimerasa que
pertenece a la familia ECF (extracytoplasmic function) (Xiao et al., 1994; Xiao y Hutcheson, 1994;
Zwiesler-Vollick et al., 2002; Ferreira et al., 2006). HrpL activa los genes del T3SS en respuesta a las
condiciones de induccién reconociendo una secuencia consenso denominada “caja hrp” que esté ubicada
aguas arriba de los genes que controla (Xiao y Hutcheson, 1994; Fouts et al., 2002). La transcripcion del
gen hrpL es, a su vez, dependiente del factor sigma alternativo 54 (RpoN) y de las proteinas HrpR y HrpS
(Figura 5), dos activadores transcripcionales pertenecientes a la familia de NtrC (Xiao et al., 1994; Grimm
et al., 1995; Hendrickson et al., 2000a; 2000b; Hutcheson et al., 2001; Alarcén-Chaidez et al., 2003;
Chatterjee et al., 2003). Tanto HrpR como HrpS portan un motivo para interaccionar con el complejo g54-
ARN polimerasa y un dominio de unién al ADN pero, a diferencia de la mayoria de las proteinas
reguladoras de la familia, carecen del dominio receptor que se fosforila por accién de un regulador de
respuesta (Hutcheson et al., 2001; Jovanovic et al., 2011). La activacién méxima de hrpL requiere que
ambas proteinas se unan como heterodimero a su promotor (Hutcheson et al., 2001). En P. syringae el
mecanismo por el cual HrpR y HrpS regulan la transcripcién de hrpL difiere entre cepas. En P. syringae pv.
syringae 61 y pv. tomato DC3000, hrpR y hrpS se expresan como un operdn a partir de un promotor
situado por encima de hrpR (Xiao et al., 1994; Hutcheson et al., 2001). Ademas, la transcripcion de hrpRS
esta regulada por HrpA, ya que en un mutante carente de hrpA, la transcripcion del operon hrpRS, hrpL'y
otros genes del T3SS se reduce drasticamente, pero el mecanismo por el que HrpA regula esos genes es
desconocido hasta el momento (Wei et al., 2000) (Figura 5).

Estudios recientes han demostrado que la funcion de HrpS esta regulada por HrpV y HrpG (Wei et al.,
2000). HrpV es un regulador negativo de los genes del T3SS en condiciones de induccién, de modo que
su delecion provoca un aumento de la expresion de varios operones hrplhrc y su hiperproduccion el efecto
contrario (Preston et al., 1998). Se ha demostrado que HrpV interacciona con HrpS y HrpG in vivo, por lo
que es probable que HrpG suprima el efecto de HrpV interaccionando con ella y liberando a HrpS en
condiciones de induccion (Wei et al., 2005).

La protedlisis de HrpR por la proteasa Lon proporciona un mecanismo adicional de regulacion de la
expresion de hrpL y del T3SS (Figura 5). Determinadas condiciones que imitan las que se dan en el
apoplasto vegetal, suprimen la degradacion de HrpR mediada por Lon, permitiendo asi la formacién del
complejo HrpR/HrpS y la induccién de la expresion de hrpL (Bretz et al., 2002; Tsilibaris et al., 2006; Lan et
al., 2007; Ortiz-Martin et al., 2010). Asimismo, se ha demostrado que la proteasa Lon regula la estabilidad
de determinados efectores del T3SS en P. syringae (Losada y Hutcheson, 2005).

La expresion del T3SS también se encuentra regulada a nivel global por el sistema de dos
componentes GacS/GacA. Asi, en un mutante de Pto DC3000 carente de gacA se observé una reduccion
significativa de los niveles de ARNm de hrpRS, hrpL 'y rpoN (Chatterjee et al., 2003).
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Figura 5. Modelo de regulacion de los genes hrplhre en P. syringae. La deteccién de la planta o de un
medio inductor de hrp activan la expresion de los genes hrpRS. Esta induccién parece estar mediada en parte
por el sistema de dos componentes GacS/GacA (1), que también activa rpoN a nivel post-transcripcional (2).
HrpV interacciona con HrpS e inhibe su accion (3). HrpG, por el contrario, interacciona con HrpV liberando a
HrpS (4). HrpS y HrpR forman un heterodimero (5) activando la transcripcion de hrpL desde un promotor
dependiente de o5 (RpoN) (6). HrpL reconoce la caja hrp en la regién promotora de los genes hrp/hrc iniciando
la expresion del T3SS, con lo que se forma un aparato de secrecion funcional que moviliza los efectores (7).
HrpA tiene un efecto positivo sobre la transcripcion de hrpRS, estimulando la expresion del T3SS (8). En
condiciones represoras (p. €j., en medio rico), los niveles de HrpR se mantienen bajos porque la proteasa Lon la
degrada (9); sin embargo, en condiciones de induccién, la alta expresion de hrpR garantiza unos niveles de
proteina suficientes para activar el sistema, a pesar de que Lon mantiene su actividad degradativa. Modificado
de Tang et al. (2006).

1.2.2. Produccioén de toxinas

El T3SS no es el unico factor de virulencia del que se vale P. syringae para desencadenar la
enfermedad, diferentes toxinas también contribuyen en el proceso infectivo. Las fitotoxinas de P. syringae
son péptidos no ribosomales sintetizados por enzimas especificas (revisado en Bender et al., 1999). Asi, la
estructura anfipatica de los lipopéptidos siringomicina y siringopeptina facilita su insercion en las
membranas de las células vegetales y la formacién de poros que incrementan la permeabilidad a los
cationes y provocan la pérdida del potencial de membrana, lo que conduce a la muerte celular y a la
necrosis del tejido afectado (Bender et al., 1999; Hutchison y Gross, 1997). Otras toxinas como la
faseolotoxina, la tabtoxina o la mangotoxina inducen clorosis actuando sobre rutas metabolicas especificas
del hospedador. La faseolotoxina inhibe la ornitina carbamoiltransferasa, una enzima clave en el ciclo de la
urea, la tabtoxina inhibe la glutamina sintetasa, esencial para la sintesis de glutamina y la eliminacién de
amonio, y la mangotoxina inhibe la ornitina acetiltransferasa, clave en la ruta biosintética de la ornitina y
arginina (Bender et al, 1999; Arrebola et al, 2009). Recientemente, se han descrito otras toxinas
pertenecientes al grupo de las siringofactinas que tienen actividad surfactante y son necesarias para la
motilidad tipo swarming (Berti et al., 2007; Lindeberg et al., 2008; Kong et al., 2012; Li et al., 2013).
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Determinadas fitotoxinas también pueden imitar la acciéon de las hormonas vegetales manipulando
distintas rutas de sefializacion de la planta con el fin de acceder a nutrientes y contrarrestar las respuestas
de defensa. P. syringae pv. tomato produce coronatina, una toxina que afecta la sefializacion mediada por
el acido jasménico y que promueve la apertura de los estomas favoreciendo la entrada de las bacterias, el
crecimiento bacteriano en el apoplasto, la susceptibilidad sistémica y el desarrollo de sintomas,
manifestados como clorosis (Bender et al., 1999; Melotto et al., 2006).

1.3. P. syringae pv. tomato

P. syringae pv. tomato (Pto) es el agente causante de la mancha negra del tomate, una enfermedad
ampliamente distribuida y de gran importancia econémica que se manifiesta con lesiones de color marrén
oscuro a negro de diferentes tamafios y formas en las hojas, frutos y tallos, pudiendo estar rodeadas por
un halo clorotico (Figura 6). Las lesiones con frecuencia se concentran en los bordes de las hojas,
provocando una extensa necrosis marginal. En el fruto, las lesiones generalmente son pequefas, con
forma de lunar y superficiales aunque también pueden alcanzar los 3 mm de didametro y ser mas
profundas; en frutos inmaduros estan rodeadas por un halo verde. El desarrollo de esta enfermedad en la
planta puede provocar una clorosis generalizada, seguida de desecacion y, en casos severos, las plantas
infectadas retrasan la maduracién del fruto y reducen su produccién. Las bacterias pueden sobrevivir en el
suelo, en restos de plantas enfermas y en semillas y se propagan en el agua de lluvia o de riego. La
infeccién en las plantas susceptibles se ve favorecida por el clima fresco y humedo, mientras que el
progreso de la enfermedad se detiene en ambientes calurosos (Hirano y Upper, 2000; Preston, 2000).

Figura 6. Sintomatologia provocada por P. syringae pv. tomato en hojas de tomate. Fotografias de
hojas de plantas de tomate sin infectar (izquierda) e infectada (derecha) con Pto DC3000. Se observan los
sintomas caracteristicos: puntos necréticos rodeados por halos cloréticos.

P. syringae pv. tomato DC3000 (Pto DC3000) es una cepa resistente a rifampicina derivada de P.
syringae pv. tomato NCPPB1106. En ella se han estudiado los factores de virulencia de la bacteria y los
mecanismos moleculares de la respuesta del hospedador frente a la infeccién, no sélo por la importancia
de la enfermedad que provoca en tomate y cruciferas, sino porque la cepa Pto DC3000 también infecta la
planta modelo Arabidopsis thaliana (Cuppels, 1986; Cuppels y Ainsworth, 1995). Ademas, provoca una
respuesta hipersensible (HR) en plantas no hospedadoras como tabaco (Nicotiana tabacum), Nicotiana
benthamiana o judia (Phaseolus vulgaris) (Preston, 2000; Fouts et al., 2003; Rodriguez-Moreno et al.,
2008). Sin embargo, en ausencia del efector HopQ1-1, Pto DC3000 causa enfermedad en la planta
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modelo N. benthamiana y la severidad de la lesion es similar a la observada en tomate y A. thaliana (Wei
et al., 2007).

El genoma de Pto DC3000 se compone de un cromosoma circular de 6.397.126 pb y dos plasmidos:
pDC3000A (73.661 pb) y pDC3000B (67.473 pb), que en conjunto portan alrededor de 5.800 genes. El
andlisis comparativo de su genoma con el de otras especies de Pseudomonas, ha permitido establecer
que DC3000 posee rutas metabdlicas clave como glucolisis, gluconeogénesis, ruta de las pentosas fosfato
y ciclo de Krebs, pero es incapaz de convertir el piruvato en lactato, ya que carece de la enzima lactato
deshidrogenasa (Buell et al., 2003). Ademas, Pto DC3000 posee un amplio repertorio de transportadores
para la adquisicion de nutrientes, especialmente azlcares, y un numero limitado de transportadores para
aminoacidos en comparacién con P. putida y P. aeruginosa. Como bacteria asociada a plantas, DC3000
puede establecerse como epifita 0 como patogena, de ahi que aproximadamente el 12% de sus genes
esta implicado en regulacion génica, transduccion de sefiales y transcripcion, lo que le permite responder a
diversas condiciones ambientales (Ullrich et al., 1995; Bender et al., 1999; Hutcheson et al., 2001; Buell et
al., 2003; Chatterjee et al., 2003). El genoma de DC3000 codifica también un gran numero de proteinas
implicadas directa o indirectamente en virulencia, como aquellas relacionadas con motilidad, adhesion,
sintesis del T3SS, produccién de toxinas, bloqueo de la respuesta inmune de la planta hospedadora,
sistemas de captacién de hierro o enzimas extracelulares, entre otras.

En Pto DC3000, el T3SS y la coronatina son los principales factores de virulencia. En el genoma de
DC3000 alrededor de 40 genes, entre efectores y proteinas accesorias secretadas por el T3SS, tienen un
papel en la translocaciéon de proteinas a las células vegetales (Petnicki-Ocwieja et al., 2002; Alfano y
Collmer, 2004; Lindeberg et al., 2006). Curiosamente, algunos de ellos estan en el plasmido pDC3000A,
pero aun no se ha establecido el papel de los mismos en la virulencia de Pto, debido probablemente a que
algunos de los efectores codificados en pDC3000A tienen paralogos en el cromosoma (Buell et al., 2003).

Pto DC3000 produce coronatina, una toxina compuesta de acido coronafacico y un derivado de
isoleucina, el &cido coronamico. En DC3000 los genes implicados en la sintesis de los acidos coronafécico
y coronamico estan codificados en el cromosoma y separados entre si 26 kb, a diferencia de lo que ocurre
en otros patovares de P. syringae en los que esos genes estan agrupados y codificados en plasmidos
(Brooks et al., 2004). Su expresion depende del factor sigma alternativo HrpL, necesario también para la
transcripcion de los genes hrp (Cuppels y Ainsworth, 1995; Fouts et al., 2002). Ademés de su papel en la
supresion de la defensa mediada por el acido salicilico (Kloek et al., 2001) y la activacion de la via de
sefializacion del acido jasmonico (JA) gracias a su mimetismo con el JA (Zhao et al, 2003),
investigaciones recientes han revelado un papel fundamental de la coronatina en la supresion de la
defensa estomatica (Melotto et al., 2006; Underwood et al., 2007). Aunque en el genoma de DC3000 no se
han identificado genes para la sintesis de otras fitotoxinas como siringomicina, siringotoxina o
siringopeptina, se han encontrado 5 genes que codifican para péptido sintetasas. Uno de ellos, syfA,
codifica un lipopéptido necesario para la motilidad tipo swarming y con posible actividad antibacteriana
(Berti et al., 2007; Li et al, 2013). Adicionalmente, ciertos patovares de P. syringae producen la
fitohormona &cido indolacético (IAA, indole-3-acetic acid), que influye en el crecimiento bacteriano in planta
y provoca la aparicion de tumores (Mazzola y White, 1994; Glickmann et al., 1998). En el genoma de
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DC3000 se ha identificado el gen iaal, que convierte el IAA en el conjugado IAA-lisina y en su region
promotora se encuentra la caja hrp, lo que sugiere un papel en virulencia (Fouts et al., 2002).

Otros genes identificados en el genoma de Pto DC3000 importantes para el crecimiento epifito y
colonizacion son los relacionados con la adhesion a superficies, como los de los pili tipo IV y la produccion
de exopolisacaridos (Roine et al., 1998; Keith et al., 2003). Asimismo, hay genes que codifican para
posibles enzimas degradadoras de pared celular: pectina liasa, poligalacturonasa y otras con posible
actividad celulolitica. Cabe destacar que DC3000 carece del gen que codifica para la proteina nucleadora
de hielo (InaZ, ice nucleation activity), responsable de los dafios por heladas en plantas infectadas y que si
se encuentra presente en otras cepas del complejo P. syringae (Lindow et al., 1989; Buell et al., 2003).

1.4. P. syringae pv. phaseolicola

P. syringae pv. phaseolicola 1448A (Pph) es el agente causal de la enfermedad conocida como grasa
de la judia (Phaseolus vulgaris). Los sintomas caracteristicos en hoja son unas lesiones acuosas rodeadas
de un halo clorético que acaban necrosandose pudiendo estar rodeadas por un halo verde palido, mientras
que en las vainas aparecen unas manchas de aspecto aceitoso que también acaban necrosandose
(Figura 7). La infeccion de las hojas en desarrollo las distorsiona y, en casos de infeccion severa, se puede
producir una clorosis sistémica generalizada y la pérdida total de la cosecha (Murillo et al., 2010). Es una
enfermedad transmitida fundamentalmente por semillas pero también por la lluvia, el agua de riego y el
viento a partir de los exudados o de residuos vegetales infectados. Las bacterias penetran en la planta a
través de aberturas naturales (los estomas, principalmente) o heridas durante los periodos de alta
humedad relativa. A temperaturas frias (inferiores a 22°C), el patégeno produce una toxina, la
faseolotoxina, que es responsable de la clorosis sistémica pero que no es imprescindible para el desarrollo
de la enfermedad (Mitchell et al., 1978; Amold et al., 2011).

Figura 7. Sintomatologia causada por P. syringae pv. phaseolicola en hojas de judia. Fotografias de
una hoja (izquierda) y vainas (derecha) de judia infectadas con Pph. Se observan los sintomas caracteristicos:
halos necréticos rodeados en algunos casos de otros cloréticos.

La enfermedad de la grasa de la judia fue caracterizada por Burkholder (1926) y la bacteria aislada se
denomind inicialmente Phytomonas medicaginis variedad phaseolicola, antes de ser renombrada como
Pseudomonas medicaginis variedad phaseolicola (Dowson, 1943), hasta recibir su nombre actual: P.
syringae pv. phaseolicola (Young et al., 1978). El rango de hospedadores de Pph incluye todas las
especies de la subfamilia Phaseoleae, excepto Desmodium spp. y Pisum sativum. Ademas, provoca una
respuesta hipersensible en plantas de tabaco, pero normalmente no causa HR en Arabidopsis (Arnold et
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al., 2011). Las cepas de Pph se clasifican en 9 razas (Taylor et al., 1996) segun su virulencia y capacidad
para causar enfermedad en los distintos cultivares de Phaseolus vulgaris. La cepa objeto de estudio en el
presente trabajo, P. syringae pv. phaseolicola 1448A (race 6), se aislo originalmente en 1985 de P.
vulgaris en Etiopia y es capaz de infectar todas las variedades de judia ensayadas (Taylor et al., 1996).

Pph es un bacilo Gram-negativo de aproximadamente 1,5 mm de largo y 0,7-1,2 mm de diametro,
aerobio, mavil, con al menos un flagelo polar y cuya temperatura dptima de crecimiento oscila entre 25 y
30°C. Es oxidasa negativo, arginina dihidrolasa negativo y produce levano. El genoma de 1448A consiste
en un cromosoma circular de 5.928.787 pb y dos plasmidos: p1448A-A (131.950 pb) y p1448A-B (51.711
bp) que, en conjunto, portan unos 5.353 genes, 3,626 de los cuales tienen funcion asignada: un 14% estan
implicados en el transporte de proteinas, un 13% en distintos procesos celulares y aproximadamente el
10% tiene un papel regulador presumiblemente facilitando la adaptacion a los diferentes entornos en los
que vive Pph 1448A como patdgeno, epifita 0 en semillas durante las diferentes fases de su ciclo de vida.
(Joardar et al., 2005). El analisis comparativo de su genoma con el de otras especies de Pseudomonas, ha
permitido establecer que 1448A posee rutas metabdlicas clave como glucolisis, gluconeogénesis, ruta de
las pentosas fosfato y ciclo de Krebs, pero es incapaz de utilizar algunos compuestos que si metaboliza
Pto DC3000, como mioinositol, D-sorbitol, D-arabitol y D-manitol, acido D-galacturénico, L-histidina, acido
D-glucosaminico y D-serina, acido a-cetoglutarico, acido D,L-lactico o L-leucina (Rico y Preston, 2008).
Pph 1448A no posee iaal, que codifica la enzima indolacetato-lisina ligasa, ni los genes wss para la
sintesis de celulosa acetilada, ni dos hemaglutininas filamentosas no degeneradas (FHA, filamentous
hemagglutinin), que si estan presentes en Pto DC3000 (Lindeberg et al., 2008). Sin embargo, Pph 1448A
posee los genes para la produccion de alginato, exopolisacérido Psl, pili de tipo IV y siringofactinas, al
igual de Pto DC3000, y genes que codifican fimbrias y hemaglutininas que son ortélogos distantes de los
encontrados en DC3000.

En Pph 1448A, el T3SS y la faseolotoxina son los principales factores de virulencia. Los primeros
mutantes del T3SS se obtuvieron en Pph mediante la insercién de Tn5 (Niepold et al., 1985; Lindgren et
al., 1986), observandose que no eran virulentos en judia ni provocaban HR el tabaco. Posteriormente se
ha demostrado que los genes hrp estan conservados en otros patovares de P. syringae y se agrupan en
una isla de patogenicidad (PAI) que comprende al menos seis operones (Alfano et al., 2000, Figura 4). La
regulacién transcripcional de los componentes del T3SS y de sus efectores se ha estudiado con cierto
detalle en Pph (Thwaites et al., 2004; Ortiz et al., 2010a; b).

La aureola de clorosis caracteristica que rodea a las lesiones acuosas en una planta infectada con Pph
es el resultado de la accion de la faseolotoxina. Esta toxina inhibe la ornitina carbamoil transferasa, un
enzima critico en el ciclo de la urea (Moore et al., 1984). La produccion de faseolotoxina depende de la
temperatura, siendo dptima entre 18 y 20°C y no se produce a 30°C (NUske y Fritsche, 1989). Los perfiles
de transcripcion han demostrado que para la expresion optima de la faseolotoxina no sélo se requiere una
temperatura baja, sino también componentes especificos de la planta presentes en la hoja y el apoplasto
(Hernédndez-Morales et al., 2009). Los genes implicados en la biosintesis de faseolotoxina se organizan en
el cluster génico argK-tox, que incluye cinco unidades transcripcionales, comprende 23 genes, esta
flanqueado por secuencias de insercién y transposasas y situado en un fragmento de ADN de 38 kb
altamente conservado y con caracteristicas de isla génica (Peet et al., 1986; Genka et al., 2006; Aguilera
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et al., 2007). argK codifica una ornitil carbamoil transferasa resistente a la accion de la faseolotoxina
(Mosqueda et al., 1990). Sin embargo, la importancia de la faseolotoxina en la patogénesis de Pph esta en
entredicho tras un estudio llevado a cabo en Castilla y Le6n ya que, de una coleccion de 138 aislados de
Pph obtenidos de campo, 95 no produjeron faseolotoxina in vitro y 94 aislados no parecian tener los genes
para su sintesis (Rico et al., 2003).

2. Transportadores implicados en multirresistencia

Los microorganismos se encuentran expuestos a diversos compuestos con efecto deletéreo presentes
en el medio ambiente de forma natural, como antibiéticos sintetizados por comunidades microbianas, sales
biliares producidas en el tracto intestinal de animales superiores 0 compuestos toxicos generados por las
plantas frente al ataque de patdégenos (Dixon, 2001; Piddock, 2006; Bednarek y Osbourn, 2009).
Asimismo, estan expuestos a compuestos quimicos nocivos, tanto organicos como inorganicos, a
antibioticos semisintéticos y biocidas producto de la actividad industrial, agricola, urbana y médica (Levy y
Marshall, 2004; Russell, 2000). Todos estos compuestos con actividad antimicrobiana actian sobre la
pared celular, la membrana citoplasmatica o sobre rutas biosintéticas esenciales para el crecimiento
bacteriano; sin embargo, existen bacterias resistentes a la accion de estos compuestos porque han
desarrollado mecanismos protectores. Uno de los métodos mas extendidos de resistencia microbiana es la
eliminacion de compuestos toxicos mediante transportadores de amplio espectro en un proceso
dependiente de energia, reduciendo asi la concentracion de agentes antimicrobianos en la célula a niveles
sub-toxicos (Poole, 2001; Ramos et al., 2002; Yu et al, 2003). Estos transportadores pueden ser
especificos para un sustrato o pueden transportar una gama de compuestos estructuralmente diferentes,
incluyendo antibidticos, biocidas, colorantes, detergentes, inhibidores metabdlicos, disolventes organicos,
toxinas, metales pesados, factores de virulencia e incluso moléculas producidas por el organismo
hospedador, como flavonoides (Li y Nikaido, 2009; Vargas et al., 2011; Taylor et al., 2012; Hinchliffe et al.,
2013; Wong et al., 2014). Los transportadores que expulsan varios compuestos estan asociados a la
multirresistencia (MDR, multidrug resistance) y tienen una gran importancia clinica, ya que provocan
infecciones bacterianas intratables.

Los transportadores bacterianos de tipo MDR se clasifican en varias familias segiin su modo de accién
y los sustratos que exportan (Figura 8): la superfamilia ABC (ATP-binding cassette), la superfamilia MFS
(major facilitator superfamily), la familia MATE (multidrug and toxic compound extrusion), la familia SMR
(small multidrug resistance) y la superfamilia RND (resistance, nodulation, cell division) (Paulsen et al.,
1996; Pao et al., 1998; Tseng et al., 1999; van Veen et al., 2001; Omote et al., 2006).

La expresion de los genes implicados en MDR esta controlada a nivel transcripcional y/o traduccional,
manteniendo unos niveles bajos del transportador, dado que la produccion excesiva de proteinas
integrales de membrana que utilizan la fuerza protdn motriz tiene efectos perjudiciales para la célula
(Alonso et al., 2004; Hillen y Berens, 1994; Johanesen et al., 2001; Lee y Edlin, 1985; Ma et al., 1996;
Martinez et al., 2009; Nguyen et al., 1989). De hecho, la expresion de la mayoria de los genes que
codifican transportadores esta controlada por reguladores transcripcionales (la mayoria represores,
aunque algunos son activadores) cuyos genes se sitlan adyacentes al gen (o genes) del transportador
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MDR. La capacidad de reconocer multiples compuestos no es exclusiva de los transportadores, sino que
también la presentan estos reguladores transcripcionales, de modo que responden a los mismos
compuestos que expulsa el transportador (Alguel et al., 2007; Grkovic et al., 1998; Lomovskaya et al.,
1995; Ma et al., 1996; Terén et al., 2003, 2006; Vargas et al., 2011). Hasta la fecha, los reguladores
estudiados que modulan sistemas MDR pertenecen a las familias de TetR, MarR, IcIR, LysR y Lacl/GalR.
Ademas, en muchos casos, existe un control adicional por reguladores globales (Grkovic et al., 2001b; Liy
Nikaido, 2009; Vargas et al., 2011; Kawakita et al., 2012).
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Figura 8. Representacion esquematica de las cinco familias de transportadores MDR caracterizados
en bacterias. Ejemplo de cada familia de transportadores: QacA de Staphylococcus aureus, de la familia MFS;
EmrE de E. coli, de los transportadores SMR; NorM de Vibrio parahaemolyticus, de la familia MATE; AcrAB-TolC
de E. coli, miembro de la familia RND y LmrA de Lactococcus lactis de la familia ABC. Modificado de Paulsen
(2003).

2.1. Transportadores RND

Los transportadores de tipo RND son los mas relevantes desde el punto de vista clinico en bacterias
Gram-negativas porque proporcionan resistencia a multiples antibidticos (Poole, 2003; Saier et al., 2006;
www.tcdb.org/tcdb/index.php?tc=2.A.6). En su mayoria, se organizan como sistemas tripartitos en el que el
transportador RND, localizado en la membrana citoplasmatica y que actua como una bomba de extrusion
dependiente de energia, funciona conjuntamente con una porina (OMF, outer membrane factor), que se
sitia en la membrana externa pero se expande hacia el espacio periplasmico formando un canal transitorio
y continuo entre ambas proteinas de forma que el compuesto toxico se expulsa directamente al medio
externo. El tercer componente es una proteina de fusion periplasmica (MFP, membrane fusion protein) que
facilita el acoplamiento entre el transportador y la proteina de membrana externa y la eliminacion de los
compuestos toxicos desde periplasma o desde la cara externa de la membrana interna (Eswaran et al.,
2004; Murakami et al., 2006; Hinchliffe et al., 2013; Figura 9).

Los transportadores de la familia RND estan ampliamente distribuidos en bacterias Gram-negativas
oportunistas y patégenas de animales y humanos, patdgenas y simbiontes de plantas y bacterias del suelo
inocuas (revisado en Nikaido, 2009). Expulsan un amplio rango de sustratos, entre los que se encuentran
antibioticos lipofilicos y anfifilicos, agentes quimioterapéuticos, inhibidores metabdlicos, colorantes,
detergentes, biocidas, hidrocarburos aromaticos, acidos grasos toxicos, metales pesados, sales biliares e
incluso homoserin lactonas asociadas con quorum sensing. Aunque en un principio estos transportadores
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se estudiaron porque exportaban antibiéticos, se ha demostrado que eliminan también agentes
antimicrobianos producidos por el hospedador. En algunas cepas incluso exportan determinantes de
virulencia, como adhesinas, toxinas u otras proteinas importantes para la colonizacién y la infeccién de
células humanas y animales (Piddock, 2006; Poole, 2004; Taylor et al., 2012). Estos hallazgos han llevado
a pensar que el papel fisiolégico de estos transportadores es permitir la supervivencia de la bacteria que
los porta en su nicho ecoldgico (Martinez et al., 2009).
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Figura 9. Modelo de organizacion estructural de los componentes de una homba de la familia RND.
La bomba estd compuesta por tres unidades estructurales: el transportador de membrana interna (verde),
formado por un trimero que atraviesa la membrana interna con 36 fragmentos helicoidales transmembrana (12
por monomero) y se expande hacia el espacio periplasmico hasta contactar con la porina (OMF, en rojo). La
porina se organiza como un frimero con una estructura en barril 3 atravesando la membrana externa y
expandiéndose hacia el espacio periplasmico. Un tercer componente periplasmico, la proteina de fusién de
membrana (MFP, en azul) parece formar un anillo con 9 mondmeros estabilizando el acoplamiento de los otros
dos componentes. Modificado de Eswaran et al. (2004). LPS, lipopolisacérido; ME, membrana externa; EP,
espacio periplasmico; MI, membrana interna; C, citoplasma; S, sustrato.

Entre los metabolitos secundarios sintetizados por las plantas superiores, los flavonoides, isoprenoides
y alcaloides son los que tienen un papel mas importante en la proteccion frente a patdgenos. Estos
compuestos participan en multitud de procesos fisiologicos, por lo que pueden estar presentes en el tejido
sano de la planta o pueden ser sintetizados de novo en respuesta al ataque de patdgenos (Dixon, 2001;
Osbourn, 1996; Treutter, 2005). Entre las estrategias desarrolladas por los patdgenos para combatir el
efecto toxico de estos compuestos estan la modificacion de sus grupos funcionales, la reduccion de su
absorcion, la alteracién de sus rutas biosintéticas en la planta y el empleo de transportadores MDR
(VanEtten et al., 2001; Walsh, 2000; Wong et al., 2014).

Las bacterias fitopatdgenas poseen transportadores MDR similares a los presentes en bacterias que
infectan a humanos y a animales, algunos de los cuales confieren resistencia a compuestos toxicos
producidos por la planta, lo que favorece la invasion del hospedador y el desarrollo de la enfermedad
(Piddock, 2006; VanEtten et al., 2001). Asimismo, se ha descrito que la actividad antimicrobiana de
algunos compuestos vegetales se debe a su capacidad para inhibir transportadores MDR (Pagés et al.,
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2005; Stavri et al., 2007; Tegos et al., 2002), lo que apoya la hipdtesis de que la multirresistencia tiene un
papel importante en la patogénesis bacteriana.

Al inicio de esta tesis doctoral, los datos existentes sobre la implicacién de transportadores MDR del
complejo P. syringae en la virulencia o en la supervivencia epifitica eran practicamente inexistentes,
aunque si se habian descrito algunos transportadores en otras bacterias fitopatdgenas; sin embargo, a lo
largo de estos Ultimos afios se han ido caracterizando mas sistemas. Por ejemplo, el transportador IfeAB
de Agrobacterium tumefaciens esta implicado en la colonizacion competitiva de las raices de alfalfa al
impedir la acumulacion intracelular de isoflavonoides (Palumbo et al., 1998; Peng y Nester, 2001; Nies,
2003). En Dickeya dadantii (antes Erwinia chrysanthemi) el sistema AcrAB esta implicado en virulencia y
colonizacion epifita, ya que proporciona resistencia a péptidos antimicrobianos (Maggiorani-Valecillos et
al., 2006). Ademas, se ha demostrado que su expresion se activa en presencia de compuestos fendlicos y
acido salicilico (Ravirala et al., 2007). También en D. dadantii, se ha demostrado que la inactivacion de
TolC dismimuye la virulencia de esta cepa (Barabote et al., 2003). TolC es el componente de membrana
externa de varias bombas de tipo RND, por lo que es probable que esta mutacion afecte a la funcion de un
gran numero de transportadores a la vez. Asimismo, en Erwinia amylovora, que causa el fuego bacteriano
en manzano y peral, se demostré que el transportador AcrAB estd implicado en supervivencia,
colonizacién de los tejidos vegetales y virulencia en plantulas de manzana debido a que tiene un
importante papel en la resistencia a compuestos antibacterianos vegetales, tales como flavonoides,
isoprenoides y alcaloides (Burse et al., 2004a). Por otra parte, se han descrito dos transportadores
pertenecientes a la familia RND implicados en la secrecion de fitotoxinas: el sistema ToxGHI de
Burkholderia glumae BGR1 es el encargado de exportar la toxoflavina (Kim et al., 2004) y PseABC de P.
syringae pv. syringae, codificado dentro de la isla de patogenicidad syr-syp para la sintesis de
siringomicina y siringopeptina, es el responsable de la secrecidn de esas fitotoxinas (Kang y Gross, 2005).

En P. syringae recientemente se han caracterizado 2 transportadores. MexAB-OprM esta presente en
Pto DC3000, Pph 1448A y Psyr B728a y tiene un papel muy importante en la supervivencia y colonizacion
en plantas de tomate, Arabidopsis y judia por estas bacterias y en la resistencia intrinseca a multiples
antibidticos (como ampicilina, cefotaxima, piperacilina, acido nalidixico o tetraciclina), a biocidas, agentes
mutagénicos y flavonoides (Stoitsova et al., 2008; Fan et al., 2011; Vargas et al., 2011). MexEF-OprN de
P. syringae pv. tabaci 6605 confiere resistencia a cloranfenicol, trimetoprim, fluoroquinolonas y triclosan y
su expresion esta regulada negativamente por AefR (Kawakita et al., 2012).

2.1.1. Sistema MexAB-OprM

En el genoma de Pto DC3000 se encuentran anotados 12 transportadores de tipo RND, incluyendo los
probables ortdlogos de los sistemas Mex de P. aeruginosa y de otros sistemas descritos hasta el momento
(Buell et al., 2003; Ren et al., 2004; www.membranetransport.org). El transportador MexAB-OprM es uno
de los sistemas RND de Pto DC3000 codificado por un operdén que comprende los marcos abiertos de
lectura mexA (PSPTO_4303), mexB (PSPTO_4304) y oprM (PSPTO_4305). El analisis comparativo de
este con otros transportadores tipo RND disponibles en las bases de datos permitié establecer que era un
96-97% idéntico en secuencia de aminoacidos al de otras cepas del complejo P. syringae (pv. tomato,
syringae y phaseolicola) (Tabla 1). También se encuentran ortblogos de este transportador en varias cepas
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de P. putida: TtgABC de P. putida DOT-T1E y KT2440, que expulsa tanto disolventes organicos como
diferentes antibidticos (Ramos et al., 1998; Nelson et al., 2002); MepABC de P. putida KT2442, que mejora
la tolerancia de esta cepa a disolventes organicos como tolueno y xileno (Fukumori et al., 1998); ArpABC
de P. putida S12, que confiere resistencia multiple a antibiéticos (Kieboom y de Bont, 2001). Otros
transportadores con menor identidad de secuencia son SrpABC de P. putida S12 (61% de identidad), que
esta implicado en la expulsién de disolventes organicos, o AcrAB de E. amylovora (66% de identidad), que
confiere resistencia a compuestos antibacterianos de origen vegetal. Por otra parte, uno de los sistemas
mejor caracterizados, MexAB-OprM de P. aeruginosa que confiere resistencia a multiples antibiéticos
(Poole et al., 1993; Poole, 2001), se incluye dentro de los transportadores de Pseudomonas con menor
homologia.

Tabla 1. Proteinas homoélogas a los componentes de la bomba MexAB-OprM de Pto DC3000.

Organismo MFP Transportador OMF Referencia
P. syringae
pv. tomato DC3000 PSPTO_4303 PSPTO_4304 PSPTO_4305 Buell et al., 2003
MexA MexB OprM
pv. syringae B728a PSYR_4007 PSYR_4008 PSYR_4009  Feil et al., 2005
(96%) (97%) (95%)
pv. phaseolicola 1448A ~ PSPPH_4013  PSPPH_4014  PSPPH_4015 Joardar et al., 2005
(96%) (96%) (96%)
P. putida
DOT-T1E TtgA (70%) TtgB (82%) TtgC (79%) Ramos et al., 1998
KT2440 TtgA (70%) TtgB (82%) TtgC (79%) Nelson et al., 2002
KT2442 MepA (70%) MepB (82%) MepC (79%) Fukumori et al., 1998
S12 ArpA (72%) ArpB (82%) ArpC (79%) Kieboom y de Bont, 2001
S12 SrpA (57%) SrpB (61%) SrpC (56%) Kieboom et al., 1998
P. aeruginosa MexA (65%) MexB (79%) OprM (68%) Poole et al., 1993
E. amylovora AcrA (53%) AcrB (66%) - Burse et al., 2004

E. coli AcrA (55%) AcrB (65%) - Ma et al., 1993

MFP (membrane fusion protein), proteina de fusién periplasmica; OMF (outer membrane factor), porina de
membrana externa. Entre paréntesis, se indica el porcentaje de identidad en la secuencia de aminoacidos para
cada proteina respecto a cada componente, MexA, MexB y OprM de Pto DC3000.

En 5"y en sentido opuesto a los genes estructurales mexAB-oprM de Pto DC3000, se identificd un gen
que codifica un regulador transcripcional: pmeR (Pseudomonas multidrug efflux regulator, PSPTO_4302)
(Stoitsova et al., 2008). Segun su secuencia de aminoacidos, PmeR pertenece a la familia de reguladores
transcripcionales de TetR (Ramos et al., 2005). Al buscar en las bases de datos proteinas similares,
aparecieron en primer lugar las de los diferentes patovares del complejo P. syringae (95% de identidad)
que también se disponen en el genoma de la misma manera (Figura 10). PmeR es también similar a
reguladores de P. fluorescens (68-74% de identidad), como EmhR (Hearn et al., 2003), de P. putida (66-
67% de identidad), como TtgR (Teran et al., 2003) o de Erwinia (42-44% de identidad), como AcrR de E.
amylovora (Burse et al., 2004a), entre otros. Sin embargo, no se encontrd homologia significativa con
MexR, proteina de la familia de reguladores transcripcionales MarR que actua como represor de la bomba
mexAB-oprM de P. aeruginosa (Poole et al., 1996).
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Figura 10. Organizacion de los genes del transportador MexAB-OprM y su regulador en tres
patovares de P. syringae. Representacion esquematica de la organizacion en P. syringae pv. tomato (Pto),
phaseolicola (Pph) y syringae (Psyr) de los tres genes que codifican la bomba MexAB-OprM y el gen pmeR, que
se transcribe en sentido opuesto.

El mutante DC3000A presenta el gen mexA interrumpido con un interposoén, lo que impide la expresion
del operén mexAB-oprM. La comparacion de la susceptibilidad a diferentes compuestos antimicrobianos
entre la cepa silvestre y un mutante carente de la bomba MexAB-OprM (DC3000A) permiti6 identificar los
sustratos que expulsa. Otro mutante desprovisto de pmeR, DC3000R, permiti6 determinar nuevos
sustratos de la bomba tras observar que la resistencia a varios compuestos aumentaba en DC3000R por
una mayor expresion del transportador (Vargas et al., 2011). Los resultados de varios investigadores
indican que el transportador MexAB-OprM de Pto DC3000 posee un amplio rango de sustratos y confiere
resistencia a multiples antibiéticos (B-lactamicos, cefalosporinas, quinolonas, tetraciclina y cloranfenicol),
biocidas (butilparabeno y metilparabeno) y metabolitos secundarios de plantas (berberina, (+)-catequina,
isotiocianatos, morina, naringenina, floridzina y floretina) (Stoitsova et al., 2008; Fan et al., 2011; Vargas et
al., 2011). Esta resistencia multiple a compuestos de distinta naturaleza y estructura ya se habia
observado también en transportadores RND de otras bacterias, como TtgABC y MepABC de P. putida
DOT-T1E y KT2442, respectivamente, que expulsan diferentes disolventes organicos y antibioticos
(Fukumori et al., 1998; Ramos et al., 1998) o en el transportador AcrAB de los patégenos de plantas D.
dadantii y E. amylovora, que confiere resistencia a antibiticos, colorantes y compuestos derivados de
plantas, como floretina y naringenina (Burse et al., 2004a; Maggiorani-Valecillos et al., 2006).

Curiosamente, la transcripcion de los genes de la bomba y del regulador incrementa en presencia de
varios sustratos del transportador MexAB-OprM, como butil y metilparabeno, floretina o naringenina, ya
que provocan la desrepresion de los promotores de mexAB-oprM y pmeR in vivo. Estas observaciones,
junto con el hecho de que la expresion de mexAB-oprM y pmeR incrementa en el mutante DC3000R en
comparacion con la cepa silvestre y el ligero pero reproducible aumento de la resistencia a varios
compuestos antimicrobianos en la cepa DC3000R, demuestran que PmeR es el represor local de mexAB-
oprM'y que también regula su propia expresion (Vargas et al., 2011).

La purificacion del regulador PmeR permiti6 llevar a cabo su caracterizacion funcional: se identifico su
operador en la region intergénica pmeR-mexA y se demostrd que PmeR se disocia del mismo tras la union
a los compuestos que inducen su expresion in vivo (Vargas et al., 2011). PmeR es miembro de la familia
de reguladores transcripcionales TetR, que poseen una region N-terminal muy conservada con un motivo
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hélice-giro-hélice (HTH, helix-turn-helix) de unién a ADN y una regién C-terminal variable que comprende
el dominio de dimerizacion y el de union a efectores (Ramos et al., 2005; Yu et al., 2010). PmeR se une a
un operador de 22 pb que solapa con los promotores de mexAB-oprM y pmeR, especificamente con la
region -10 del promotor pmeR y su inicio de transcripcion, y con la caja -35 del promotor mexAB-oprM,
reprimiendo la transcripcion de mexAB-oprM 'y pmeR. Esta represion revierte tras la union de PmeR a
moléculas efectoras, lo que provoca su disociacion del ADN y permite la expresion de su propio gen y la
del transportador. En este sentido, es importante destacar que el perfil de efectores de PmeR es mas
limitado que el rango de sustratos de MexAB-OprM, lo que significa que la expresion de la bomba se
induce solo en presencia de algunos de los compuestos que puede expulsar (Tabla 2).

Tabla 2. Estructura de los sustratos de la bomba MexAB-OprM, inductores de su expresion y efectores de PmeR
(Vargas et al., 2011)

Tipo de compuesto Nombre Estructura Sustrato  Inductor Efector
Ampicilina moﬂ o + - -
Oj’y—o Na*
O30
Antibidticos Cloranfenicol b oo + - -
HO™ :\H/Lcw
HO ©
HO EBH HBS\’?’CHJ
Tetraciclina OHNH + -* -
= 2
OH O HOSO (o]
Butilparabeno o @jﬁﬂ/\% + + ++
N o}
Biocidas
GHg
Metilparabeno D E + ++ ++
HO
o
Floretina HO oH oH
o + ++ ++
(dihidrocalcona)
HO o

HO. OH OH
Floridzina .

(dihidrocalconay) LRGN

(+)-Catequina

HO O
. (flavanol) Q/\JW
Flavonoides
Naringenina HO O
(flavanona) @nj

Morina HO o
+ ND ++
(flavonol) X oo
OH O
OH
Quercetina Ho o O on i ND "+
(flavonol) L on

ND, no determinado; ¥, no mostrado; el nimero de + indica mejor inductor o efector; +/-, inhibe la formacién del
complejo PmeR/operador pero no causa su disociacion.
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Se han identificado compuestos vegetales que son efectores de la proteina reguladora PmeR y
sustratos de la bomba de eflujo y se ha confirmado que el transportador MexAB-OprM de Pto DC3000
confiere resistencia a compuestos antimicrobianos de origen vegetal, principalmente flavonoides (Stoitsova
et al., 2008; Fan et al., 2011; Vargas et al., 2011; Tabla 2). Otros autores han demostrado que A. thaliana 'y
S. lycopersicum (tomate) responden a la infeccion por Pto DC3000 produciendo &cidos organicos,
flavonoides como rutina (quercetina glicosilada), fenilpropanoides y otros compuestos fenolicos
(Hagemaier et al., 2001; Lopez-Gresa et al., 2010, 2011). Por tanto, la bomba MexAB-OprM parece tener
un papel fisioldgico relevante en el habitat natural de Pto como mecanismo de defensa frente a esos
compuestos. Ademas, algunas moléculas sefial de plantas, como la floretina y la naringenina, promueven
significativamente la expresion de mexAB-oprM, lo que reduciria en gran medida el efecto de estos
compuestos en los estadios iniciales de la interaccion planta-bacteria. De hecho, la mutaciéon de mexAB-
oprM provoca una disminucién de la capacidad de Pto para colonizar la planta hospedadora y competir
eficientemente con la cepa silvestre (Vargas et al., 2011; 2013).

En resumen, la bomba MexAB-OprM de Pto DC3000 media la resistencia a compuestos
antimicrobianos producidos por las plantas confiriéndole proteccion, facilitando la supervivencia inicial en la
superficie de las hojas, la posterior colonizacion de la planta hospedadora y el desarrollo de la
enfermedad. Ademas, MexAB-OprM es capaz de eliminar otros agentes antimicrobianos, como
antibioticos, lo que podria permitir a Pto DC3000 competir eficientemente con otras bacterias epifitas
presentes en las hojas.

2.2. Transportadores MATE

Los transportadores de la familia MATE (multidrug and toxic compound extrusion) funcionan por un
mecanismo de antiporte droga:Na* o H* eliminando compuestos toxicos al medio externo (Figura 8). En la
actualidad, se pueden encontrar en las bases de datos mas de 1.000 proteinas de este tipo v,
curiosamente, estan presentes en todos los reinos (arqueas, bacterias y eucariotas), lo que sugiere que
estos transportadores son comunes a todos los organismos vivos (Putman et al., 2000; Hvorup et al.,
2003; Brown et al., 1999). Asi, se han identificado dos genes en el cromosoma 17 humano, denominados
hMATE1 y hMATE. Cuando hMATE1 se expresa en células HEK293, media el intercambio H*/cationes
organicos (Otsuka et al., 2005; Matsumoto et al., 2008). Aunque la longitud de las proteinas de la familia
MATE oscila entre 400 y 700 aminoé&cidos, la mayoria posee 400-550 residuos con 12 hélices
transmembrana (TMS). Aparentemente, no se existe conservacion de secuencia en estos transportadores,
pero todas estas proteinas muestran un 40% de similitud de secuencia (Omote et al., 2006).

Solo se han caracterizado unos 20 transportadores MATE en bacterias, pero las secuencias de los
genomas bacterianos contienen muchos mas ejemplos (Omote et al., 2006; Kuroda y Tsuchiya, 2009). Los
transportadores MATE bacterianos confieren resistencia frente a las fluoroquinolonas (p.ej., norfloxacina),
tintes catidnicos (acriflavina y etidio), aminoglucésidos (especialmente kanamicina y estreptomicina) o
flavonoides (berberina); es decir, actuan como transportadores de mdiltiples compuestos mostrando una
preferencia por cationes organicos. Los sustratos de los transportadores MATE identificados hasta ahora
son diferentes y no tienen estructuras quimicas relacionadas y, aunque la gama de sustratos es mas
estrecha que la de los transportadores de tipo RND, no hay duda de que los transportadores MATE
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también estan implicados en MDR (Kuroda y Tsuchiya, 2009). Se debe mencionar que la mayoria de los
transportadores MATE bacterianos se han identificado tras expresarlos en un hospedador heterélogo, una
cepa de E. coli hipersusceptible a compuestos antimicrobianos porque carece del transportador AcrAB
(Morita et al., 2000). Por lo tanto, el papel y la importancia de estas bombas en sus correspondientes
cepas nativas no estan claros.

El primer transportador de la familia MATE que se caracterizd funcionalmente fue NorM de Vibrio
parahaemolyticus, que confiere resistencia a multiples agentes catidnicos tdxicos (incluyendo las
fluoroquinolonas) gracias su antiporte con Na*. Otros transportadores caracterizados son una putativa
proteina de resistencia a etionina de Saccharomyces cerevisiae, una bomba de eflujo de drogas:cationes
de A. thaliana y la proteina DinF (DNA damage-inducible protein F) de E. coli (Morita et al., 2000; Li y
Nikaido, 2004; Kuroda y Tsuchiya, 2009). Las proteinas bacterianas poseen alrededor de 450 aminoéacidos
y presentan 12 putativos segmentos transmembrana (TMS), que parece que surgieron tras una duplicacion
interna en un gen que codificaba una proteina con 6 TMS. Las proteinas de levaduras son mas grandes,
de hasta 700 residuos, y también poseen 12 TMS; algunas de las proteinas de origen animal presentan
una hélice C-terminal adicional.

La extrusidn de cationes organicos por la mayoria de los transportadores de tipo MATE a través de la
membrana plasmatica, incluido NorM de V. parahaemolyticus, esta energéticamente acoplada a la fuerza
Na*-motriz. Esta fuerza se genera gracias a la accion de bombas de Na* o de antitransportadores de
Na*/H* acoplados a la cadena respiratoria (Figura 11). Sin embargo, la actividad de los transportadores
AbeM de Acinetobacter baumanii y PmpM de P. aeruginosa esta acoplada a la fuerza de H*-motriz (Su et
al., 2005; He et al., 2004). Por tanto, los transportadores MATE bacterianos caracterizados hasta el
momento son antitransportadores de H* o Na* y cationes orgénicos (Figura 11).

~

H+ o Na*

Drogas
H+ o Na+ —/
NADH

Drogas Cadena
cationicas | Respiratoria

>—>H+0Na+—/

ATPasa

H+
Intercambiador Na*/H*

AN

Figura 11. Funciones propuestas para los transportadores MATE bacterianos. Las bacterias acumulan
compuestos catidnicos toxicos en su citoplasma, pero son eliminados por transportadores de tipo MATE a
expensas de la fuerza H*- o Na*-motriz. Esta fuerza se establece por accion de bombas primarias de H* o de
Na* (translocacién de H* o Na* por ATPasas o por la cadena respiratoria) o de un intercambiador secundario de
H* y Na*. El uso de H* o Na* en el antiporte parece depender de la especie bacteriana. Modificado de Omote et
al. (2006).
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Otras proteinas bacterianas caracterizadas son MepA de Staphylococcus aureus, que tiene una gran
importancia clinica ya que su sobreexpresion confiere resistencia a la tigeciclina, un antibidtico
recientemente desarrollado con buena actividad antimicrobiana frente a cepas de S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA) o vancomicina (McAleese et al., 2005). PmpM de P. aeruginosa, uno de los
transportadores de esta familia que usa el mecanismo antiporter droga/H*, confiere resistencia a
acriflavina, bromuro de etidio, norfloxazina y rodamina (He et al., 2004).

En bacterias fitopatdgenas, se han descrito algunos trasportadores MATE, como DinF de Ralstonia
solanacearum, que expulsa acido nalidixico, acriflavina, ampicilina, berberina, bromuro de etidio, DAPI
(4',6-diamidino-2-fenilindol), esculetina, tomatina o tetrafenilfosfonio (Brown et al., 2007), o NorM de
Erwinia amylovora, implicado en la tolerancia a ampicilina, azul de metileno, berberina, bromuro de etidio,
ciprofloxacina, floretina, kanamicina, norfloxacina y violeta cristal (Burse et al., 2004b). Erwinia amylovora
provoca el tizdén de fuego, una enfermedad necrotréfica que afecta a miembros de la familia Rosaceae
(como manzanos y perales). Se observd que sobrenadantes de cultivos de Pantoea agglomerans, una
bacteria epifita capaz de controlar las poblaciones de E. amylovora, inhibian el crecimiento de un mutante
de E. amylovora carente de NorM, pero no afectaban a la cepa silvestre. Es decir, este transportador
contribuye a la resistencia intrinseca a uno o varios compuestos producidos por P. agglomerans (Burse et
al., 2004b).

3. Técnicas de captura de imagenes para la deteccion del estrés bidtico

Uno de los principales problemas que plantean los estudios de la planta huésped infectada por un
patdgeno vegetal es que no se produce una alteracién uniforme del metabolismo foliar, ni de la actividad
fotosintética del hospedador enfermo, ni del desarrollo de sintomas. La aparicion de distintas técnicas de
imagen para el diagnostico del estrés vegetal ha resuelto en parte este problema, proporcionando mapas
foliares o de frutos de los procesos fisiologicos de la planta huésped sobre los que actia el agente
fitopatogeno (Baron et al, 2012; Ducruet et al., 2012). Pueden aplicarse a distintos niveles: en el
laboratorio para investigar el mecanismo de accion del patégeno, en invernadero mediante la instalacion
de sensores en movimiento, hasta en campo a pequefia escala con equipos portatiles 0 a gran escala
mediante sensores aerotransportados (Chaerle y Van Der Straeten, 2000; 2001).

El desarrollo de técnicas de captura de imagenes, como las de la fluorescencia de la clorofila (Chl-Fl,
emision a 650-720 nm) y azul y verde (BGFI, emisién a 400-500 nm) ha permitido el anélisis de la
funcionalidad del proceso fotosintético y la activacion del metabolismo secundario, respectivamente.
Ademas, la termografia de imagen (radiacion infrarroja) ofrece informacion sobre los patrones de
transpiracion de las hojas. Todas estas técnicas pueden ser aplicadas de forma simultanea a la misma
planta, lo que permite una evaluacion del complejo “sindrome de estrés” y han demostrado su utilidad en el
analisis de las interacciones planta-patdgeno (Chaerle y Van Der Straeten, 2001; Nedbal y Whitmarsh,
2004; Chaerle et al., 2007).
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3.1. Fluorescencia multiespectral inducida por UV

El uso de las técnicas de imagen para el seguimiento y diagndstico de patégenos vegetales se ha
basado en gran parte en el efecto que éstos tienen sobre el proceso fotosintético y en medidas de Chl-Fl.
Sin embargo, ademas de las iméagenes de distintos parametros de la cinética de la Chl-F, son de gran
utilidad las de fluorescencia azul y verde. La excitacion de una hoja en el rango UV-A (A= 355 nm) conduce
a la emisién, no sélo de fluorescencia roja y en el rojo lejano (Chl-FI, 690 y 740 nm), sino también azul y
verde (BGF, 440 y 520 nm) (Figura 12).

Las emisiones F690 y F740 tienen un origen comdn que es la clorofila a (Chl a), unico fluoréforo
presente en las hojas que emite en esta parte del espectro puesto, que la Chl b transfiere toda su energia
de excitacion a la Chl a in vivo (Cerovic et al., 1999). La BGF, a diferencia de la Chl-F, tiene un origen
heterogéneo, puesto que son varios los fluordforos que pueden contribuir a esta emisién. Son
generalmente metabolitos secundarios como fenoles, polifenoles y fenilpropanoides relacionados con la
ruta del shikimato (Cerovic et al., 1999), destacando los acidos hidroxicinamicos, como el ferulico
(Lichtenthaler y Schweiger, 1998; Morales et al., 1994; 1996; Meyer et al., 2003) el cumérico y el
clorogénico (Lichtenthaler y Schweiger 1998; Cerovic et al., 1999). Algunas nicotinamidas, (NAD, NADH),
flavinas (FMN, FAD, riboflavina) y coenzimas (piridoxal-5'-fosfato) también emiten fluorescencia en el
verde y en el azul, pero esta emision estd enmascarada por la del resto de fluoréforos y necesita de
fluorimetros altamente sensibles para su deteccion (Cerovic et al., 1999).

Fluorescencia
(unidades relativas)

400 500 600 700 800

Emision {longitud de onda en nm)

Figura 12. Espectro de emisién de fluorescencia inducido por luz UV en una hoja verde. Los maximos
de emision estan indicados como 440 nm, 520 nm, 690 nm y 740 nm. Modificado de Buschmann et al. (2000).

La emision de F440, F520, F690 y F740 varia dependiendo del origen de la hoja, especie vegetal,
cantidad de pigmentos foliares, edad, si consideramos el haz o el envés y de las condiciones ambientales
o los factores de estrés a los que ha estado expuesta la planta (Buschmann et al., 2000; Lichtenthaler,
1998). La asimetria estructural del haz y el envés de las hojas en plantas dicotiledoneas afecta la emision
de BGF y Chl-F (Figura 13). En estas hojas, la mayor parte de la BGF procede de la cuticula, de las
paredes celulares de la epidermis y del tejido vascular, mientras que la Chl-F procede del mesdfilo y de los
cloroplastos de las células oclusivas de los estomas, ya que la epidermis carece de cloroplastos. En la
cara adaxial (haz) de la hoja, expuesta a la luz, con una epidermis gruesa y un parénquima en empalizada,
compuesto por células altamente empaquetadas, se favorece la reabsorcién de la Chl-F y por ello presenta
una menor fluorescencia inducida por UV que la cara abaxial (envés), que tiene una epidermis mas fina y
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un parénquima lagunar, en el que las células dejan entre si grandes espacios intercelulares (Buschmann y
Lichtenthaler, 1998).

Ya que la fluorescencia BGF y la Chl-F poseen distintos origenes y estan afectadas de forma
independiente por factores fisioldgicos y ambientales, en ocasiones se hace necesario emplear cocientes
de fluorescencia: F690/740, F440/520, F440/690, F440/740, F520/690, F520/740. El cociente F690/740
tiene una relacién inversa con la cantidad de clorofila, puesto que la clorofila in vivo absorbe en la region
cercana a los 690 nm (Gitelson et al., 1998) y, a mayor concentracion del pigmento, habra una mayor
reabsorcion de la fluorescencia emitida. Sin embargo, esto no sucede con la fluorescencia en el rojo
lejano, que es independiente de la concentracion de la clorofila (Gitelson et al., 1998; Buschmann et al.,
2000).

Los cocientes F440/690 y F440/740 han demostrado ser los méas sensibles para el diagnostico de
estrés (Schweiger et al., 1996). También el cociente F440/520 es muy Util como indicador de estrés a largo
plazo; debido a que los fluoréforos que emiten en el verde son mas constantes en el tiempo, generando
cambios en este cociente en horas y dias; contrario a lo que sucede con los parametros que dependen de
la clorofila, que cambian cada milisegundo, convirtiéndose en un indicador a corto plazo (Buschmann y
Lichtenthaler, 1998).
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Figura 13. Asimetria de una hoja de dicotiledénea. A. Micrografia de epifluorescencia (200x) de la
emision en el visible de una seccion longitudinal de una hoja. Adaxial (ad); abaxial, (ab) B. Espectros de emision
de la epidermis ad y de las células del mesofilo (tomado de Mantha et al., 2001 y Buschmann et al., 2000 y
modificado por Pineda, 2007).

3.1.1. Instrumentacién

Las técnicas de MCF inducidas por luz UV, tienen distintos niveles de aplicacion, todos de gran utilidad
para la deteccion del estrés vegetal. Desde la utilizacion de microscopios de epifluorescencia, que
proporcionan una valiosa informacion sobre la localizacion celular de los fluoréforos vegetales (Stober y
Lichtenthaler 1993b; Agati et al., 2002; Mantha et al., 2001; Hideg et al., 2002) hasta el uso de sensores
adecuados en teledeteccion para la monitorizacion de cultivos (Nilsson, 1995; Luedeker et al., 1997;
Apostol et al., 2003; Moya et al., 2003; Apostol et al., 2005).
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También estéd extendido el uso de espectrofluorimetros, en los que se registra el espectro de emision
de fluorescencia de areas seleccionadas de una hoja tras su excitacién con luz UV producida por lamparas
de xenon o laseres (LIF, laser-induced fluorescence). La necesidad de obtener informacion espacial mas
completa, propicié el disefio de aparatos de captura de imagenes MCFI (Lang et al., 1996; Lichtenthaler et
al., 1996; Lichtenthaler y Miehé, 1997) tipo LIF o FL-FIS (flash lamp-fluorescence imaging system), segun
la procedencia de la luz de excitacion. En ambos casos, se adquieren imagenes de F440, F520, F690 y
F740 secuencialmente para el mismo campo de visién, cada una con el filtro apropiado, mediante una
camara CCD (charge-coupled device) sincronizada con la fuente luminica. Los filtros estan montados en
una ruleta frente a la camara CCD y se cambian automaticamente. Con la ayuda de un software adecuado
se integran los datos de fluorescencia y se obtienen las imagenes, que suelen presentarse en escala de
grises, pero es posible la aplicacion de una escala de falsos colores que reaulta mas intuitiva (Buschmann
y Lichtenthaler, 1998; Buschmann et al., 2000; Lichtenthaler y Babani, 2000). Varios laboratorios han
desarrollado sus propios equipos de MCFI. En la Figura 14 se muestra el del grupo Dr. Lichtenthaler, de la
Universidad de Karlsruhe.
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Figura 14. Esquema del sistema de fluorescencia de imagen (FL-FIS) de la Universidad de Karlsruhe.
Tomado de Buschmann et al. (2000).

El Dr. Szigeti dispone de un equipo similar que nuestro grupo utilizo para la deteccién del estrés bidtico
(Szigeti et al., 2002; Szigeti, 2008; Pineda et al., 2008). También se han disefiado otros equipos en los que
son LEDs (light-emitting diode) los que proporcionan la luz de excitacién (Marcelis et al., 2006). Lenk et al.
(2007) han revisado, tanto la instrumentacion (detectores, fuentes de alimentacién, adquisicién de datos y
procesamiento de imagenes) como las diferentes aplicaciones de la MCFI. En la presente tesis se ha
utilizado el equipo de MCFI descrito en el apartado 9.1 de Materiales y Métodos, que es una adaptacién
del FluorCam 800-C (P.S.l., Brno Czech Republic, www.psi.cz) en el que la luz de excitacion es
proporcionada por un panel de LEDs que emiten a 360 nm. Estudios realizados con un equipo similar han
combinado el uso de la microscopia de excitacion de dos fotones para la deteccion de fluorescencia verde
en las capas mas profundas de la hoja. (Benediktyova y Nedbal, 2009).
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3.1.2. Aplicaciones de la MCF inducida por luz UV en el entorno agrario

En las Ultimas décadas, se han encontrado multiples aplicaciones de la fluorescencia multiespectral
inducida por luz UV en la identificacién y clasificacion de plantas (Chapelle et al., 1985), asi como en la
investigacion de su crecimiento y desarrollo, ya que los cocientes BGF/Chl-F varian dependiendo si la
planta es mono o dicotileddnea, con la edad y durante el enverdecimiento (Stober y Lichtenthaler, 1992;
Babani y Lichtenthaler, 1996; Babani et al., 1996) o la senescencia (Meyer et al., 2003). La relacién entre
ambos tipos de fluorescencias ha sido también de utilidad para el seguimiento y control de la calidad de
frutos (Wulf et al., 2003; Zude, 2006; Ariana et al., 2006).

Merece especial atencion el uso de la MCF para la deteccion del estrés vegetal y de respuestas de
defensa. Diversos autores han sefialado que los distintos cocientes de fluorescencia pueden ser muy Utiles
para comprobar el grado de proteccion de una planta frente a la luz UV(Babani et al., 2005; Buschmann y
Lichtenthaler, 1998; Lenk y Buschmann, 2006). Dentro del campo del diagndstico de deficiencias
nutricionales de plantas, esta técnica ha demostrado sobradamente su utilidad en la valoracion de la
nutricidn nitrogenada de un cultivo mediante el estudio de cocientes como F440/690 y F440/740
(Langsdorf et al., 2000; Apostol et al., 2003; Corp et al., 2003; Mercure et al., 2004; Lichtenthaler et al.,
2005), utilizandose incluso en teledeteccion (Apostol, 2005). Cadet y Samsom (2011) detectan mediante
MCF inducida por UV deficiencias de N, P y K en girasol, Morales et al. (1994) deficiencias de Fe mediante
cambios en el cociente F460/525 (azul/verde), y Schuerger et al. (2003) han estudiado la toxicidad por Zn
mediante una combinacién de espectroscopia de fluorescencia inducida por laser e imagen hiperespectral.
Con respecto al estrés hidrico (Morales et al., 1998; Hideg et al., 2002) y térmico, ambas situaciones
inducen variaciones en los cocientes BGF/ChI-F (Lang et al., 1996; Schweiger et al., 1996; Buschmann y
Lichtenthaler, 1998). Szigeti (2008) resumi6 los cambios en los distintos cocientes de fluorescencia
multiespectral en distintas situaciones de estrés biético y abidtico estudiadas (Tabla 3).

Tabla 3. Cambios en los cocientes de fluorescencia. F440/690 (azul/roja), F440/740 (azul/rojo lejano),
F690/740 (rojo/rojo lejano), F440/520 (azuliverde) como indicadores de estrés (Szigeti, 2008, ampliado de
Buschmann et al. 2000).

Factor de estrés F440/690  F440/740  F690/740  F440/520
Deficiencia de agua ++ ++ 0 0
Deficiencia de N ++ + + 0
Luz fuerte ++ ++ +
Ataque por acaros ++ ++ 0 +
Infeccion por roya +t ++ ++
Estrés por calor 0
Estrés por radiaciéon UV-A - - 0 +
Fotoinhibicién ++ ++ - 0
Tratamiento con paraquat + +
Estrés por Cd + + +
Tratamiento con diuron - - + 0

++: muy significativo, +:significativo, --;poco significativo, -: no significativo, 0: sin cambios.
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3.1.3. Aplicaciones de la MCF inducida por luz UV a la deteccion y seguimiento de patégenos

vegetales

Esta técnica ha demostrado ser de gran utilidad en el estudio de la respuesta de plantas frente a
patdgenos, debido a que la activacion su metabolismo secundario ante la invasion conlleva un aumento de
compuestos fendlicos implicados en su defensa, bien como antimicrobianos o como precursores de
lignina/suberina para el fortalecimiento de la pared vegetal (Nicholson y Hammerschmidt,1992; Kofalvi y
Nassuth, 1995; Dixon y Paiva, 1995; Dixon et al., 2002; Parker et al., 2009). Tal y como hemos detallado
anteriormente y se resume en Cerovic et al. (1999) y Buschmann y Lichtenthaler (1998), los compuestos
fendlicos son los principales emisores de BGF. Se dispone de mayor cantidad de informacion sobre el
efecto de distintos patégenos en los parametros de fluorescencia roja, pero la informacion relativa a los
cambios en BGF es més escasa (Lenk et al., 2007). Sin embargo, a continuacion mencionaremos distintos
casos de interaccion planta-patdgeno en los que se han detectado incrementos en BGF, lo que puede
correlacionarse con una activacion del metabolismo secundario de la planta hospedadora.

Lideker et al. (1996) muestran la utilidad de la MCF inducida por laser para la teledeteccion de
enfermedades fungicas como mildiu y roya en manzanos (Malus sylvestris), cebada (Hordeum vulgare),
pepino (Cucumis sativa) y trigo (Triticum aestivum), proponiendo la utilizacién del cociente F440/730 para
un diagnostico temprano. Buschmann y Licthtenthaler (1998) detectaron mediante MCFI las lesiones
ocasionadas por moscas blancas en hojas de tabaco, asi como los dafios ocasionados por acaros. Estos
succionan los cloroplastos del envés de las hojas y provocan un descenso de Chl-F que se visualiza en los
cocientes F440/690 y F440/740. En hojas de col china infectadas con el virus del mosaico amarillo del
nabo Szigeti et al. (2002) registraron aumentos de los cocientes F440/690, F440/740 y F690/740. Mas
recientemente, Chaerle et al. (2007b) mostraron un aumento de la BGF durante la HR provocada por TMV
(xxx mosaic virus) en plantas de tabaco resistentes y lo correlacionaron con un aumento en la produccion
de escopoletina. Scharte et al. (2005) y Swarbrick et al. (2006) observaron mediante un microscopio de
fluorescencia con excitacion de laser UV una intensa fluorescencia amarilla en hojas de tabaco infectadas
con Phytophthora nicotianae (interaccién incompatible) y en las de plantas de cebada resistentes al hongo
Blumeria graminis, respectivamente, tras la eliminacion de la Chl. Esta autofluorescencia fue atribuida a
compuestos fenolicos y/o deposicion de calosa durante la respuesta de defensa y muerte celular de la
planta inoculada.

Pineda et al. (2008) mostraron el aumento de BGF con un patron foliar caracteristico en hojas
asintomaticas de plantas de Nicotiana benthamiana infectadas con el virus del moteado suave del pimiento
(PMMoV), siendo el acido clorogénico uno de los principales contribuyentes a esta emision. Las imagenes
de los cocientes entre Chl-FI y BGF (F440/690 y F440/740) fueron excelentes indicadores de la infeccion
(Figura 15). Previamente, Sajnani (2005) habia detectado que la BGF se incrementaba de forma més
acentuada en el envés foliar en las hojas infectadas con PMMoV, registrando ademas una acumulacion de
compuestos que absorben en el UV, principalmente en el haz, antes incluso de la aparicién de sintomas.
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Figura 15. Imagenes de F440/520, F440/690, F440/740 and F690/740 de hojas asintomaticas de
Nicotiana benthamiana control e infectadas con el PMMoV. Se muestran los patrones de las caras abaxial y
adaxial de la hoja a 5y 17 dpi. La escala de falsos colores aplicada se muestra para cada panel (tomado de
Pineda et al., 2008).

Pereira et al. (2011) proponen la técnica de MCFI con excitacion de laser UV, en especial las imagenes
de fluorescencia verde, para la deteccién presintomatica del enverdecimiento de los citricos (citrus
greening), causado por la bacteria Candidatus Liberibacter spp. Usando espectroscopia de fluorescencia
inducida por laser también se ha podido diferenciar una deficiencia de N de una infeccion con Puccinia
triticina en trigo (Burling et al, 2011). Asimismo, se ha utilizadp esta técnica para la deteccion
presintomatica de oidio y para la diferenciacién de variedades resistentes y sensibles en el mismo cereal
(Burling et al., 2012). Benediktyova y Nedbal (2009) combinan MCFI inducida por UV con el uso de
microscopia de excitacion de dos fotones para realizar el seguimiento de infecciones con Pseudomonas
syringae (marcada con GFP) en Arabidopsis, obteniendo imagenes en 3D (Figura 16).

Figura 16. Distribucién en una unica seccién éptica (a) y tridimensional (b) de P. syringae obtenida
mediante microscopia de excitacion de dos fotones en células del meséfilo de una hoja de Arabidopsis
tras 24 h de infeccién. La fluorescencia verde es emitida por la bacteria marcada con GFP y la roja proviene de
los cloroplastos. La imagen 3D se reconstruye a partir de mdltiples secciones opticas usando el software ImageJ
(Benediktyova y Nedbal, 2009).
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El objetivo general de esta tesis doctoral es descifrar si los transportadores de tipo multidrug resistance
(MDR) de bacterias fitopatogenas pertenecientes al complejo P. syringae estan implicados en el proceso
de infeccién de plantas, bien porque intervienen en la respuesta a compuestos antimicrobianos producidos
por las plantas, o bien porque exportan determinantes de virulencia a los tejidos vegetales. Al mismo
tiempo, se ha analizado la forma en que las plantas detectan y responden a una infeccion bacteriana,
prestando especial atencidn a los flavonoides, unos metabolitos secundarios que juegan un papel muy
importante en la resistencia de las plantas frente a patégenos.

Concretamente, se han estudiado 3 transportadores MDR:

1. MexAB-OprM de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 1448A, comparandolo con el

recientemente estudiado MexAB-OprM de Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000.

2. TpsABC de Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000.

3. MatE de Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000.

Caracterizandolos mediante técnicas moleculares con objeto de determinar su papel fisioldgico y su
implicacidn en los procesos infectivos y analizando mediante fluorescencia multicolor la respuesta de la
planta frente a la enfermedad desarrollada por la bacteria.
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1. Cepas bhacterianas

Las cepas objeto de estudio en este trabajo han sido Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 1448A
(Pph 1448A, Taylor et al., 1996; Joardar et al., 2005) y Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Pto
DC3000, Cuppels, 1986). Otras cepas bacterianas utilizadas fueron los mutantes generados en los genes
de interés y algunas cepas de E. coli que se emplearon como hospedadoras de plasmidos. La lista de
estas cepas y sus caracteristicas mas relevantes se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Cepas bacterianas

Cepa Caracteristica Referencia
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
14482 Tipo silvestre, raza 6 Taylor et al., 1996
1448AAmex AmexAB-oprM Stoitsova et al., 2008
PphA KmR, mexA::QKm Este trabajo
PphR KmR, pmeR::QKm Este trabajo
Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000 RifR, cepa parental Cuppels, 1986
DC3000A KmR, mexA::QKm Vargas et al., 2011
DC3000R KmR, pmeR::QKm Vargas et al., 2011
AhrpL KmR, hrpL::QKm Aragén et al., no publicado
Aiaal KmR, jaal.:QKm Aragén et al., no publicado
AmatE KmR, matE::QKm Aragén et al., no publicado
5191:Tn5 KmR, PSPTO_5191::Tn5 Prada et al., no publicado
A5191 KmR, PSPTO_5191::QKm Este trabajo
A5194 KmR, PSPTO_5194::QKm Este trabajo
Escherichia coli
DH5a NalR, recA1 supE44 endA1 hsdR17 gyrA96 relA1 thi-1 Hanahan, 1983

AlacU169 (®80lacZAM15)
JM109 NalR, recA1 supE44 endA1 hsdR17 gyrA96 relA1 thi A(lac- Yanisch-Perron et al., 1985

proAB) F’ (traD36 proAB+ lacle lacZAM15)

2. Plasmidos y oligonucleétidos

2.1. Plasmidos utilizados en este trabajo
Las principales caracteristicas de los plasmidos utilizados en este trabajo se recogen en la Tabla 5.

2.2. Plasmidos construidos en este trabajo
Las principales caracteristicas de los plasmidos construidos en este trabajo se recogen en la Tabla 6.

Tabla 5. Plasmidos y vectores utilizados.

Plasmido Caracteristicas Referencia

pGEM-T ApR, vector de clonacion para ligar productos de PCR (A-T) Promega
pHP45QKm  ApR, KmR, pldsmido portador del interposén QKm de 2.25 kb Fellay et al., 1987
pJB3Tc19  TcR ApR, vector de expresion de amplio espectro de huésped Blatny et al., 1997

pJBpleD* TcRApR, derivado de pJB3Tc19 que contiene un fragmento  Pérez-Mendoza et al., 2014
EcoRI-Xbal de 1,4 kb con el gen pleD* de C. crescentus, bajo
el promotor lac
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Tabla 6. Plasmidos construidos en este trabajo.

Plasmido Caracteristicas Referencia

pPGA-Pph ApR, pGEM-T con un fragmento de 2.630 pb que incluye el gen Este trabajo
mexA de Pph 1448A al que se le ha introducido un sitio EcoRl

pPGA-Pph::QKm  ApRKmR, pGEM-T con el gen mexA interrumpido con el interposon  Este trabajo
QKm en el sitio EcoR/

pPGR-Pph ApR, pGEM-T con un fragmento de 2.883 pb que contiene el gen  Este trabajo
pmeR de Pph amplificado por PCR

pPGR-Pph::QKm  ApRKmR pGEM-T con pmeR interrumpido con el interposon Este trabajo
QKm(Eco47ll) en el sitio Smal

pPG5191 ApR, pGEM-T con un fragmento de 1.229 pb que contiene el gen Este trabajo
PSPTO_5191 de Pto DC3000 delecionado y con un sitio EcoRl a
61 pb de suATG

pPG5191::QKm  ApR KmR, pPG5191 con el interposén QKm insertado en el sitio  Este trabajo

EcoRl

pPG5194 ApR, pGEM-T con un fragmento de 1.414 pb que contiene el gen Este trabajo
PSPTO_5194 de Pto DC3000 delecionado y con un sitio EcoRI a
39 pb de suATG

pPG5194::QKm  ApRKmR, pPG5194 con el interposén QKm insertado en el sitio Este trabajo
EcoRl

2.2.1. pPGA-Pph y pPGA-Pph::QKm

pPGA-Pph::QKm es un plasmido que porta el gen mexA interrumpido con el interposén QKm que se
utilizé para mutar el gen silvestre mediante reemplazamiento génico en la cepa Pph 1448A. Con el fin de
insertar un sitio de corte para EcoRI en mitad del gen mexA se llevaron a cabo varias reacciones de PCR
solapantes. Por una parte, se amplifico una region de 1.130 pb con los cebadores 3FIrR-Pph (5'-
TCAGGAAGCCTTGCTG-3") y flrA_Pph-EcoRIf (5'-CAACGGCAgaATTCTCAAACG-3’), que incluye la
primera mitad del gen mexA, y por otra, se amplificd una region de 1.525 pb que incluye la segunda mitad
del gen utilizando los cebadores flrA_Pph-EcoRIr (5-CGTTTGAGAATtcTGCCGTTG-3") y TtgB-
Xbal_entomophila (5°-NNNNtctagacagatacgcat ggc-3°). Los dos productos de amplificacion se purificaron
y utilizaron como ADN molde para una nueva PCR realizada con el par de cebadores externos (3FIrR-Pph
y TtgB-Xbal_entomophila). Asi se obtuvo una region de 2.634 pb que se clono en el vector pPGEM-T dando
lugar al plasmido pPGA-Pph, que contiene el gen mexA con un sitio de corte para EcoRI aproximadamente
217 pb después de su ATG. Tras digerir el plasmido pPGA-Pph con EcoRl, se ligd a un fragmento EcoRI
de 2.250 pb que portaba el interposdon QKm proveniente del plasmido pHP45QKm. El pldsmido resultante
pPGA-Pph::QKm, vector suicida en Pseudomonas, porta resistencia a ampicilina y kanamicina y se utilizd
para el reemplazamiento génico.

2.2.2. pPGR-Pph y pPGR-Pph::QKm

pPGR-Pph::QKm es un plasmido que porta el gen pmeR interrumpido con el interposon QKm que se
utilizé para mutar el gen silvestre mediante reemplazamiento génico en la cepa Pph 1448A. El gen pmeR
se amplificd por PCR a partir de ADN cromosémico de Pph 1448A con los cebadores R_Pph_F (5-
CGACGCATACGCTTGAACAGC-3) y R_Pph_3.2 (5-GGTTGATCGGCAGGCTGG-3) y el fragmento
resultante de 2.883 pb se clond en el vector pGEM-T, generando el plasmido pPGR-Pph. El plasmido se
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digirié con Smal, cuyo sitio de reconocimiento esta situado aproximadamente 481 pb después del ATG de
pmeR, y se ligd al interposén QKm (con sitios Eco47lll afiadidos en sus extremos), generando el plasmido
pPGR-Pph::QKm. El plasmido pPGR-Pph::QKm no se replica en Pseudomonas, confiere resistencia a
ampicilina y kanamicina, y se utilizé para el reemplazamiento génico tras su electroporacién.

2.2.3. pPG5191 y pPG5191::QKm

pPG5191::QKm es un plasmido que porta el gen PSPTO_5191, que codifica un transportador de tipo
RND, interrumpido con el interposon QKm que se utilizd para reemplazar el gen silvestre en la cepa Pto
DC3000. Con el fin de insertar un sitio de corte para EcoRI en mitad del marco abierto de lectura de
PSPTO_5191, se llevaron a cabo varias reacciones de PCR solapantes. Por una parte, se amplificé una
region de 647 pb con los cebadores 1-5191 (5-CAGCGAACTACACAGCG-3) y A-mut5191
(5'GAATTCGACTCACTATAGGGCGA CTGATGCTTGATGGC-3'), que incluye la primera mitad del gen
5191, y por otra, se amplificé una region de 602 pb que incluye la segunda mitad del gen utilizando los
cebadores B-mut5191 (5-CCCTATAGTGAGTCGAATTCCCCCACGCTCCGCTTTTG-3") y 2-5191 (5'-
GCAGAACTTCCTTGAGC-3). Los dos productos de amplificacion se purificaron y utilizaron como ADN
molde para una nueva PCR realizada con el par de cebadores externos (1-5191 y 2-5191). Asi se obtuvo
un fragmento de 1.229 pb, que se clond en el vector pGEM-T dando lugar al plasmido pPG5191, que
contiene un fragmento del cromosoma de Pto DC3000 en el que PSPTO_5191 ha sido delecionado y
posee un sitio de corte para EcoR| aproximadamente 61 pb después de su primer ATG.

Tras digerir el plasmido pPG5191 con EcoRl, se ligd con un fragmento EcoRI de 2.263 pb que portaba
el interposdn QKm purificado proveniente del plasmido pHP45QKm. Los clones obtenidos se verificaron
por PCR y por restriccion con EcoRIl y Sall. El plasmido resultante, pPG5191QKm, es suicida en
Pseudomonas, porta resistencia a ampicilina y kanamicina y se utilizé para el reemplazamiento génico.

2.2.4. pPG5194 y pPG5194::QKm

pPG5194::QKm es un plasmido que porta el gen PSPTO_5194, que codifica una proteina hipotética,
interrumpido con el interposdén QKm que se utilizé para reemplazar el gen silvestre en la cepa Pto DC3000.
Con el fin de insertar un sitio de corte para EcoRI en mitad del gen 5194 se llevaron a cabo varias
reacciones de PCR solapantes. Por una parte, se amplifico una region de 578 pb con los cebadores 1-
5194 (5-GACCTACAAGGCGTTCTACG-3") y A-mut5194 (5-GAATTCGACTCACTATAGGGCGGGTT
GCGATAGATGAAC-3'), y por otra, se amplificd una region de 856 pb que incluye la segunda mitad del
gen utilizando los cebadores B2-mut5194 (5-CCCTATAGTGAGTCGAATTCCCCTTAGACGATGCTTC-3")
y new 2-5194 (5-CCTGAACCACCTGCCCGACC-3’). Los dos productos de amplificacion, se purificaron y
utilizaron como ADN molde para una nueva PCR realizada con el par de cebadores externos (1-5194 y
new2-5194). Asi se obtuvo una region de 1.414 pb, que se clond en el vector pGEM-T dando lugar al
plasmido pPG5194, que contiene un fragmento del cromosoma de Pto DC3000 en el que PSPTO_5191 ha
sido delecionado y posee un sitio de corte para EcoRI aproximadamente 39 pb después de su primer ATG.

Tras la digestidn del plasmido pPG5194 con EcoRl, éste se ligd con un fragmento EcoRI de 2.263 pb
que portaba el interposén QKm purificado proveniente del plasmido pHP45-QKm. Los clones obtenidos se
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verificaron por PCR y por restriccion con EcoRI 'y Sall. El plasmido resultante, pPG5194QKm, es suicida
en Pseudomonas, porta resistencia a ampicilina y kanamicina y se utilizé para el reemplazamiento génico.

2.3. Oligonucledétidos utilizados en este trabajo
Los oligonucledtidos empleados en este trabajo han sido sintetizados por Sigma, la secuencia y

caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados para PCR se especifican en la Tabla 7.

Tabla 7. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo para la amplificacién de productos por PCR

Cebadores Secuencia (5’ — 3’) Caracteristicas
3FIrR-Pph TCAGGAAGCCTTGCTG Amplifican una regién de 1.130
firA_Pph-EcoRIf CAACGGCAgaATTCTCAAACG pb que incluye la primera mitad

firA_Pph-EcoRlIr

TtgB-Xbal_entomophila

TtgA-BamHI_syringae
TtgB-Xbal_entomophila

R_Pph_F
R_Pph_3.2

1-5191
A-mut5191

B-mut5191
2-5191

1-5194
A-mut5194

B2-mut5194
new 2-5194

U21 (universal)
R21 (reverso)

Cgtttgagaattctgeegttg
NNNNtctagacagatacgcatggc

GGCTCCTGCCCCGAGGATCcTC
NNNNtctagacagatacgcatggc

CGACGCATACGCTTGAACAGC
GGTTGATCGGCAGGCTGG

CAGCGAACTACACAGCG
GAATTCGACTCACTATAGGGCGACTGATGCTTGATGGC

CCCTATAGTGAGTCGAATTCCCCCACGCTCCGCTTTTG
GCAGAACTTCCTTGAGC

GACCTACAAGGCGTTCTACG
GAATTCGACTCACTATAGGGCGGGTTGCGATAGATGAAC

CCCTATAGTGAGTCGAATTCCCCTTAGACGATGCTTC
CCTGAACCACCTGCCCGACC

GTAAAACGACGGCCAGT
CAGGAAACAGCTATGAC

del gen mexA, generando un sitio
de corte para EcoRl

Amplifican una region de 1.525
pb que incluye la segunda mitad
del gen mexA, generando un sitio
de corte para EcoRl

Cebadores  utilizados  para
verificar por PCR el mutante
mexA. Amplifican una region de
1.752 pb en la cepa silvestre de
Pph

Amplifican una region de 2.883
pb que contiene pmeR

Amplifican una regién de 647 pb
que incluye la primera mitad del
gen PSPTO_5191

Amplifican una regién de 602 pb
que incluye la segunda mitad del
gen PSPTO_5191

Amplifican una region de 578 pb
que incluye la primera mitad del
gen PSPTO_5194

Amplifican una regién de 856 pb
que incluye la segunda mitad del
gen PSPTO_5194

Cebadores  utilizados  para
verificar y  secuenciar  los
fragmentos clonados en los
vectores pGEM-T
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3. Medios y condiciones de cultivo

3.1. Medios

Los medios sdlidos y liquidos, asi como otras soluciones que se utilizaron durante el desarrollo de este
estudio se esterilizaron normalmente por calor himedo en autoclave a 120°C y una atmdésfera de presion
durante 20 min. Algunas soluciones se esterilizaron por filtracién con filtros de nitrocelulosa estériles con
poro de 0,22 um de diametro.

3.1.1. Medios ricos

El cultivo habitual de las distintas cepas de Pto y de E. coli, se realizé en el medio Luria-Bertani (LB)
(Sambrook et al., 1989), mientras que las cepas de Pph 1448A se cultivaron en medio rico King's B (King
et al., 1954). Para la preparacion de medios solidos en placas de Petri, se afiadié bacto-agar a una
concentracion final del 1,5% (p/v).

Los ensayos de motilidad bacteriana tipo swimming se llevaron a cabo en medio LB semisolido y los
ensayos de movilidad tipo swarming en medio PG-Agar (Matilla et al., 2007). La composiciéon de los
medios de cultivo utilizados en este trabajo se detalla en la Tabla 8.

3.1.2. Medios minimos

En algunos ensayos se utilizd un medio inductor del sistema de secrecion tipo 3 denominado MMF que
simula la composicion del apoplasto vegetal (Huynh et al., 1989) y un medio minimo para syringae (MMS)
(Preiter et al., 2005) cuya composicion se detalla en la tabla 8. Las soluciones madre empleadas para
estos medios se prepararon por separado y se esterilizaron en el autoclave.

3.2. Condiciones de cultivo

Las cepas de Pph 1448A y las de Pto DC3000 se cultivaron en estufas a 28°C para su crecimiento
dptimo y las cepas de E. coli a 37°C. Los cultivos liquidos se incubaron en agitacion constante a 200 rpm
en un incubador orbital Kuhner ISF-4-W (Adolf Khiner AG). Para los ensayos de produccion de
exopolisacaridos y formacion de biopeliculas, las cepas de Pto se incubaron a 20°C.

3.3. Antibiéticos

Los antibiéticos se prepararon en soluciones mil veces concentradas en agua destilada (H20q), excepto
el cloramfenicol, que se prepard en etanol, y la rifampicina y tetraciclina, que se disolvieron en metanol.
Las soluciones preparadas en agua se filtraron para esterilizarlas y se almacenaron en pequefias alicuotas
a -20°C. Los antibioticos se usaron a las concentraciones finales (en pg/ml) indicadas en la Tabla 9.

3.4. Otras soluciones
Cuando fue necesario, se afiadieron a los medios de cultivo distintas soluciones:
e 5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-galactopiranésido (X-gal): se prepard una solucién stock a 20 mg/ml en
dimetilformamida y se utilizo en placa a una concentracién final de 20 pg/ml.
e |sopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG): se prepard una solucién stock a 100 mg/ml en agua, se
filtrd y se utilizo en placa a una concentracion final de 100 pg/ml.
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Tabla 8. Composicion de medios utilizados en este estudio

Medio Composicién
Medios ricos
Bactotriptona 10g
Extracto de levadura 59
LB NaCl 5¢
Agua destilada hasta 1|
Ajustara pH 7,0
0 Medio LB
LB solido Agar bacteriolégico 15 g/l
. Medio LB
LB semisdlido Agar bacteriolégico 3/
Proteosa-peptona No.3 (Difco 211693) 5¢
. Glucosa 29
Medio PG-Agar Bacto-agar (Difco 214010) 59
Agua destilada hasta 1|
Medios minimos
Tampon fosfato potasico, pH 5,7 50 mM
Fructosa 10 mM
(NH4)2S04 7,6 mM
MMF MgCh, 1.7 mM
NaCl 1,7 mM
K2HPOq4 1.31 mM
KH2POq4 2.2mM
MgSOq4 0.61 mM
CaClz 0.34 mM
MMR FeCls 0.022 mM
NaCl 0.85 mM
Glutamato sédico 7mM
Manitol 55 mM
Tampon fosfato potasico, pH 7,0 13 mM
Citrato de sodio 1,7 mM
NaCl 17 mM
MMS (NHe)zSO: 30,3 mM
MgSOq4 28 mM
Sacarosa 10 mM
Tabla 9. Antibidticos utilizados en este estudio
Antibiético Cepasde E. coli  Cepas de Pto/Pph
Acido nalidixico (Nal) 10 -
Ampicilina (Ap) 100 250
Cloramfenicol (Cm) 30 30
Espectinomicina (Sp) - 30
Estreptomicina (Sm) - 30
Gentamicina (Gm) 10 10
Kanamicina (Km) 25 50
Rifampicina (Rif) - 10
Tetraciclina (Tc) 10 10




3.5. Conservacion de los cultivos bacterianos

La conservacion prolongada de los cultivos bacterianos se realizd por congelacion. Este método se
basa en la paralizacién del metabolismo celular al disminuir la disponibilidad de agua. Para que la
viabilidad celular se mantenga durante el periodo de conservacion es necesario adicionar un crioprotector
que evita el dafio que los cristales de agua ocasionarian en las paredes celulares. En nuestro caso se
escogid glicerol, que se utilizd a una concentracion de 30% (v/v). Asi, a 450 pl de glicerol 60% (v/v) estéril
dispuesto en criotubos, se le afiadieron 450 ul de cultivo bacteriano crecido hasta fase exponencial tardia.
Los viales se congelaron rapidamente y se almacenaron a una temperatura de -80°C.

3.6. Transformacion bacteriana

3.6.1. Preparacion de células competentes de E. coli

La preparacion de células competentes de E. coli para su posterior transformacion por choque térmico
se realizd con el método de Nishimura et al. (1990). A partir de un cultivo fresco en caja de Petri, la cepa
correspondiente de E. coli se inoculd en 3 ml de LB con los antibiéticos adecuados y se incub6 a 37°C
durante 12-14 h en agitacién. Este cultivo se diluyé 100 veces en 50 ml de soluciéon A y se incubd
nuevamente a 37°C con agitacion hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento (DOggo = 0,4 - 0,6). A
partir de ese momento las células se mantuvieron siempre en frio para obtener la mayor eficiencia de
transformacion. Las células se mantuvieron durante 10 min en hielo y se recogieron por centrifugacion a
10.000 g durante 5 min a 4°C. El sedimento celular se resuspendié cuidadosamente en 0,5 ml de solucién
A fria (4°C) a la que se afadieron 2,5 ml de solucién B fria (4°C). Finalmente, la suspension bacteriana se
reparti6 en alicuotas de 125 l que se conservaron a -80°C hasta el momento de su uso.

Solucién A: LB suplementado con MgSOs 10 mM y glucosa 0,2% (p/v).

Solucién B: LB suplementado con glicerol 36% (v/v); polietilenglicol-8000, 12% (p/v) y MgSO4 12 mM.

Ambas soluciones se conservaron a 4°C tras esterilizarlas por filtracion.

3.6.2. Transformacion de células competentes de E. coli

La transformacion de células competentes de E. coli con ADN plasmidico se realizd utilizando el
método descrito por Nishimura et al. (1990). Una alicuota de la suspension celular almacenada a -80°C se
descongelé en hielo, se le afiadieron entre 10 y 50 ng de ADN plasmidico mezclando suavemente
mediante agitacion manual y se incubd en hielo durante 30 min. A continuacion, se aplicd un choque
térmico a 42°C durante 1 min y, a continuacién, se incubd en hielo durante 2 min. Posteriormente, se
afiadié 1 ml de LB y las células se incubaron durante al menos 1 h a 37°C con agitacién para permitir la
expresion de el(los) gen(es) de resistencia a antibiotico(s) codificado(s) en el plasmido introducido. Las
células que habian adquirido el plasmido, y por tanto la resistencia al(los) antibiotico(s), se seleccionaron
sembrando entre 100 y 200 pl de la suspension celular en placas de LB sélido suplementado con el(los)
antibiotico(s) adecuado(s). Las placas se incubaron a 37°C durante 16-24 h.

En los casos en que los vectores permitian seleccion blancas/azules, se afiadi6 también a las placas de
LB 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido (X-Gal, 20 mg/ml en formamida) a un concentracidn
final de 20 pg/ml, y 1-isopropil-B-D-1-galactopirandsido (IPTG, 100 mM en agua desionizada estéril) a una
concentracion final de 100 pM.
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3.6.3. Preparacion de células electrocompetentes

La electroporacién es el método mas utilizado para transferir ADN plasmidico a las cepas de
Pseudomonas. Para llevarlo a cabo, es necesario que las células sean electrocompetentes y se precisa la
eliminacion de las sales del medio de cultivo, de manera que no interfieran con la electroporacién.

La preparacion de células competentes de Pto DC3000 y Pph 1448A para electroporacion se realizd
mediante el método descrito por Choi et al. (2006). A partir de un cultivo de 12-16 h crecido a 28°C en LB
liquido suplementado con los antibiéticos correspondientes, se recuperaron las células de 4 ml de cultivo
por centrifugacion a méxima velocidad durante 2 min. El sedimento celular, se lavo dos veces con 1
volumen de sacarosa 300 mM estéril a temperatura ambiente. Tras el Ultimo lavado, las células se
resuspendieron en un volumen de 100 pl de sacarosa 300 mM y se mantuvieron en hielo hasta el
momento del pulso eléctrico.

3.6.4. Electrotransformacion

A la suspension celular se le afiadié el ADN plasmidico libre de sales (entre 10 y 50 ng de ADN para
plasmidos replicativos y entre 300-500 ng de ADN para plasmidos suicidas), se mezclé suavemente y la
mezcla se transfirio a una cubeta de electroporaciéon de 2 mm de anchura previamente enfriada, donde
recibieron un pulso eléctrico de 2,5 kV en un electroporador modelo 2510 (Eppendorf). Tras el pulso, las
células se recuperaron inmediatamente afiadiendo 1 ml de LB a temperatura ambiente y se incubaron
durante 2 h a 28°C con agitacion. Finalmente, se sembraron entre 100 y 200 pl de la suspensién celular en
medio selectivo para los transformantes.

3.6.5. Seleccion de intercambio alélico y cointegracion

Los mutantes de pérdida de funcion de Pto DC3000 y Pph 1448A utilizados en este trabajo se
obtuvieron mediante la técnica de reemplazamiento génico, utilizando los plasmidos pPGA-Pph::QKm,
pPGR-Pph::QKm, pPG5191::QKm y pPG5194::QKm, en los que se clond el gen a mutar interrumpido por
el interposén QKm, de manera que hubiese suficiente secuencia de ADN, al menos 1 kb, a cada lado del
interposon de kanamicina para permitir la recombinacion homoéloga. Los plasmidos derivados de pGEM-T
usados para la mutagénesis no se replican en Pseudomonas.

Los plasmidos pPGA-Pph::QKm, pPGR-Pph::QKm, pPG5191::QKm y pPG5194::QKm, con resistencia
a ampicilina y kanamicina, se electroporaron en Pph 1448A o en Pto DC3000. Los transformantes se
seleccionaron en placas de LB suplementado con kanamicina. Adicionalmente, se comprobd el
crecimiento de las colonias KmR en placas de LB suplementadas con ampicilina (250 pg/ml) para
determinar si cada transformante era el resultado de un unico evento de recombinacion (integracion
plasmidica, AmpR) o de un doble evento de recombinacién (intercambio alélico, AmpS). Los mutantes
deficientes en los genes de interés se confirmaron mediante PCR y mediante hibridacién de ADN
(Southern Blot) utilizando como sonda una secuencia complementaria al gen diana.
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4. Ensayos in vivo

4.1. Curvas de crecimiento

Las cepas a estudiar se cultivaron a partir de un cultivo fresco en placa de Petri en 10 ml de LB
suplementado con los antibioticos adecuados a 28°C y con agitacion continua durante 10-12 h. Los
cultivos se diluyeron a una turbidez a 660 nm (DOgso) de partida comprendida entre 0,05 y 0,08 en el
medio de estudio y se incubaron a 28°C con agitacion continua. El incremento de la turbidez se determind
midiendo la DOsgo aproximadamente cada 2-3 h, hasta que el cultivo alcanzé la fase estacionaria de
crecimiento. Las medidas de turbidez de los cultivos bacterianos se realizaron en un espectrofotometro
Shimadzu UV-1800, utilizando cubetas de plastico de 1 ml.

4.2. Ensayos de competencia en medio liquido

Para medir el grado de competitividad de las cepas mutantes, se inoculéd una suspension bacteriana
mezcla en proporcion 1:1 de la cepa silvestre y la mutante a estudiar en tubos con medio rico LB. El grado
de competitividad se calculé como el porcentaje de cada cepa presente en el cultivo tras 24 h. Para ello,
las cepas bacterianas empleadas en la infeccion (silvestre y mutante KmR) se cultivaron durante 48 h a
25°C en placas de LB y LB Km (50 pg/ml), respectivamente. Las células se resuspendieron en 10 mM de
MgCl,, se lavaron 2 veces con MgCl. 10 mM, ajustdndose la densidad celular una DOgg=0,1
(correspondiente a 107 ufc/ml) en 5 ml de KB. Se llevaron a cabo diluciones seriadas para obtener 108
ufc/ml y 103 ufc/ml que se utilizaron para realizar el ensayo a alta y a baja densidad, respectivamente. En
todos los casos, los titulos de las suspensiones utilizadas se comprobaron sembrando diluciones seriadas
en placas de LB (silvestre) y LB Km (mutante).

A continuacion, se mezclaron las suspensiones celulares del silvestre y el mutante en una proporcion
1:1 en un volumen final de 5 ml de KB, que se incubaron durante 24 h a 25°C en agitacion. El experimento
se hizo por triplicado. Tras incubar con agitacién durante 24 h a 25°C, se realizaron diluciones seriadas,
que se sembraron en LB suplementado con los correspondientes antibiéticos para calcular la proporcion
relativa entre las cepas.

4.3. Ensayos de sensibilidad a compuestos antimicrobianos (MIC)

Los estudios de sensibilidad a antibiéticos y otros agentes antibacterianos se llevaron a cabo de forma
rutinaria segun el método de determinacion de la concentracién inhibitoria minima (MIC, minimun inhibitory
concentration) (Amsterdam, 1991) en placas de microtitulo de 96 pocillos. Los antibiéticos se prepararon
concentrados cincuenta veces con respecto a la concentracion inicial a ensayar. Las soluciones de
antibidticos concentrados se diluyeron cincuenta veces en medio LB y 200 pl de las mismas se
depositaron en los pocillos de la primera columna de las placas de cultivo. En el resto de los pocillos de la
placa se afadieron 100 ul de medio LB. Con ayuda de una pipeta multicanal, se realizaron diluciones
seriadas de los antibidticos, mezclando 100 pl de la solucién de antibiético de la primera columna con los
100 pl de LB de la segunda columna, y asi sucesivamente. De esta manera, la concentracién de
antibiético de cada columna de pocillos se diluye a la mitad con respecto a la anterior. Después de
preparar las placas de cultivo con los antibidticos, se afadieron a cada uno de los pocillos 10 pl de un
cultivo de Pto DC3000 (o de los mutantes) en fase de crecimiento exponencial (DO = 0,8) y diluido 1/100,

45



de modo que en cada pocillo el titulo fuera de aproximadamente 106 ufc/ml. Las placas se incubaron a
28°C durante 24 h y se determiné la concentracién minima de antibiético capaz de inhibir en un 90% el
crecimiento bacteriano analizando la turbidez en los pocillos de la placa de cultivo.

4.4. Ensayos de motilidad bacteriana

4.4.1. Ensayos de swimming

A partir de placas de Pto DC3000, Pph 1448A o mutantes crecidos en LB durante 48 h a 28°C, se
recogié biomasa resuspendiendo en MgCl, 10 mM y se ajustd a una DOgso de 2,0. Alicuotas de 2 ul de
esta suspensién se inocularon pinchando en el centro de placas de Petri preparadas con 25 ml de LB
(0,3% agar) y se dejaron secar en la cabina de flujo laminar durante 5 min. Las placas se incubaron boca
arriba a 25°C durante 48 h. Se realizaron tres placas por condicion y, al menos, 3 experimentos
independientes. El diametro de halo de dispersion se midié cada 24 h y, en algunos casos, hasta las 72 h.

4.4.2. Ensayos de swarming

A partir de placas frescas de Pto DC3000, Pph 1448A o mutantes crecidos en LB durante 48 a 28°C, se
recogié biomasa resuspendiendo en MgCl, 10 mM y se ajustd a una DOgso de 2,0. Alicuotas de 2 ul de
esta suspension se colocaron en la superficie de placas de Petri preparadas con 25 ml de PG-agar (0,5%)
y se secaron en la cabina de flujo laminar durante 5 min. Las placas se incubaron a 25°C y la motilidad en
superficie se observo a las 24 h. Se utilizaron tres placas por condiciéon y se realizaron al menos 3
experimentos independientes.

4.5. Fenotipos provocados por altos niveles de c-di-GMP

Para generar el incremento artificial en los niveles de c-di-GMP se recurrié a una version mutada de la
diguanilato ciclasa PleD de C. crecentus (PleD*, Paul et al., 2004). Asi, se electropor6 Pto con un plasmido
portador del gen pleD* bajo el promotor lac (pJBPleD*, Pérez-Mendoza et al., 2014) con el fin de elevar de
forma estable los niveles intracelulares de c-di-GMP y con el plasmido vacio (pJB3Tc19) para utilizar esa
cepa como control.

Con las cepas recombinantes, Pto (pJB3Tc19), Pto (pJBpleD*) y sus mutantes estudiamos los
fenotipos provocados por los altos niveles intracelulares de c-di-GMP, tanto en produccion de
exopolisacaridos como en formacién de biopeliculas.

4.5.1. Determinacion de la produccion de exopolisacaridos con CR

La produccion y acumulacion de determinados exopolisacéridos, como la celulosa, se encuentran
regulados por los niveles intracelulares de c-di-GMP en Pto (Pérez-Mendoza et al., 2014) y el incremento
en su produccion modifica el aspecto de las colonias en su forma, tamafio, brillo y mucosidad. EI CR
permite detectar la produccion de componentes extracelulares tales como polisacaridos neutros o basicos,
unidades de a-D-glucopiranésidos y algunas proteinas, gracias a su unién a enlaces glucosidicos p1-4 y
B1-3 principalmente (Teather y Wood, 1982). El CR se prepard a una concentracion de 5 mg/ml en agua y
se esterilizo por filtracién, afiadiéndose al medio solido a una concentracion final de 50 pg/ml. Aquellas
colonias capaces de unir este colorante se tornan de color rojo intenso.
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4.5.2. Formacion de biopeliculas

A partir de placas frescas de Pto y sus mutantes con los plasmidos pJB3Tc19 y pJBpleD* crecidas en
LB durante 48 h a 28°C, se recogi6 biomasa resuspendiendo en MgCl> 10 mM. En placas multipocillo de
poliestireno con 2 ml de MMR con Tc (10 pg/ml) se ajustd el indculo inicial a una DOsgo de 0,01 y se incubd
durante 72 h en estatico a 20°C, tras lo cual se observé la formacion de biopeliculas en la interfase liquido-
aire en las cepas portadoras de pleD*. A continuacién, 8 ul del cultivo se dispusieron sobre un
portaobjetos, se afiadieron 4 ul de KOH 10% y 4 pl de solucion de CF-W (Calcofluor White Stain, 18909,
Fluka) y a continuacion se visualizaron bajo el microscopio de fluorescencia excitando con luz UV.

5. Técnicas de manipulacion de ADN

5.1. Aislamiento de ADN

5.1.1. Aislamiento de ADN total

5.1.1.1. Extraccion de ADN total mediante kit comercial

La extraccion de ADN genomico de cepas de Pto DC3000 y Pph 1448A se realiz6 a partir de 3 ml de
cultivos celulares incubados a 28°C durante 14-16 h, y usando el kit de purificacion de ADN Wizard
Genomic (Promega Corp.) siguiendo las instrucciones del fabricante y eluyendo en agua milliQ estéril.

5.1.1.2. Lisados de colonia

Es una estrategia muy rapida para obtener ADN de P. syringae con una calidad suficiente para su
amplificacion por PCR. Para ello se resuspendié una colonia picada de placa en condiciones de esterilidad
en 0,1 ml de agua desionizada estéril y se incub6 a 100°C durante 2 min. Las células se sedimentaron por
centrifugacion a 15.000 g durante 2 min y el sobrenadante resultante se utilizo en la PCR.

5.1.2. Extraccion de ADN plasmidico

Para la obtencion de ADN de alta pureza, necesario en reacciones de secuenciacion y/o clonacién, se
utilizé el sistema comercial GenElute Plasmid Miniprep kit (Sigma) siguiendo las instrucciones del
fabricante y a partir de 3-5 ml de un cultivo en medio LB de la cepa portadora con los antibiéticos
necesarios incubado a temperatura dptima y en agitacion durante 14-16 h.

5.2. Determinacion de la concentracion de ADN

Se emplearon dos métodos para determinar la concentracion de una solucién de ADN. En primer lugar,
utilizando el Nanodrop ND-1000 (Bio-Rad), un espectrofotémetro UV-visible que permite cuantificar
rapidamente ADN, ARN, &cidos nucleicos marcados y proteinas en un limitado volumen de muestra (1-2
ul). Como segunda opcion, se ha empleado el método descrito por Sambrook y colaboradores (1989)
consistente en la comparacion de fluorescencia en gel de agarosa bajo luz UV frente a marcadores de
ADN de concentracion conocida.
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5.3. Digestion de ADN con endonucleasas de restriccion

La digestion de ADN con enzimas de restriccion se llevd a cabo en las condiciones 6ptimas para cada
enzima siguiendo las indicaciones, en cuanto a temperatura y tampon, del proveedor (Roche y New
England Biolabs Inc). Las digestiones con mas de una enzima de restriccion se realizaron
simultdneamente cuando las enzimas requerian el mismo tampdn y temperatura; en caso contrario, se
digirié primero con la enzima que requeria el tampon de menor fuerza ionica, adicionando posteriormente
el tampon y la enzima para la segunda digestién. Cuando fue necesario la enzima de restriccion se
inactivé por calor o por purificacién del ADN tras la electroforesis en gel de agarosa.

5.4. Reaccion de amplificacion en cadena con ADN polimerasa termorresistente (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR) consiste en la
amplificacion de un material de partida en ciclos sucesivos gracias al uso de una pareja de cebadores y a
la enzima ADN polimerasa termoestable (Taq polimerasa). Este método se empled para la amplificacién
de fragmentos de ADN del cromosoma de Pto DC3000 y Pph 1448A o de plasmidos portadores de genes
o regiones de interés, de fragmentos a clonar afiadiendo sitios de corte en los extremos para enzimas de
restriccion, para el andlisis rutinario de colonias obtenidas tras la transformacion de ligaciones con el fin de
detectar de forma rapida el ADN insertado, y para la obtencion de sondas marcadas con digoxigenina. La
amplificacion en cadena de la polimerasa consiste de 3 pasos fundamentales: desnaturalizacion,
anillamiento y extension.

Las condiciones estandar de la reaccién de amplificacion fueron las siguientes: un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 94°C durante 3 min; 30 ciclos de tres pasos cada uno: desnaturalizacidn (94°C, 20
segundos), anillamiento del cebador (52-60°C, 20 segundos) y extension (72°C, 1 min/kb); finalizando con
un ciclo de extension (72°C, 10 min). La temperatura de anillamiento se ajustd en funcion de los cebadores
utilizados.

Segun la finalidad, se utilizaron diferentes ADN polimerasas: High Fidelity (Roche) o AccuPrime Taq
ADN polimerasa (Invitrogen), si era necesaria una baja tasa de errores en el producto final; mientras que
para comprobaciones de rutina se us6 Taq ADN-polimerasa de Roche.

En las comprobaciones de rutina, la reaccién de amplificacién contenia: tampdn de reaccidn (Tris-HCI
10 mM pH 8,3; KCI 50 mM; MgCI2 1,5 mM), dNTPs 0,1 mM, 0,2 uM de cada cebador, 10-50 ng de ADN
molde y 0,5 unidades de Tagq ADN-polimerasa (Roche) en un volumen final de 25 pl. Para el proceso se
utilizé un termociclador Techne® TC-5000 (Bibby Scientific).

5.4.1. PCR de colonias

Es una estrategia rapida para la identificacion de un plasmido o colonia recombinante de entre un
conjunto de candidatos potenciales a partir de las colonias en placa. Con E. coli se reparten los 15-20 i
de la mezcla de reaccion de PCR y, en lugar de poner el ADN molde, se pica directamente una colonia de
la placa en esterilidad usando un palillo, agitando dentro de la mezcla y sometiendo a continuacion a un
programa de PCR estandar. Con Pto o Pph se utilizaron 2 pl de lisado de colonia (5.1.1.2) como molde
para la PCR.
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5.5. Clonaje de fragmentos
En este apartado se incluyen distintos protocolos utilizados habitualmente para el clonaje de insertos de
interés en vectores.

5.5.1. Purificacion de fragmentos de ADN de geles de agarosa

El aislamiento de fragmentos de restriccion y de productos de amplificacion obtenidos mediante PCR,
separados por electroforesis horizontal en gel de agarosa se realizd con el sistema comercial QIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante y tras tefiir el gel por inmersion en
una solucién de GelRed (Biotium, 100 U/L) o en una solucién de cristal violeta mediante el sistema
comercial S.N.A.P™ UV-Free Gel Purification Kit (Invitrogen, ref. K2000-25).

5.5.2. Ligacion de fragmentos de restriccion en vectores de clonacion

La unién covalente de dos moléculas de ADN lineal se lleva a cabo utilizando la enzima T4 ADN ligasa
(Roche). La proporcién molar mas habitual vector:inserto suele ser 1:3, aunque puede variar dependiendo
del tamario de los fragmentos a clonar. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 10-15 pl
y a 14-16°C durante toda la noche.

5.5.3. Secuenciacion y analisis de secuencias

La secuenciacién de las construcciones presentadas en este trabajo se realizd en el Servicio de
Secuenciacion de la Estacidn Experimental del Zaidin (CSIC), Granada. Al ADN a secuenciar (0,2-1 ug) se
le adiciond el cebador especifico (6,4 picomoles) y agua milliQ hasta un volumen final de 12 pl. Este
servicio de secuenciacién amplifica las muestras con la polimerasa Amplitag FS en un termociclador
Perkin Elmer 9.600 y las secuencia en un secuenciador ABI 373 XL Stretch (Perkin-Elmer) usando el
sistema comercial ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Perkin-Elmer).

Las secuencias se visualizaron con el programa Chromas Lite 2.01. Los analisis de las secuencias de
ADN vy proteinas, busqueda de sitios de restriccion, disefio y analisis de oligonucleétidos, localizacion de
posibles marcos abiertos de lectura (ORFs), etc., se han realizado con el programa informatico Clone
Manager (Sci Ed Central). La busqueda de homologias a nivel de ADN y proteina con secuencias
conocidas presentes en las bases de datos se realizo con los distintos algoritmos del programa BLAST
(Altschul et al., 1998) disponibles en el servidor NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/ Blast.cgi). El
alineamiento de secuencias se realiz6 con el paquete informatico Clustal X (Thompson et al., 1997), y para
su visualizacion se utilizé el programa BioEdit 7.0.5.3. Los datos sobre el genoma de Pto DC3000, Pph
1448A y de otros genomas se buscaron en el NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) o en la base de datos
KEGG (http://lwww.genome.jp/kegg/). También se han consultado la base de datos Pfam
(http://pfam.sanger.ac.uk/) y la de transportadores bacterianos TCDB (http://www.tcdb.org/). También se
ha utilizado el programa MEGA 5.1 para hacer arboles filogenéticos.

5.6. Electroforesis de ADN
Consiste en la separacion de macromoléculas en funcién de su tamafio y carga. Los acidos nucleicos,
con carga negativa, migran hacia el polo positivo.
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5.6.1. Electroforesis en geles de agarosa

El anélisis de productos de PCR, de ADN total, plasmidico o de fragmentos de ADN originados tras
digestion con enzimas de restriccidn, se realizé mediante electroforesis en geles de agarosa (Sambrook et
al., 1989). Se utilizaron geles de agarosa (D1 Low EEO, Pronadisa™) al 0,8% (p/v) preparados en tampon
Tris-Acetato-EDTA [TAE, (Tris-base 40 mM, &cido acético glacial 0,1142% (v/v), EDTA-Naz 2 mM)]. Los
fragmentos de ADN menores de 500 pb se separaron en geles de agarosa al 2% (p/v). La separacién se
realizé por electroforesis horizontal con tampdn TAE a un voltaje de 10 V/cm. Como tampdn de carga se
utilizé una solucidn 6x (1 pl por cada 5 de muestra) de glicerol 30% (v/v), azul de bromofenol, 0,25% (p/v)
y xilencianol, 0,25% (p/v) preparado en agua destilada. Para visualizar el ADN los geles se tifieron por
inmersion en una solucién de GelRed (Biotium, 100U/L) durante 20-30 min y se expusieron a luz
ultravioleta en un transiluminador.

Esta técnica también se utilizé para verificar la integridad del ARN total extraido. El procedimiento fue el
mismo que el descrito anteriormente para ADN con las variaciones siguientes: todo el material de
electroforesis se limpi6 previamente con un papel empapado en SDS 10% (p/v), y se utilizé nuevo tampon
de corrida TAE con SDS 0,01% (p/v) para cada electroforesis. Se utilizaron geles de agarosa al 1,4% (p/v)
preparados en TAE. Como tampon de carga se utilizd una solucién 6x (1 pl por cada 5 de muestra) de
glicerol 30% (v/v); naranja G (Sigma), 0,25% (p/v); preparado en agua libre de RNasas y GelRed (Biotium)
0,2 % (v/v). Las muestras se incubaron durante 5 min a 65°C e inmediatamente después se colocaron en
hielo durante 1 min antes de cargar el gel.

Para la visualizacion e impresion de los geles se ha utilizado una videocdmara acoplada a un sistema
de impresién de imagenes (Gelprinter Vm509) y el programa Quantity One de Bio-Rad para grabar y
procesar las imagenes.

5.6.2. Marcadores de peso molecular
El tamafio de los fragmentos de ADN se estimd por comparacion con diferentes marcadores de peso
molecular comerciales:

o Marcador II: ADN del fago A digerido con la enzima Hindlll. Se compone de 8 fragmentos que abarcan
desde los cientos de nucledtidos hasta més de 20 Kb. También se dispone marcado con digoxigenina
que marcan el peso molecular en las hibridaciones ADN-ADN.

e Marcador VIII (Roche): ADN del plasmido pUCBM21 digerido con las enzimas de restriccion Hpall y
Dral més Hindlll. Se compone de 18 fragmentos en un rango de 19 a 114 pb.

e Marcador X (Roche): Es una mezcla que contiene un fragmento de 1.018 pb derivado del plasmido 2y
Saccharomyces cerevisiae, los multimeros de este fragmento y productos de restriccion del plasmido
pBR322.

5.7. Hibridacion ADN-ADN (Southern Blot)

5.7.1. Transferencia alcalina por capilaridad

La transferencia de ADN por capilaridad a una membrana de nylon cargada positivamente se realizé
siguiendo el protocolo de transferencia alcalina descrito por Sambrook et al. (1989) con algunas
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modificaciones. Para ello, el ADN previamente digerido se separ6 por electroforesis en gel de agarosa al
0,8% (p/v). Una vez fotografiado el gel y establecidas sus dimensiones, el gel se sumergi6 en una solucion
de HCI 0,2 N durante 15 min hasta que se produjo el viraje del azul de bromofenol a amarillo. Este
tratamiento &cido permite introducir mellas en el ADN y depurinarlo, lo que facilita la transferencia. La
desnaturalizacion alcalina del ADN se realizd sumergiendo el gel en una solucion de NaCl 1,5 M / NaOH 2
M durante 20 min. Pasado este tiempo se renovo la solucion y se dejé durante 15 min mas.
Posteriormente, el gel se lavd con agua destilada. Para neutralizar el ADN, el gel se sumergi6 en una
solucién Tris-HCI 1 M / NaCl 1,5 M (pH 7,4) durante 15 min dos veces. Pasado ese tiempo, se retird la
solucion y se lavo el gel con agua destilada. Antes de realizar la transferencia, se humedecidé una
membrana de nylon cargada positivamente (Roche) durante al menos 5 min en SSC 10x (preparado a
partir de una solucién de SSC 20x: 175,3 g de NaCl; 88,2 g de citrato sodico; 800 ml de H.Od; ajustar el
pH a 7,0 y completar hasta 1 litro con agua destilada).

Sobre un cristal, se construyé una unidad de transferencia compuesta, de abajo hacia arriba, por: una
pieza de papel Whatman 3mm cuyos extremos quedaban sumergidos en la solucién de transferencia SSC
10x colocada en el reservorio inferior, seguida por el gel colocado en posicién invertida, la membrana de
nylon, tres piezas de papel Whatman 3mm y sobre estas, varias capas de papel de filtro que hacen de
absorbentes. Se cubrié con otro cristal y por ultimo un peso de aproximadamente 0,5 Kg comprobando que
el sistema estuviese perfectamente horizontal, para dejar la transferencia durante toda la noche. De esta
forma la solucién de transferencia ascendié por capilaridad a través del gel arrastrando el ADN hasta la
membrana, donde quedd retenido. Finalizada la transferencia, se lavé la membrana con SSC 2x durante 5
min y se seco6 a temperatura ambiente sobre papel de filtro durante 10 min.

Por Ultimo, el ADN se fij6 a la membrana de nylon exponiéndola durante 3 min a una ldmpara de luz UV
(260 nm). Las membranas se conservaron secas a temperatura ambiente selladas en bolsa de plastico
hasta su utilizacion.

5.7.2. Marcaje de la sonda

En este tipo de experimentos el marcaje se lleva a cabo con digoxigenina acoplada a un dNTP, en este
caso dUTP. El marcaje de la sonda con digoxigenina y la deteccion de los hibridos ADN-ADN se realiz6
utilizando el sistema comercial DIG DNA Labelling and Detection Kit (Roche). Las sondas de ADN se
sintetizaron por PCR (ver apartado 5.4) utilizando una mezcla de dNTPs que contiene DIG-11-dUTP
(Roche), lo que produce una incorporacion multiple de dUTP marcado, ya que puede ser usado como
sustrato por la Tag-polimerasa, reemplazando al dTTP durante la reaccion en cadena de la polimerasa.
Como ADN molde se utilizd el ADN gendmico de la cepa silvestre. La mezcla de reaccion era la estandar
para una PCR (4.5) en un volumen final de 50 pl con la diferencia de que la mezcla de dNTPs contenia 0,2
mM de dATP, dCTP y dGTP; 0,18 mM de dTTP y 0,02 mM de DIG-dUTP. Para la amplificacion se uso el
programa descrito en el apartado 5.4 ajustando la temperatura de hibridacién segun los cebadores
utilizados. En paralelo, se realizaron controles utilizando dNTPs sin DIG-dUTP para comprobar el retraso
en la migracion en gel de agarosa, como consecuencia de la incorporacion del nucledtido marcado.

La sonda marcada se diluy6 en solucion de hibridacion [SSC 5x; N-lauril-sarcosina 0,05 mg/ml; SDS
0,02% (p/v); y agente bloqueante (Roche) 0,5% (p/v)], de 5 a 10 ml son suficientes para cubrir
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completamente la membrana. Las sondas preparadas en solucion de hibridacion se conservaron a -20°C,
pudiendo ser reutilizadas posteriormente.

5.7.3. Hibridacion y lavados

El proceso de hibridacién utilizando ADN homologo como sonda se efectud utilizando un horno de
hibridacion (Hybridisation oven/shaker S| 20H). La prehibridacidn de la membrana se realizé durante 1 h a
65°C en 20 ml de solucion de hibridacion (por 100 cm? de membrana). Entretanto, se desnaturalizé la
sonda (diluida segun el apartado anterior) mediante ebullicion durante 10 min y posterior paso a hielo (5-
10 min). Transcurrido el tiempo de la prehibridacidn, se elimind de la membrana la solucién de hibridacién
y se le afadié la sonda marcada y desnaturalizada, dejando incubar durante toda la noche a 65°C. Tras la
hibridacidn, se recuper6 la sonda y se almacend a -20°C.

El lavado de la membrana se realiz6 en las siguientes condiciones de fuerza idnica y temperatura: dos
lavados de 5 min en SSC 2x; SDS 0,1% (p/v) a temperatura ambiente, seguido de dos lavados de 15 min
en SSC 0,1x y SDS 0,1% (p/v) a 65°C. Los lavados permiten retirar la sonda hibridada inespecificamente.

5.7.4. Deteccion inmunolégica

Esta reaccion se realizo con el sistema Detection Kit (Roche), siguiendo el protocolo detallado por el
fabricante con leves modificaciones. La detecciéon de la sonda se basa en el uso de anticuerpos anti-
digoxigenina conjugados con la enzima fosfatasa alcalina. Esta enzima provoca la defosforilacion del
sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (BCIP) para dar lugar a un producto de color azul oscuro. La sal
de azul de nitrotetrazolio (NBT) actua como oxidante y también genera un color azul oscuro, de modo que
se intensifica el color al producirse un precipitado azul insoluble, lo que hace que la detecciéon sea mas
sensible.

La membrana se lavd 1 min con tampén | (Tris-HCI 100 mM, pH 7,0; NaCl 150 mM), y se bloqued
incubando en tampdn |l [tampdn | suplementado con agente bloqueante (Roche) 0,5% (p/v)] durante 30
min para evitar la unién especifica de los anticuerpos anti-digoxigenina a la membrana. Pasado este
tiempo, la membrana se lavé con tampon | durante un min'y se incub6 con 20 ml de tampon de anticuerpo
(anticuerpos anti-digoxigenina conjugados con fosfatasa alcalina (Roche) diluidos en tampon | a una
concentracion final de 150 mU/ml) durante 30 min. El exceso de anticuerpo no unido a la sonda se eliminé
mediante dos lavados de 15 min con tampon I. A continuacion, la membrana se equilibré con 20 ml de
tampdn [l (Tris-HCI 100 mM pH 9,5; NaCl 100 mM; MgCl, 50 mM.) durante dos min y finalmente se incub6
con 15 ml de tampon de revelado (67,5 pl de solucion NBT y 52,5 pl de solucion de BCIP disueltos en 15
ml de Tampén lll) en una cubeta metélica y protegida de la luz, hasta la aparicién de bandas. La reaccién
se detuvo lavando con agua destilada, la membrana se dejo secar a temperatura ambiente sobre papel de
filtro y se guardé protegida de la luz.

6. Técnicas de manipulacion de ARN

La purificacion y manipulacién de ARN requiere de material y reactivos libres de ribonucleasas, por lo
que en la preparacion de los reactivos y soluciones se utilizé siempre H,Od tratada con dietilpirocarbonato

52



(DEPC). Para ello, a 1 litro de H2Oq4 se afiadié 0,1% (v/v) de DEPC y se dejé en agitacién durante 1 h.
Posteriormente, se esterilizo en autoclave a 120°C y 1 atmdsfera de presion durante 20 min.

6.1. Aislamiento de ARN

Con objeto de paralizar lo mas répidamente posible el metabolismo bacteriano, las muestras se
recogieron y centrifugaron muy rapidamente. A partir de un cultivo crecido en LB o MMF a la densidad
dptica y condiciones de interés, se tomaron alicuotas de 10 ml para DOgso = 0,5 y de 1,5 ml para DOsgo =
1,5 en tubos previamente enfriados en nitrdgeno liquido. A continuacion, se centrifugaron a 16.000 g
durante 3 min a 4°C, se retird el sobrenadante y el sedimento celular se congeldé inmediatamente en
nitrégeno liquido. Las células se almacenaron a -80°C hasta su uso.

Para el aislamiento de ARN total de Pto DC3000 y sus mutantes se empled el reactivo TRI Reagent LS
(Molecular Research Center, Inc). Las células almacenadas a -80°C se sacaron en hielo, a cada tubo se le
afiadié 1,5 ml de la solucion TRI Reagent precalentada a 70°C, se resuspendieron por pipeteo y los tubos
se incubaron durante 10 min a 65°C. Pasado este tiempo se centrifugaron (12.000 g, 10 min, 4°C) y los
sobrenadantes se recuperaron en tubos nuevos, a los que se afiadieron 0,1 volumenes de BCP (1-bromo-
3-cloropropano) y se mezclaron agitandolos vigorosamente durante 30 segundos. Los tubos se incubaron
5 min a temperatura ambiente para que se separaran las fases. Se centrifugaron nuevamente (16.000 g,
15 min, 4°C), la fase superior acuosa se transfirid a un tubo nuevo y el ARN se precipitd afiadiendo un
volumen de isopropanol. Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente durante 10 min y se
centrifugaron de nuevo (12.000 g, 8 min, 4°C). Tras descartar el sobrenadante, las muestras se lavaron
con 1 ml de etanol 70% (v/v) en H,O DEPC y se centrifugaron (12.000 g, 5 min, 4°C). Tras eliminar el
sobrenadante y dejar los tubos abiertos secando a 30-37°C durante 15 min, el precipitado se resuspendio
en 80 pl de H.O tratada con DEPC a 50°C durante 5-10 min. Finalmente, el ARN se almacend
directamente a -80°C o se realiz6 el tratamiento con DNasa I.

6.2. Tratamiento con DNasa |

Para eliminar los restos de ADN contaminante en las preparaciones de ARN, las muestras se trataron
con DNasa | libre de RNAsas (Qiagen). A 80 ul de ARN se afiadieron 14 ul de tampdn 10xRDD y 6 ul de
DNasa | (1500 Unidades Kunitz) en un volumen final de 140 pl. Se digiri6 durante 1 h a 28°C (la incubacion
podria alargarse 30 min mas).

Tras el tratamiento con DNasa, las muestras se limpiaron con el sistema comercial RNeasy Kit
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. La elucion se realizo dos veces, afiadiendo 35 pl de
H.O libre de RNasas (Qiagen), incubando durante 5 min a temperatura ambiente y centrifugando a
velocidad maxima 1 min. Las muestras se cuantificaron y almacenaron a -80°C en caso de no seguir con
la sintesis de ADN (ADNc).

6.3. Determinacion de la integridad y concentracion del ARN total

La integridad del ARN total extraido se verificd mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,4%
(p/v) (apartado 5.6.1). La concentracién de ARN y la pureza de la extraccion (contaminacion de proteinas
ylo fenol) se midieron de manera equivalente al ADN (previa dilucion en H,O DEPC) en el Nanodrop ND-
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1000 (Bio-Rad) utilizando el factor para ARN, ya que la concentracién se calcula a partir de la DO2sgo (1
unidad de DO2go = 40 pg/ml de ARN). La relacion DO260/DO2go Se usd como estimador de la pureza de la
preparacion, considerandose valores por debajo de 1,8 como indicadores de contaminacién por proteinas
o fenol.

6.4. Reaccion de amplificacion en cadena con ADN polimerasa termorresistente acoplada a una
reaccion de transcripcion reversa (RT-PCR)

La transcripcion reversa y la posterior reaccion de amplificacion del ADNc se realizaron utilizando el
sistema comercial Titan One Tube RT-PCR System (Roche) y siguiendo las instrucciones del fabricante.
La transcripcion reversa se realizo incubando las muestras a 50°C durante 30 min. Posteriormente, se
amplificaron mediante una reaccién de PCR en las siguientes condiciones: tras una incubacién de 4 min a
95°C, se realizaron 30 ciclos (20 segundos a 95°C, 20 segundos a 57°C, 35 segundos a 68°C), para
finalmente extender a 65°C durante 7 min. En todos los ensayos se llevaron a cabo controles negativos
para detectar posibles falsos positivos en la reaccidén de extensidn debido a la presencia de ADN en las
muestras de ARN. Dicho control negativo consistia en una reaccion de amplificacion en ausencia de
transcriptasa reversa, es decir, Unicamente en presencia de Taq polimerasa. Las secuencias de los
cebadores utilizados en estos ensayos para el analisis de los genes PSPTO_5191 al PSPTO_5194 se
muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Oligonucleétidos utilizados en las reacciones de RT-PCR

Nombre Secuencia (5° — 3') Caracteristicas

5191 Fa GTCACGCAGGTAAACGAAG (F)  Hibrida 281 nt antes del coddn de inicio de PSPTO_5192
5191 Ra GTGAACCCCAGAGCGGTG(R) Hibrida 131 nt después del codon de inicio de PSPTO_5192
5192Fa CGGTGCTTCTTCCTTGCC (F) Hibrida 48 nt antes del codon de inicio de PSPTO_5193
5192Ra CAAGGTCAGCGGCAAGG (R) Hibrida 391 nt después del coddn de inicio de PSPTO_5193
5193 Fa GTTTCTCCTCGCCACAGC (F) Hibrida 260 nt antes del codén de inicio de PSPTO_5194
5193Ra CTTATTGCCTACCCGACG (R) Hibrida 144 nt después del coddn de inicio de PSPTO_5194

7. Andlisis de proteinas

7.1. Obtencion de extractos proteicos

Los extractos proteicos se obtuvieron a partir de 100 ml de cultivos en MMS. Para ello se
resuspendieron las diferentes cepas en MgCl, 10 mM a partir de placas de LB y se ajustaron a una DOsgo
de 0,1. Los cultivos se incubaron en agitacion a 28°C durante 12-14 h, hasta alcanzar una DOggo cercana a
1y posteriormente se centrifugaron a 4.000 rpm (3.220 g) durante 20 min a 4°C. El sedimento celular de
50 ml de cultivo se resuspendié en 2 ml de agua destilada y el sobrenadante se filtrd a través de una
membrana de 0,45 um (Durapore membrane filters, Millipore) y se congeld a -80°C para después secarlo
mediante liofilizacién durante 2 dias. La liofilizacién de las muestras se hizo en un liofilizador Thermo
Savant ModulyoD (SNL216V-115). Tras la liofilizacidn, las muestras se resuspendieron en 2 ml de agua
destilada y se dializaron en agua destilada durante 15-20 h a 4°C en agitacién suave para eliminar las
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sales del medio de cultivo utilizando casettes de dialisis Sli de-A-Lyzer 3.5K de 0.5-3 ml de capacidad
(Thermo Scientific).

También se obtuvieron extractos proteicos de las cepas bacterianas crecidas en medio MMF. Para ello
se pusieron en primer lugar cultivos en LB a 28°C en agitacion hasta alcanzar una DOsgo de 0.5., tras lo
que se lavaron con MMF y se inocularon 100 ml de medio MMF a una DOsgo de 0.5. Se incubaron durante
5 h a 28°C en agitacion, se midi6 la DOgso de cada cultivo y se procedié de la misma forma que con las
muestras crecidas en MMS.

7.2. Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE)

Para la separacion electroforética de proteinas se utilizd el equipo de electroforesis vertical Mini-
PROTEAN Il (Bio-Rad) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las electroforesis se realizaron
utilizando geles discontinuos de poliacrilamida de 0,75 o 1,0 mm de espesor de acuerdo con el método
descrito por Laemmli (1970). Cada gel const6 de un segmento superior concentrador [Tris-HCI 125 mM pH
6,8; poliacrilamida 4,5% (p/v); SDS 0,1% (p/v)] y un segmento inferior separador [Tris-HCI 375 mM, pH 8,8;
poliacrilamida 10% o 12% (p/v); SDS 0,1% (p/v)]. A 10 ul de muestra se afiadié un volumen equivalente de
tampdn de carga para SDS-PAGE [Tris-HCI 100 mM pH 6,8; B-mercaptoetanol 10% (v/v); azul de
bromofenol 0,2% (p/v); glicerol 20% (v/v); SDS 4% (p/v)]. Para las muestras de proteinas de sobrenadante
obtenidas en el apartado 7.1, a 15-30 ul de muestra se afadio tampdn de carga SDS 6x [6x: Tris-HCI 350
mM pH 6,8; B-mercaptoetanol 20% (v/v); azul de bromofenol 0,2% (p/v); glicerol 30% (v/v); SDS 6% (p/v)].
En ambos casos las muestras se calentaron a 90-95°C durante 5 min. La electroforesis se llevo a cabo en
tampdn Laemmli [Tris-HCI 25 mM pH 8,3; glicina 192 mM; SDS 0,1% (p/v)], a 80 V durante 2 h.

7.3. Tincion de proteinas
Las proteinas del sedimento celular se visualizaron mediante tincion con azul de Coomassie y las
proteinas de sobrenadante mediante tincion con plata usando un kit comercial.

7.3.1. Tincién de proteinas con azul de Comassie

Las proteinas se visualizaron directamente en el gel mediante tincion con una solucién de azul de
Coomassie [0,25% (p/v) de azul de Coomassie en una mezcla de metanol: &cido acético: agua en
proporcion 45:10:45 (v/v/v)]. En lugar de las 2-4 h necesarias por el método tradicional, la tincion se
acelerd calentando en microondas el gel sumergido en la solucién anterior justo hasta que comenzé a
hervir. Entonces se transfirié a la solucion destefiidora (similar a la anterior pero sin azul de Coomassie),
que se cambid frecuentemente por solucién fresca hasta que las bandas de proteinas se visualizaron con
nitidez.

7.3.2. Tincién de proteinas con plata

Las proteinas provenientes del sobrenadante de cultivos se lograron visualizar tras tefiir el gel con plata
usando el kit comercial Bio-Rad Silver Stain (Bio-Rad laboratories) y siguiendo las instrucciones del
fabricante. Esta tincidn es 10-50 veces mas sensible que la tincion con azul de Coomassie y se basa en el
método descrito por Merril et al. (1979).
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7.4. Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas se determind por espectrofotometria mediante el ensayo de Bradford
(1976), utilizando el reactivo de Bradford comercial (Bio-Rad). En cada ensayo se realizé en paralelo una
curva patron con una solucion fresca de albumina de suero bovino, siguiendo el protocolo microassay
descrito en las instrucciones del fabricante.

7.5. Preparacion de muestras para identificacion de proteinas por MALDI-TOF

Al someter a electroforesis los extractos proteicos de sobrenadante y tefiir con plata, observamos
bandas correspondientes a proteinas presentes en la cepa silvestre y que no aparecian o eran muy tenues
en las muestras del mutante A5191. Se cortaron esas bandas y se enviaron a la Unidad de Proteémica de
la Universidad de Cérdoba para la identificacion de las proteinas por Huella peptidica MALDI-TOF/TOF
(Matriz-Assisted Laser Desorption/lonizacion). Esta fuente de ionizacion suele asociarse a un analizador
de tiempo de vuelo (TOF, Time-Of-Flight) en el que los iones se separan en funcién de su relacion masa-
carga tras ser acelerados en un campo eléctrico, 0 a un analizador TOF/TOF que proporciona un mejor
enfoque de los iones y, por tanto, mayor resolucidn y precisién masicas. En el primer TOF los iones son
acelerados a bajo voltaje, favoreciendo la fragmentacion metaestable. Mediante un pulsador se selecciona
un determinado ion padre y sus iones fragmento, que son acelerados a un potencial mayor y separados en
el segundo TOF.

Una vez obtenidos los péptidos resultantes de la digestion de la proteina que son analizados por
espectrometria de masas (MALDI/TOF-TOF), se lleva a cabo una busqueda en una bases de datos
(NCBInr), combinando los resultados de la huella peptidica (MS) con las posteriores fragmentaciones
(MSMS) de hasta doce péptidos de cada banda segun la calidad del espectro MS, usando MASCOT como
motor de busqueda.

8. Ensayos en plantas

8.1. Cultivo de las plantas objeto de estudio

Los ensayos con Pto DC3000 y mutantes derivados de esta cepa, se realizaron en plantas de tomate
(Solanum lycopersicum cv. Moneymaker) de cuatro a cinco semanas de edad crecidas en macetas con
turba. Se cultivaron en una camara bajo condiciones de luz, humedad y temperatura controladas:
fotoperiodo de dia largo (16/8 h luz/oscuridad; 24/18°C dia/noche) y una humedad relativa del 60%.

Los experimentos con Pph 1448A y sus respectivos mutantes se llevaron a cabo en plantas de judia
(Phaseolus vulgaris cv. Canadian Wonder) de 2 semanas de edad cultivadas en las mismas condiciones
que las plantas de tomate.

8.2. Preparacion de los indculos bacterianos

Las cepas bacterianas cultivadas durante 48 h a 28°C en placas de LB se resuspendieron en MgCl, 10
mM y se lavaron dos veces con MgCl> 10 mM, tras lo cual se ajusté la densidad celular a DOggo = 0,1
(correspondiente a 108 ufc/ml) y se realizaron diluciones seriadas para obtener los indculos a los titulos
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deseados: 104 ufc/ml para las inoculaciones a baja densidad y 107 ufc/ml para las inoculaciones a alta
densidad. Siempre se confirm6 el titulo de las suspensiones utilizadas realizando diluciones seriadas y
sembrando en placas de LB suplementado con el antibiético correspondiente para la cepa silvestre y en
LB suplementado con kanamicina para las mutantes.

8.3. Inoculacion de las plantas

Se realizaron ensayos de inoculacion por infiltracién y por spray en plantas de tomate y sélo por el
primer método en las de judia. Previamente a los ensayos, las plantas se trataron para favorecer la
apertura estomatica y, por tanto, la infeccion bacteriana. Para ello, se regaron aproximadamente 1 h antes
y se pulverizaron las hojas con agua 30 min antes de proceder a la inoculacién. Se utilizaron suspensiones
con densidades bacterianas de 104 ufc/ml o 107 ufc/ml

8.3.1. Inoculacién por infiltracion

La infiltracion de la suspension bacteriana se realizo en el envés de la hoja con una jeringa de 2 ml sin
aguja. Las plantas utilizadas como controles negativos se infiltraron con una solucién de 10 mM MgCl..

En plantas de judia, las inoculaciones para ensayos de contaje de ufc y fluorescencia multiespectral se
llevaron a cabo en s6lo una mitad de la hoja, lo que permite la diferenciacion por la nervadura central de
las dos areas dentro de la hoja inoculada: area infiltrada (Al) y &rea no infiltrada (ANI) (Figura 17A). El total
de la zona infiltrada abarcaba 8-10 cm2. Para realizar los mismos ensayos en plantas de tomate, se
infiltraron 3 foliolos de una misma hoja por un procedimiento similar (Figura 17B).

A

Figura 17. Areas de la hoja de judia (A) y tomate (B) inoculadas con las suspensiones bacterianas
mediante infiltracion para sintomatologia y experimentos de MCFI. ANI: area no infiltrada; Al: area infiltrada.

8.3.2. Inoculacion por rociado

La inoculacion por rociado se realiz6 sélo en plantas de tomate, pulverizando tres foliolos de las hojas
primarias con aproximadamente 0.5 ml de la suspension bacteriana, tres veces por el haz y tres por el
envés. Las plantas utilizadas como controles negativos se rociaron con una solucién de 10 mM MgClo.

8.4. Conteo de unidades formadoras de colonia

Para determinar las poblaciones bacterianas in planta se extrajeron muestras de tres areas de una
hoja, cada una con 5 discos de 10 mm de diametro y se maceraron por percusién mecanica (Agitador
RW16 Basic, IKA) en 1 ml de MgCl> 10 mM. A partir del macerado, se hicieron diluciones seriadas que se
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sembraron en medio LB suplementado con el correspondiente antibiotico para determinar el niumero de
unidades formadoras de colonia por unidad de area de hoja (ufc/cm?).

El analisis de la evolucién de los sintomas y el conteo de ufc/cm? se realizaron 3 h después de la
inoculacion (tiempo 0) y a diferentes dias después de la inoculacion (dpi, dias post-inoculacién).

8.5. Ensayos de competencia en planta

Para estos ensayos se emplearon plantas de judia de 15 dias de edad que se inocularon en las hojas
primarias mediante la técnica de infiltracidn. Las cepas bacterianas empleadas en la infeccion (silvestre y
mutante KmR) se cultivaron durante 48 h a 25°C en placas de LB y LB Km (50 ug/ml), respectivamente.
Las células se resuspendieron en 10 mM de MgCl,, se centrifugaron y lavaron, ajustandose la densidad
celular una DOggo=0,1 (correspondiente a 107 ufc/ml) en 10 mM de MgCl,. Se llevaron a cabo diluciones
seriadas de las suspensiones utilizadas para obtener 104 ufc/ml, que se utilizaron para realizar el ensayo a
baja densidad. En todos los casos, los titulos de las suspensiones utilizadas se comprobaron sembrando
diluciones seriadas en placas de LB (silvestre) y LB Km (mutante). También se mezclaron las
suspensiones celulares del silvestre y el mutante en una proporcion 1:1 en 10 mM de MgCl, y se
sembraron diluciones seriadas del indculo en placas de LB y LB Km para confirmar la dosis y la proporcion
relativa entre las cepas.

Con las tres suspensiones celulares (de silvestre, de mutante y de mezcla), se procedio a la inoculacion
de las plantas de judia por infiltracion. Cada experimento se hizo por triplicado (3 plantas para cada
condicion). El andlisis de la evolucion de los sintomas y la toma de muestras de las hojas infiltradas se
realiz6 3 h después de la inoculacion (input) y varios dias después de la inoculacién (dpi, dias post-
inoculacion). Se tomaron al menos 5 discos por hoja (3,9 ¢cm?) con un sacabocados de 10 mm de
didmetro, que se colocaron en 1 ml de MgCl, 10 mM y se homogenizaron por percusién mecanica. Se
sembraron diluciones seriadas de las suspensiones bacterianas resultantes en placas de LB y LB Km, que
se incubaron 48 h a 25°C, tras lo que se llevd a cabo el recuento de colonias (output). Los conteos de
bacterias en ufc/cm? son los recuentos totales obtenidos a partir de 5 discos de hoja.

9. Técnicas de imagen

9.1. Fluorescencia multicolor (MCFI) inducida por UV

El sistema usado para la captura de imagenes de fluorescencia multiespectral fue el Open FluorCam
FC 800-O de PSI (Photon Systems Instruments, Bmo, Republica Checa, Figura M2), cuyas caracteristicas
pueden verse con detalle en http://www.psi.cz/products/fluorcams/open-fc-800-0-1010. Las hojas objeto de
estudio son excitadas por luz UV a 360 nm y las imagenes capturadas mediante una camara CCD (del
inglés charge-coupled device) LU-160 (Lumenera Corporation, Ottawa, Canada) sincronizada con la
lampara. Las imagenes de fluorescencia azul (F440), verde (F520), roja (F690) y de rojo lejano (F740) son
adquiridas secuencialmente para el mismo campo de visién, cada una con el filtro apropiado. Dichos filtros
estan montados en una ruleta frente a la camara CCD y se alternan automaticamente, Figura 18. La
adquisicion de las imagenes de emision de fluorescencia requirio, en nuestro caso, la acumulacion de 9
imagenes tomadas durante 18 s, que a su vez generan una imagen de 740x480 pixeles con una
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resolucion de 96x96 pixels por pulgada y 12 bits por pixel. La imagen resultante se presenta en escala de
grises, pero es posible la aplicacién de una escala de falsos colores mediante el programa informético
FluorCam version 7.1.0.3, que también permite la obtencion de imé&genes de los cocientes entre las
distintas emisiones de fluorescencia (Faso/Fs20, Faao/Feoo, Fa40/F740 ¥ Feoo/Fra0). Ademas, es posible obtener
datos numéricos promedio de los pardmetros analizados de distintas areas de interés de la hoja analizada.

Figura 18. Modelo Open FluorCam FC 800-O. En él que puede apreciarse con detalle el sistema de
iluminacién, que es similar al de nuestro equipo (http://www.psi.cz/products/fluorcams/open-fc-800-0-1010).

Fuente eléctrica

Paneles de luz (4)

Figura 19. Equipo disponible en nuestro laboratorio. Posee una caja para la adaptacion de las plantas a
oscuridad cuando se requiere.

59



60



RESULTAPOS

61



62



Capitulo 1.
Obtencidn y caracterizacion de mutantes del transportador MexAB-OprM en

Pseudomonas syringae pvs. phaseolicola 1448A y tomato DC3000
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1. Caracterizacion in vivo del sistema PmeR/MexAB-OprM de Pph

1.1. Generacion de mutantes carentes de la bomba y el regulador

Con el fin de estudiar las funciones del sistema MexAB-OprM y del regulador PmeR en Pph, se
construyeron mutantes carentes de estos genes. Para ello y en primer lugar, se disefiaron los diferentes
vectores que se utilizaron en las mutagénesis a partir del plasmido pGEM-T, que no replica en
Pseudomonas. En este plasmido se clon6 una region que incluia el gen a mutar y posteriormente se
interrumpi6 mediante la introduccion de un interposén QKm, que impide su expresion. En la seccion
Materiales y Métodos se describe en detalle cdmo se generaron los plasmidos pPGA-Pph::QKm y pPGR-
Pph::QKm (apartado 2.2) y cémo se llevé a cabo el reemplazamiento génico (apartado 3.6.5). Tras la
obtencién de posibles clones mutantes deficientes en la bomba o en el regulador, como se especifica en el
apartado 3.6.5 de Materiales y Métodos, estos se analizaron mediante PCR e hibridacion de ADN
Southern Blot, con el fin de confirmar la integracién del interposon QKm en el locus gendémico de mexA o
de pmeR.

En el ensayo Southern Blot se utiliz6 ADN cromosomico de la cepa silvestre Pph y de los posibles
mutantes pmeR, que se digirieron con Eco4T7lll y se hibridaron con una sonda de 1,18 kb para pmeR
(Figura 20A). El interposén QKm utilizado presenta en sus extremos sitios de corte para la enzima Eco47ll|
y un sitio tnico Smal dentro del interposon. Este sitio nos permite determinar el sentido de la insercién del
QKm dentro del gen interrumpido. La insercién del QKm también se verificd por PCR utilizando cebadores
especificos para este (datos no mostrados). En la cepa silvestre se observé la hibridacién de la sonda con
un fragmento de aproximadamente 8,5 kb, mientras que en los mutantes se observaba una banda de 10,8
kb debido a la insercién del QKm, de 2,2 kb. Los resultados obtenidos nos permiten confirmar la
interrupcion del gen pmeR con el interposdn QKm en los mutantes deficientes en el posible regulador de la
bomba. Se escogio uno de los clones carentes del regulador pmeR 'y se denominé PphR.

También se confirmé la interrupcion del gen mexA con el interposdn QKm en los mutantes deficientes
en la bomba de eflujo (Figura 20B). En este caso, la insercién del QKm se verificé por PCR utilizando
cebadores especificos. En la cepa silvestre se observa la aparicion de una banda de 1,7 kb, mientras que
en los mutantes se observan bandas de 4,0 kb. La mutacion generada es de caracter polar debido a las
caracteristicas del interposon QKm: esta flanqueado por repeticiones invertidas que contienen sefiales de
terminacion, tanto de la transcripcion como de la traduccion (Prentki et al., 1984; Fellay et al., 1987), por lo
que el mutante es deficiente en los tres componentes de la bomba. Se escogioé uno de los clones y se
denomino al mutante carente de la bomba MexAB-OprM como PphA.
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Figura 20. Comprobaciéon de los mutantes pmeR y mexAB-oprM construidos mediante doble
recombinacién en Pph 1448A.

A. Hibridacién Southern utilizando una sonda para pmeR en la cepa silvestre Pph 1448A (calle 1) y en dos
mutantes deficientes en el posible regulador (calles 2 y 3). A la izquierda se indica el tamafio en kb del marcador
de peso molecular (M, ADN del fago A digerido con Hindlll). En los dos casos, el esquema de la derecha indica
los sitios de corte y el tamafio esperado de los fragmentos obtenidos con la enzima Eco 471Il, tanto en la cepa
silvestre como en los mutantes pmeR.

B. PCRs comprobatorias utilizando los cebadores TtgA-BamHI_syringae y TtgB-Xbal_entomophila en la
cepa silvestre Pph 1448A (calle 1), en dos mutantes deficientes en el gen mexA (calles 2 y 3) y en el plasmido
control pPGA-Pph::QKm (calle 4). A la izquierda se indica el tamafio en kb del marcador de peso molecular (M,
DNA Molecular Weight Marker X, Roche). En los dos casos, el esquema de la derecha indica la posicion de los
oligos y el tamafio esperado de los fragmentos obtenidos por PCR, tanto en la cepa silvestre como en los
mutantes mexAB-oprM.

1.2. Determinacion del perfil de sustratos de la homba MexAB-OprM

Los sistemas transportadores homdlogos a la bomba de eflujo MexAB-OprM de Pph 1448A estan
implicados en la tolerancia a maltiples antibiéticos y disolventes organicos. Con el fin de caracterizar los
mutantes obtenidos en el apartado anterior se examin6 la susceptibilidad de los mismos comparandolos
con la cepa silvestre. Se utilizé el método de diluciones seriadas, descrito en el apartado 4.3 de Materiales
y Métodos, para determinar la concentracién inhibitoria minima (MIC) de distintos tipos de antibiéticos:
ampicilina, carbenicilina, cefotaxima, cloramfenicol, estreptomicina, gentamicina, &cido nalidixico,

piperacilina y tetraciclina. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 11.
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Tabla 11. Susceptibilidad de la cepa Pph y los mutantes PphA y PphR a diferentes compuestos
antimicrobianos.

MIC(ug/ml

Compuesto Poh Pp():i ) POIR
Acido nalidixico 111,88 8,85 625,00
Ampicilina 35,62 1,37 156,25
Carbenicilina 175,00 248 416,67
Cefotaxima 7,81 0,19 23,44
Cloranfenicol 0,53 0,41 0,74
Estreptomicina 0,90 0,17 0,65
Gentamicina 0,62 0,05 0,73
Piperacilina 573 0,09 -
Tetraciclina 0,16 0,05 0,41

-, no determinado.

Con este ensayo se pudo observar que el mutante PphA muestra una disminucion en los valores de
MIC con respecto a los de la cepa silvestre para la mayoria de los antibitticos ensayados; es decir, la
pérdida de la bomba MexAB-OprM (mutante PphA) aumenta su sensibilidad a estos compuestos (Tabla
11). En particular, el mutante PphA resulté ser significativamente sensible a los antibiéticos B-lactamicos
(ampicilina, carbenicilina y piperacilina), ya que la MIC para estos antibi6ticos fue 26, 70 y 64 veces menor,
respectivamente, a la observada para la cepa silvestre. Solo en el caso del cloranfenicol el valor de MIC en
las cepas silvestre y mutante no vari6 significativamente, por lo que este antibi6tico no parece ser sustrato
de este transportador. Curiosamente, los antibioticos de tipo aminoglucosido gentamicina y estreptomicina
si parecen ser sustratos de MexAB-OprM de Pph 1448A, a diferencia de lo que ocurre en el transportador
MexAB-OprM de Pto DC3000 (Vargas et al., 2011).

Stoitsova et al. (2008) habian demostrado que la delecion del transportador MexAB-OprM en tres
patovares de P. syringae reducia drasticamente la tolerancia a una amplia variedad de agentes
antimicrobianos (Tabla 12). Los valores de MIC que obtuvimos para algunos de los compuestos
ensayados con la cepa silvestre y el mutante PphA varian notablemente con respecto a los valores
obtenidos por Stoitsova y colaboradores (Tabla 12). Esto ocurre para acido nalidixico, carbenicilina,
cloranfenicol, estreptomicina, gentamicina, piperacilina y tetraciclina. A pesar de esas diferencias, el
comportamiento es similar: los mutantes deficientes en el transportador son mas sensibles que la cepa
silvestre a los mismos compuestos antimicrobianos, demostrando que el sistema MexAB-OprM es capaz
de expulsar antibiéticos con distinta estructura y actividad. Ademas, hemos definido un nuevo sustrato
para el transportador MexAB-OprM de Pph 1448A: la cefotaxima, ya que Stoitsova et al. (2008) no habian
ensayado este compuesto.
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Tabla 12. Perfil de susceptibilidad a compuestos antimicrobianos de Pph 1448A y Pph AmexAB-
oprM. Modificada de Stoitsova et al. (2008).

MIC (ug/ml)
Compuesto Pph AmexAB-oprM
Acriflavina 7,80 0,30
Acido nalidixico >1.000,00 31,00
Acido fusarico 1.000,00 31,00
Ampicilina 125,00 1,50
Berberina 1.000,00 15,60
Bromuro de etidio 100,00 1,50
Carbenicilina 1.000,00 6,20
Cefoperazona 62,50 1,50
Cloranfenicol 25,00 1,50
Eritromicina 25,00 3,10
Estreptomicina >100,00 >100,00
Floretina >1.000,00 250,00
Gentamicina 1,20 0,6
Kanamicina 1,20 0,6
Naringenina >1.000,00 250,00
Nitrofurantoina 500,00 31,00
Norfloxacina 7,80 0,60
Piperacilina 31,00 0,60
Rodamina 6G 125,00 1,50
Tetraciclina 0,50 0,03
Violeta cristal 25,00 0,80

Por otra parte, en la cepa PphR (mutante deficiente en el regulador PmeR) se observé que los valores
de MIC para todos los compuestos ensayados excepto para estreptomicina y gentamicina, eran superiores
a los de la cepa silvestre, lo que sugeria que este regulador podia controlar la expresion del operdn
mexAB-oprM reprimiéndolo (Tabla 11).

En resumen, a través del uso de cepas deficientes en mexAB-oprM'y pmeR hemos comprobado que la
resistencia a varios flavonoides se ve comprometida en una cepa que carece de MexAB-OprM y aumenta
en la cepa deficiente en PmeR (Tabla 11). Por tanto, esta bomba elimina compuestos antimicrobianos de
naturaleza y estructura quimica muy diferente, confiriéndole a Pph 1448A resistencia intrinseca a una
amplia gama de antibidticos y otros agentes antimicrobianos de distinto origen.

1.3. Ensayos de motilidad bacteriana

La motilidad contribuye a la colonizacién y la diseminacion de las bacterias en sus nichos naturales,
razon por la cual pensamos comparar los movimientos swimming y swarming de las cepas silvestre y el
mutante PphA. Vargas et al. (2013) habian demostrado que en DC3000 algunos antibioticos y flavonoides
sustratos de la bomba MexAB-OprM reducen la motilidad tipo swimming y swarming en la cepa silvestre y
este efecto es mas drastico en un mutante carente de la bomba. Para estudiar si en Pph ocurria lo mismo,
se comparo el comportamiento de la cepa silvestre con el mutante PphA en ausencia y en presencia de
dichos compuestos.

68



1.3.1. Motilidad tipo swimming

El movimiento de tipo swimming es el desplazamiento individual de bacterias en medios liquidos o
viscosos que nadan gracias al movimiento de su(s) flagelo(s) (Kearns, 2010). Numerosas cepas del
complejo P. syringae se mueven de este modo en medios con baja concentracion de agar (Shimizu et al.,
2003; Toutain et al., 2005).

En LB (0.3% agar) se observan halos de dispersion de Pph 1448A a partir del punto de inoculacion que
crecen en tamafio con el tiempo (Figura 21). Al ensayar la motilidad en presencia de diferentes
compuestos se observd que el cloranfenicol y la floridzina y en menor medida el indol y la morina,
provocaban una reduccion de la motilidad en la cepa PphA (Figura 22).

24 h 48 h

Figura 21. Motilidad tipo swimming de Pph 1448A. 4x106 células de Pph se inocularon en placas de LB
(0,3% agar) como se describe en la seccion 4.4.1 de Materiales y Métodos. Las placas se incubaron a 25°C y las
fotografias se tomaron a las 24 y 48 h.

In Cm Flo Flz Mo
(0.2 mM) {0.5 pg/ml) (0.2 mM) {1 mM) (0.2 mM)

Figura 22. Motilidad tipo swimming de Pph y PphA. Aproximadamente 4x108 células se pincharon en el
centro de placas de LB (0,3% agar) y se incubaron a 25°C durante 48 h en ausencia (-) y presencia de los
compuestos indicados a las concentraciones sefialadas. Las fotografias muestran resultados representativos
obtenidos a partir de tres experimentos diferentes. In, indol; Cm, cloranfenicol; Flo, floretina; Flz, floridzina; Mo,
morina.

1.3.2. Motilidad tipo swarming

La motilidad tipo swarming es un movimiento rapido (2-10 um/s) y coordinado de una poblacion
bacteriana sobre superficies solidas o semisolidas. Es un comportamiento multicelular que se ha
observado principalmente en condiciones de laboratorio controladas y depende de dos elementos criticos:
la composicién y la viscosidad del medio de cultivo. Las bacterias que realizan swarming sufren una
diferenciacion morfologica que las distingue de las que se encuentran en estado planctonico: las células
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localizadas en el frente de migracion suelen estar hiperelongadas, hiperflageladas y se agrupan en
estructuras multicelulares formando empalizadas (Kearns, 2010).

Pph presenta un movimiento de tipo swarming muy rapido en medios ricos con baja concentracion de
agar, pero no en medios minimos, como MMF (no mostrado). En PG-agar (0.5%) se observan halos de
dispersion desde el punto de inoculacion que crecen en tamafio con el tiempo y alcanzan el borde de las
placas de 80 mm de diametro a las 40-48 h (Figura 23).

24h

Figura 23. Motilidad tipo swarming de Pph 1448A. 4x106 células de Pph se inocularon en la superficie de
placas de PG-agar como se describe en Materiales y Métodos (seccion 4.4.2) y se incubaron a 25°C. Las
fotografias se tomaron a las 24 y 48 h.

Al llevar a cabo el mismo ensayo con la cepa silvestre pero en presencia de diferentes compuestos, se
observd una marcada disminucion de la motilidad tipo swarming en presencia de la mayoria de los
compuestos ensayados: cloranfenicol (antibiético), floretina, floridzina o morina (flavonoides) (Figura 24).
Es decir, se observa que, al igual que ocurria con la motilidad tipo swimming, determinados sustratos de la
bomba MexAB-OprM reducen la motilidad swarming en Pph. Asimismo, el efecto de los flavonoides resultd
mas pronunciado en el mutante DC3000A, ya que su motilidad en superficie se redujo fuertemente en
presencia de todos los compuestos ensayados; de hecho, no se observo swarming en presencia de indol y
floridzina (Figura 24).

Cm Flo
{0.5 pg/ml) (0.2 mM)

Pph

PphA

Figura 24. Ensayos de motilidad tipo swarming con Pph y PphA. Aproximadamente 4x108 células se
depositaron en el centro de placas de PG-agar (0,5%) y se incubaron a 25°C durante 48 h en ausencia (-) y
presencia de los compuestos indicados a las concentraciones sefialadas. Las fotografias muestran resultados
representativos obtenidos a partir de tres experimentos diferentes. In, indol; Cm, cloranfenicol; Flo, floretina; Flz,
floridzina; Mo, morina.
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Los resultados mostrados en los apartados 1.3.1 y 1.3.2 indican que la motilidad tipo swimming y
swarming disminuye en presencia de algunos flavonoides como floretina, floridzina y morina, asi como en
presencia de cloranfenicol e indol. Estos compuestos son sustratos de la bomba MexAB-OprM, lo que
resulta interesante, ya que en el mutante carente de la bomba, esta reduccion de la motilidad es mas
evidente.

2. Ensayos de infeccion bacteriana en plantas de judia

Las bacterias fitopatdgenas poseen transportadores implicados en multirresistencia similares a los
presentes en bacterias que infectan a humanos y a animales, pero el papel de los mismos es objeto de
discusion (Martinez et al., 2009; Piddock, 2006). Se ha propuesto que una posible funcién de las bombas
RND es la eliminacién de moléculas estructuralmente diferentes, como subproductos metabdlicos
indeseables 0 compuestos toxicos para los microorganismos, lo que les permite sobrevivir en su nicho
ecologico (Piddock, 2006). Asi, el sistema MexAB-OprM podria contribuir al proceso patogénico de Pph
1448A y el mutante PphR podria presentar alguna ventaja respecto a la cepa silvestre durante la infeccion
de plantas de judia ya que sobreexpresaria el transportador. Para comprobar estas hipdtesis se compard
el comportamiento de la cepa silvestre y los dos mutantes PphA y PphR en hojas de judia, determinando
su supervivencia y capacidad para multiplicarse en los tejidos tras su inoculacion por dos métodos
diferentes de inoculacién: infiltracion y rociado.

2.1. Inoculacion por rociado

En este caso, la inoculacion de hojas de judia (primordio) se llevd a cabo por rociado con una
suspension bacteriana a alta densidad (107 ufc/ml) de las cepas silvestre y mutante PphA. El
establecimiento inicial de las tres cepas se determind a las 3 h post-inoculacidn, observandose que era
similar (entre 3,8x105 y 1,12x105 ufc/cm?). El tamafio de las poblaciones de Pph y PphA alcanzd un
maximo de 3,3-5,0x106 ufc/cm2 de hoja de judia y solo a partir de los 20 dias fue posible observar
diferencias en las tasas de crecimiento de Pph y PphA (Figura 25). Sin embargo, la infeccién por rociado
se caracterizd por la ausencia de sintomas, ya que incluso a 14 dpi no se detecto clorosis, ni formacion de
lesiones acuosas ni necréticas en las hojas inoculadas (Figura 26).
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Figura 25. Evolucion de las poblaciones bacterianas de Pph y PphA en hoja de judia tras su
inoculacion por rociado. Unidades formadoras de colonias por cm2 de hoja (ufc/cm2) a 0, 7' y 14 dpi con las
cepas Pph (verde oscuro) y PphA (verde claro). Los datos representan la media de tres experimentos diferentes.
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Figura 26. Desarrollo de sintomas inducidos por Pph y PphA en hoja de judia tras su inoculacion por
rociado. Las plantas fueron inoculadas con aproximadamente 107 ufc/ml de Pph y PphA; las control se rociaron
con una solucién de MgClz 10 mM.

Los resultados obtenidos tras la inoculacion de hojas de judia con las cepas Pph y PphA mediante
rociado demostraron que este método de inoculacién no sirve para provocar la enfermedad, ya que las
poblaciones bacterianas no consiguen multiplicarse a niveles suficientes para colonizar el apoplasto y
provocar sintomas. Por tanto, este método de inoculacion se dej6 de utilizar en ensayos posteriores con
judia.

2.2. Inoculacion por infiltracion

En los ensayos de infeccion mediante infiltracion se utilizo un titulo inicial del indculo de 107 ufc/ml (alta
densidad) y, en todos los casos, se llevo a cabo en los primordios y en la misma mitad de las hojas, como
se explica en el apartado 8.3.1. de Materiales y Métodos. El establecimiento inicial de las tres cepas se
determind a las 3 h post-inoculacion, observandose que era similar (alrededor de 2,0x104 ufc/cm?). El
tamafio de las poblaciones de Pph y PphR alcanz6 un maximo de 1,9-3,0x108 ufc/cm? de hoja de judia,
mientras que la poblacion del mutante PphA fue menor (5,3x107 ufc/cm2). A los 4 dpi ya era posible
observar diferencias en las tasas de crecimiento de Pph y PphA, y después de 7 dpi el tamafio de las
poblaciones de la cepa silvestre y los mutantes comenz6 a disminuir aunque de forma diferente (Figur 27).

Los sintomas de la enfermedad causada por el mutante PphR eran indistinguibles de los causados por
la cepa silvestre a 13 dpi y fueron consistentes con el tipo de lesién descrita para Pph (Taylor et al., 1996).
En ambos casos y entre 6-7 dpi aparecieron unas manchas acuosas que se tornaron clordticas y
posteriormente se desarroll6 la necrosis. La clorosis inicial es menor en el caso de la inoculacién con
PphR. En el caso de la infeccién con el mutante PphA y de acuerdo con la disminucién observada en los
tamarios de las poblaciones, se observa un retraso en la aparicion de la clorosis inicial, siendo ademas
menos intensa con respecto a la producida por las otras cepas y no se detecta necrosis a 13 dpi (Fig 28).
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Figura 27. Evolucion de las poblaciones bacterianas en hojas de judia tras infiltracion con Pph, PphA
y PphR. Se determiné el nimero de ufc/cm2 de Pph (verde oscuro), PphA (verde claro) y PphR (azul) en hojas

de judia a distintos tiempos post-infeccion, tras infiltracion con las soluciones bacterianas (107 ufc/ml). Los datos
representan el promedio de cinco experimentos diferentes.

Figura 28. Sintomatologia inducida en hojas de judia por Pph y sus mutantes a distintos tiempos

post-infeccion. Plantas control infiltradas con MgCl. 10 mM (C). La cepa silvestre Pph y los mutantes PphA y
PphR fueron inoculadas a aproximadamente 2x107 ufc/ml.

Estos resultados indican que la pérdida del sistema MexAB-OprM provoca una disminucién en la
capacidad de Pph para colonizar las plantas de judia. Sin embargo, la pérdida de PmeR no tuvo ningln
efecto detectable en la capacidad de la bacteria para colonizar la planta y provocar sintomas.

73



3. Ensayos de competencia in vivo

Se ha demostrado que algunos transportadores juegan un papel clave en la competencia de bacterias
fitopatdgenas con otras bacterias saprofitas y, por tanto, son importantes en el proceso de colonizacién de
las plantas (Burse et al., 2004b; Llama-Palacios et al., 2002). Para estudiar si este era el caso del
transportador MexAB-OprM, se realizaron ensayos de competencia entre la cepa silvestre y el mutante
deficiente en la bomba.

3.1. Curvas de crecimiento en medio liquido

En primer lugar y con el fin de descartar que la cepa mutante PphA presentara una deficiencia en su
crecimiento, se compard su crecimiento en medio liquido (KB) con el de la cepa silvestre. Para ello se
obtuvieron las correspondientes curvas de crecimiento de Pph y PphA (Figura 29), observandose que no
existian diferencias significativas; por tanto, PphA es capaz de multiplicarse en medio liquido de forma
similar a la cepa silvestre.
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Figura 29. Curvas de crecimiento de las cepas Pph y PphA en medio liquido KB. En la gréfica se
representa la absorbancia de los cultivos (DOgeo) frente al tiempo (en horas).

3.2. Competencia en medio de cultivo

A continuacién, se llevaron a cabo ensayos de competencia en medio liquido (KB) entre la cepa
silvestre y el mutante PphA inoculados en una proporcion 1:1, con objeto de determinar la capacidad del
mutante para multiplicarse en medio de cultivo en competencia con la cepa silvestre (Figura 30). Este
ensayo se realiz6 a dos titulos diferentes de indculo inicial 10% ufc/ml (dosis baja) y 108 ufc/ml (dosis alta).
Se observo que, después de 24 h, la poblacion del mutante PphA representaba el 53% de la poblacién
total cuando las cepas se inocularon a 103 ufc/ml, y el 47% cuando se inocularon a 106 ufc/ml. Por tanto, el
mutante PphA compite eficientemente con la cepa silvestre, tanto a dosis baja como alta; es decir, PphA
es capaz de multiplicarse en medio liquido de forma similar a la cepa silvestre y competir con ella, por lo
que se descarta que la pérdida del transportador MexAB-OprM tenga un efecto pleiotropico en el mutante.
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Figura 30. Ensayos de competencia en medio de laboratorio. Para evaluar el efecto de la dosis de
inoculacion sobre el crecimiento bacteriano de Pph frente a PphA, se mezclaron las cepas en proporcion 1:1, se
afiadieron a KB a dosis baja (103 ufc/ml) y a dosis alta (108 ufc/ml) y se cultivaron durante 24 h a 28°C. Se
realizaron entonces diluciones seriadas y se sembraron en placas de KB suplementadas con los antibiéticos
correspondientes para calcular la proporcién relativa entre las cepas. Los resultados mostrados corresponden a
las medias de cuatro experimentos independientes y las barras de error representan la desviacion estandar.

3.3. Ensayos de competencia en plantas de judia

Posteriormente, se evalud la contribucion del transportador MexAB-OprM a la competencia en plantas
de judia con objeto de comprobar si el mutante presentaba alguna deficiencia en supervivencia,
establecimiento y/o colonizacién de la planta. Para ello se infiltraron las hojas con una suspension mixta
con la misma proporcion (1:1) de la cepa silvestre y mutante (PphA) utilizando un titulo de inculo de 104
ufc/ml (baja densidad) para permitir que ambas cepas pudieran incrementar su poblacién y competir por la
colonizacion del apoplasto de la hoja de judia. Se tomaron muestras a las 3 h post-inoculacién para
determinar el establecimiento inicial en el tejido foliar de la planta (t=0, aproximadamente 25 ufc/cm?), lo
que permitié una cuantificaciéon precisa de la posterior multiplicacién de la poblacion bacteriana. Se
observd que el mutante de la bomba no presento ninguna deficiencia significativa en este paso, ya que la
proporcion de la poblaciones mutante frente al total fue del 43,6%, valores cercanos a la proporcion del
50% fijada en el indculo inicial. A los 4 y 7 dpi se realizaron de nuevo recuentos de las cepas y en estos
tiempos si se obtuvieron diferencias claras entre la cepa silvestre y el mutante, ya que la poblacién de
PphA resultd ser el 28% de la total a 4 dpi y el 19% a 7 dpi (Figura 31). Por tanto, la pérdida del
transportador MexAB-OprM provoca una disminucion en la colonizacién de la judia por Pph, efecto que se
magnifica al competir con la cepa silvestre.

100

Figura 31. Ensayos de colonizacion competitiva de Pph y PphA en
hojas de judia. Los primordios de plantas de judia se inocularon
artificialmente por infiltracién con una suspensién bacteriana (=8x10¢
ufc/ml) que contenia la misma proporcién de la cepa silvestre y el
:FPf’EA mutante (PphA). La proporcion inicial (0 dpi) entre las cepas se
P determiné en muestras tomadas de las hojas 3 h después de la
inoculacién. Asimismo, se determinaron el numero de unidades
formadoras de colonia por unidad de area (ufc/cm2) a4 y 7 dpi . En los
graficos se representan las medias de cinco ensayos independientes
con al menos tres plantas; las barras de error representan la
desviacion estandar.
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4. Estudio de la infeccion bacteriana con técnicas no invasivas de imagen en plantas
de judia y tomate

El uso simultdneo de varias técnicas de imagen (MCFI, Termografia, Chl-Fl) para el diagndstico del
estrés vegetal es en la actualidad una potente herramienta en el estudio y la cuantificacion de la respuesta
de una planta frente a un estrés bidtico o abidtico (Chaerle et al., 2004, 2007a). En este trabajo
utilizaremos la fluorescencia multiespectral (MCFI) para analizar la virulencia de las cepas silvestre de P.
syringae, comparandola con la de las respectivas cepas mutantes en dos sistemas planta-patdgeno:
Phaseolus vulgaris cv. Canadian Wonder-P. syringae pv. phaseolicola 1448A 'y Solanum lycopersicum cv.
Moneymaker-P. syringae pv. tomato DC3000. Se utilizaron las cepas bacterianas silvestres y mutantes
carentes del sistema MexAB-OprM y del regulador PmeR y se analiz6 la respuesta de las plantas
hospedadoras a la cepa silvestre en comparacion con sus mutantes.

4.1. Sistema P. vulgaris cv. Canadian Wonder-P. syringae pv. phaseolicola 1448A

Para llevar a cabo estos experimentos, infiltramos plantas de judia con cada una de las cepas (Pph,
PphA'y PphR) a 107 ufc/ml y plantas control con MgCl> 10 mM. Se realizaron 4 réplicas por experimento,
como esta descrito en el apartado 8.3.1. de Materiales y Métodos, y se llevd a cabo un seguimiento de la
sintomatologia (Figura 28) a 2, 4, 7 y 9 dias post-inoculacion (dpi), comparando finalmente mediante MCFI
la respuesta de la planta frente a cada una de las cepas. La captura de iméagenes de fluorescencia verde-
azul (F520-F440, BGF imaging) y fluorescencia roja (F690, F740, Chl-F imaging) para todas las medidas
se llevo a cabo con el Open FluorCam FC 800-O (Photon Systems Instruments, Brno, Czech Republic),
descrito en la seccion 9.1. de Materiales y Métodos.

Los patrones foliares de fluorescencia verde-azul (BGF) muestran un aumento significativo de ambas
emisiones en la zona infiltrada (Figura 32) con las cepas silvestre y mutantes de Pph, aunque este
aumento se diferenciaba en tiempo y magnitud segun la cepa. Este efecto es muy evidente a 4 dpi
(presintomatico), siendo mas intenso en la infeccidn con la cepa silvestre. A 9 dpi el incremento en F440 y
F520 es similar en las zonas inoculadas con Pph y PphR, siendo mucho menor en las infiltradas con PphA.
Las diferencias en estos patrones de fluorescencia foliares son muy evidentes desde los 7 dpi.

Las emisiones de fluorescencia en el rojo (F690) y en el rojo lejano (F740), que indican las variaciones
en el contenido de la clorofila, no mostraron una tendencia clara que nos permitiera identificar algun
aspecto significativo y diferenciable entre las plantas infectadas con cada una de las tres cepas (Figura
33).

Los cocientes F440/690, F440/740, F520/690, F520/740 son en algunos casos buenos indicadores de
estrés, resultando también de utilidad para el seguimiento de las interacciones planta-patdgeno, ya que los
patrones foliares de estos parametros suelen exacerbar las diferencias observadas en los de las emisiones
individuales de fluorescencia. Esto sucede con los cocientes F440/690 y F440/740 (Figura 34), en los que
se incrementan las diferencias entre la infeccion con Pph y PphR frente a la infeccion con PphA,
pareciendo la respuesta de la planta frente a la invasion por el patdgeno como mayor en el caso de Pph y
PphR que en el de PphA.

76



De los patrones foliares resultado de las medidas de MCFI, es en el de los cocientes F520/690 y
F520/740 (Figura 35) donde los cambios en el hospedador son més drasticos. Estos patrones son
similares para la infeccion con Pph y PphR a 9 dpi, mostrando valores més elevados en las zonas
inoculadas que en el caso de PphA; diferencia esta que se marca desde los 7dpi. Los cambios a 4 y 7 dpi
por PphA son mayores que los mostrados en F520.
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Figura 32. Patrones foliares de fluorescencia verde-azul de plantas de judia. Se inocularon (2x107
ufc/ml) plantas de judia con Pph y los mutantes PphA y PphR; las plantas control (C) se infiltraron con MgClz 10
mM. Imagenes de fluorescencia: A. Azul (440 nm) y B. Verde (520 nm).
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Figura 33. Patrones foliares de fluorescencia roja de plantas de judia. Se inocularon (2x107 ufc/ml)
plantas de judia con Pph y los mutantes PphA y PphR; las plantas control (C) se infiltraron con MgClz 10 mM.
Imégenes de fluorescencia: A. Roja (690 nm) y B. Rojo lejano (740 nm).
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Figura 34. Patrones foliares de cocientes de emisiones de fluorescencia de plantas de judia. Se
inocularon (2x107 ufc/ml) plantas de judia con Pph y los mutantes PphA y PphR; las plantas control (C) se
infiltraron con MgCl2 10 mM. Iméagenes: A. F440/690 y B. F440/740.
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Figura 35. Patrones foliares de cocientes de emisiones de fluorescencia de plantas de judia. Se
inocularon (2x107 ufc/ml) plantas de judia con Pph y los mutantes PphA y PphR; las plantas control (C) se
infiltraron con MgCl2 10 mM. Imégenes: A. F520/690 y B. F520/740.
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4.2. Sistema S. lycopersicum variedad Moneymaker-P. syringae pv. tomato DC3000

En este estudio hicimos uso de los mutantes de Pto DC3000 carentes de la bomba MexAB-OprM y de
su regulador PmeR obtenidos por Vargas et al. (2011), con el objetivo de comparar la implicacion de esta
bomba en la respuesta de defensa de la planta frente a estos patdgenos en dos sistemas planta-patégeno
diferentes. Los ensayos de infeccion se llevaron a cabo en plantas de tomate mediante infiltracion a baja
densidad (104 ufc/ml), como se explica en el apartado 8.3.1. de Materiales y Métodos. Se analiz6 a
distintos dpi la virulencia de la cepa silvestre (DC3000) comparandola con la de los mutantes DC3000A
(carente de la bomba) y DC3000R (mutante en el regulador transcripcional) y se hizo la captura de
imagenes de fluorescencia a la vez que se realizaba el seguimiento de la sintomatologia.

Se pudo observar que la cepa silvestre DC3000 y los mutantes mencionados producen en el huésped
una sintomatologia caracteristica basada en una clorosis inicial del tejido y una posterior necrosis (Figura
36). La clorosis es evidente a los 4 dpi y la necrosis aparece como pequefios puntos necroticos que se
hacen evidentes a los 9 dpi en las plantas infectadas con DC3000 y DC3000R.

dpi

DC3000

DC3000A

DC3000R

Figura 36. Sintomatologia inducida en hojas de tomate por Pto DC3000 y sus mutantes a distintos
tiempos post-infeccion. Plantas inoculadas con aproximadamente 3x104 ufc/ml con DC3000, los mutantes
DC3000A (A) y DC3000R (R); las plantas (C) control se infiltraron con MgCl2 10 mM.

En los patrones foliares de fluorescencia se observé un incremento de las emisiones en el azul (F440) y
en el verde (F520), con respecto a las plantas control, en la zona inoculada con cada cepa, desde los 2
dpi. Este incremento se hizo muy evidente en las plantas inoculadas con DC3000 a los 9 dpi (Figura 37),

82



siendo mucho menor la intensidad en la sefial de fluorescencia observada en las plantas infiltradas con
DC3000A y DC3000R. Las emisiones de fluorescencia en el rojo (F690) y rojo lejano (F740) no
presentaron un patron diferencial entre las plantas infectadas con cada cepa y las plantas control durante
todo el experimento (Figura 38).

Los patrones foliares de los cocientes F440/690 y F440/740 (Figura 39) también muestran un
incremento de estos valores, respecto a los controles, en las zonas inoculadas con la cepa silvestre y sus
mutantes, evidente desde los 2 dpi (presintomatico) para la infeccion con DC3000 y DC3000A. Entre 4-7
dpi es similar el aumento en estos cocientes inducido por las tres cepas bacterianas, con una tendencia al
incremento para la cepa salvaje. A 9 dpi, los elevados valores de F440/690 y F440/740 por la inoculacién
con DC3000 contrastan con los mas bajos inducidos por las cepas mutantes. El incremento de estos
cocientes exacerba las diferencias observadas en las emisiones verde-azul entre las distintas plantas
infiltradas. Los patrones foliares de los cocientes F520/690 y F520/740 (Figura 40), presentan una
tendencia similar.
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Figura 37. Patrones foliares de fluorescencia azul y verde de plantas de tomate. Plantas control (C) e
inoculadas (3x104 ufc/ml) con la cepa silvestre (DC3000) y los mutantes DC3000A y DC3000R. Imagenes de
fluorescencia: A. Azul (440 nm) y B. Verde (520 nm).
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Figura 38. Patrones foliares de fluorescencia de plantas de tomate. Plantas control (C) e inoculadas
(3x104 ufc/ml) con la cepa silvestre (DC3000) y los mutantes DC3000A y DC3000R. Imagenes de fluorescencia:
A. Roja (690 nm) y B. Rojo lejano (740 nm).
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Figura 39. Patrones foliares de los cocientes de fluorescencia de plantas de tomate. Plantas control
(C) e inoculadas (3x10# ufc/ml) con la cepa silvestre (DC3000) y los mutantes DC3000A y DC3000R. Imégenes:
A. F440/690 y B. F440/740.
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Figura 40. Patrones foliares de cocientes de fluorescencia de plantas de tomate. Plantas control (C) e
inoculadas (3x104 ufc/ml) con la cepa silvestre (DC3000) y los mutantes DC3000A y DC3000R. Iméagenes: A.
F520/690 y B. F520/740.

87



88



Capitulo 2. Obtencién y caracterizacion de mutantes del transportador

TpsABC en Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000
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Mediante mutagénesis generalizada al azar con Tn5 en Pto DC3000 se obtuvo en nuestro laboratorio
un mutante en el ORF PSPTO_5191 (H. Prada, resultados no publicados). PSPTO_5191 esta anotado
como AcrB/AcrD/AcrF family protein; es decir, €s un putativo transportador que pertenece a la superfamilia
de transportadores bacterianos de tipo RND. Estos transportadores normalmente forman parte, junto con
una proteina de fusion (MFP, membrane fusion protein) y una proteina de membrana externa (OMP, outer
membrane protein), de un sistema tripartito localizado entre la membrana plasmatica y la membrana
externa en bacterias Gram-negativas (Eswaran et al., 2004; Murakami et al., 2006). Dado que este
transportador no estaba caracterizado, en primer lugar y con el objetivo de obtener informacidn sobre su
posible funcion y la de los genes adyacentes, se llevd a cabo un analisis bioinformatico de esas
secuencias.

1. Caracterizacion in silico del transportador TpsABC

Estudiando la organizacion génica de PSPTO_5191 y los marcos de lectura adyacentes, observamos
que en 5’ aparecen dos ORFs (PSPTO_5192 y PSPTO_5193) que codifican para dos proteinas de tipo
MFP y, a continuacion, una proteina hipotética sin dominios conocidos (PSPTO_5194), pero no existe
ninguna ORF en las cercanias que pudiera actuar como OMP ni ningun regulador transcripcional (Figura
41) Se denominé al sistema transportador compuesto por las ORFs PSPTO_5191, PSPTO_5192 y
PSPTO_5193, TpsABC (de transportador de Pseudomonas syringae), en el que TpsC (PSPTO_5191) es
el componente transportador que llevaria asociadas dos MFPs: TpsA (PSPTO_5193) y TpsB
(PSPTO_5192).

5194 5193 5192 5191

TpsA TpsB TpsC

Figura 41. Representacion de la organizacion génica de TpsABC en DC3000. Las flechas anchas
muestran la direccion de la transcripcion de los distintos marcos abiertos de lectura y dentro de ellas se indica
las posibles funciones: proteina de fusion (MFP) y transportador de tipo RND. ? indica funcion desconocida.

Los dominios funcionales de una proteina determinan su actividad, por lo que procedimos a identificar
los posibles dominios presentes en las proteinas TpsA, TpsB y TpsC para intentar determinar su posible
implicacion en detoxificacion, supervivencia o virulencia (Figura 42).
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Figura 42. Organizacion en dominios de las proteinas TpsABC y PSPTO_5194 segun Pfam. Acr_fran
es un dominio proteico presente en transportadores de membrana interna implicados en la resistencia a
diferentes compuestos antimicrobianos que actlan en colaboracién con una proteina de fusién y otra de
membrana externa (Murakami et al., 2002); HlyD_2 es un dominio presente en proteinas periplasmicas que
permiten el acoplamiento entre las proteinas de membrana interna y externa para la formacion de los sistemas
tripartitos de extrusion (Wallace et al, 2000; Lee et al., 2012). En PSPTO_5194 Pfam solo predice dos
segmentos transmembrana (en rojo); los otros dominios (multicolor) no parecen tener ni estructura ni funcion
conocida.

1.1. TpsC

El gen tpsC codifica una proteina de 1033 aminoacidos que posee, segun Pfam, un dominio Acr_tran
caracteristico de proteinas de membrana implicadas en resistencia y presente en otros transportadores
como AcrB, AcrD o AcrF de P. aeruginosa (Nikaido et al., 2001; Murakami et al., 2002; Seeger et al., 2008;
Figura 42).

La busqueda y comparacion de la secuencia de TpsC de Pto DC3000 con otras secuencias disponibles
en las bases de datos permiti6 establecer que este transportador era mas de un 93% idéntico en
secuencia de aminoacidos al de otras cepas del complejo P. syringae, como P. syringae pvs. syringae y
phaseolicola o P. cichorii (Tabla 13). Se encuentran ortblogos de este transportador también en distintas
cepas de Pseudomonas, como P. poae, en varias cepas de P. fluorescens (SBW25, A506 o F113), P.
protegens (CHAQ o Pf-5), P. brassicacearum, P. entomophila o P. monteilii o P. putida, todos con mas del
80% de identidad. Se debe mencionar que esos transportadores no han sido caracterizados en ninguna de
las cepas, por lo que se desconoce su funcidn. Con un porcentaje menor de identidad, TpsC es ort6logo a
TriC de P. aeruginosa (76% de identidad), que esta implicado en la resistencia intrinseca y adquirida frente
al biocida triclosan (Mima et al., 2007). TpsC también es similar a otras proteinas anotadas como proteinas
de resistencia a acriflavina, transportadores RND o de la familia AcrB/AcrD/AcrF en Methylobacterium
nodulans, Mesorhizobium loti, Azospirillum brasilense, Rhizobium etli y leguminosarum, Agrobacterium
tumefaciens, Bradyrhizobium japonicum, Serratia sp., Burkholderia sp. y Vibrio cholerae. De todos ellos,
solo se sabe que ZrpB (Ser39006_1997), de Serratia sp., esta implicado en la resistencia a carbapenem y
prodigiosin (Gristwood et al., 2008) y VexK (VC1673), de Vibrio cholerae, proporciona resistencia frente a
detergentes y sales biliares, permitiendo la colonizacion de ciertos nichos (Bina et al., 2008).
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Tabla 13. Proteinas ortélogas a TpsC de Pto DC3000. Los analisis se llevaron a cabo utilizando Blastn y Blastp (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) con la secuencia de
nucleétidos y aminoacidos, respectivamente, de {psC. Las proteinas estan ordenadas de mayor a menor por porcentaje de identidad.

Cepa ORF Descripcién % identidad  %similitud
Pseudomonas syringae

pv. syringae B728a Psyr_0346 Proteina de secrecién HiyD 98 99

pv. phaseolicola 1448A PSPPH_0329 Transportador RND 97 99
P. cichorii JBC1 PCH70_03360 Transportador AcrB/AcrD/AcrF 93 96
P. poae RE 1-1-14 HO045_22080 Transportador putative 88 93
P. fluorescens

SBW25 PFLU0234 Lipoproteina 88 94

F113 PSF113_0240 Transportador RND 86 92
P. protegens CHAQ PFLCHAOQ_c02390  Proteina de multiresistencia MdtB 86 93
P. brassicacearum subsp. brassicacearum NFM421 ~ PSEBR_a239 Proteina de membrana implicada en transporte 85 92
P. entomophila L48 PSEEN5287 Transportador de resistencia multiple tipo Acr 81 89
P. monteilii SB3101 X970_24450 Transportador de la familia Acr 80 89
P. putida

KT2440 PP_5173 Transportador RND 80 89

F1 Pput_5080 Proteina de resistencia a acriflavina 80 89
P. aeruginosa PAO1 PA0158 Probable transportador RND, TriC 76 87
Methylobacterium nodulans ORS 2060 Mnod_0734 Proteina de resistencia a acriflavina 64 79
Mesorhizobium loti MAFF303099 mll5518 Transportador RND 62 76
Azospirillum brasilense Sp245 AZOBR _40440 Putativo componente de sistema de eflujo 61 77
Rhizobium etli CFN 42 RHE_PF00284 Probable transportador 59 76
Rhizobium lequminosarum bv. trifolii CB782 RLEG12_03900 Transportador de la familia Acr 59 76
Agrobacterium tumefaciens C58 Atu3795 Proteina de la familia AcrB/AcrD/AcrF 59 76
Bradyrhizobium japonicum USDA 110 blI7019 Proteina de la familia AcrB/AcrD/AcrF 58 75
Serratia sp. ATCC39006 Ser39006_1997 Proteina de resistencia a acriflavina, ZrpB 55 73
Burkholderia sp. CCGE 1002 BC1002_1706 Proteina de resistencia a acriflavina 46 64
Vibrio cholerae 01 biovar EI Tor N16961 VC1673 Transportador AcrB/AcrD/AcrF, VexK 32 54




A continuacidn se buscaron paralogos en el genoma de Pto DC3000 (Tabla 14), encontrandose uno
con unos porcentajes de identidad (69%) y similitud (82%) muy significativos: PSPTO_3302, que es otra
proteina cuya funcién no ha sido determinada aun. TpsC también presenta similitud, aunque menor pero
todavia significativa (40% de identidad, 59% de homologia), con PSPTO_0820, lo que probablemente
indica que sus sustratos son distintos.

Tabla 14. Proteinas paralogas de TpsC en Pto DC3000. Los andlisis se llevaron a cabo utilizando la
opcién paralogs de KEGG (http://www.genome.jp/kegg/). Las proteinas estan ordenadas de mayor a menor por
porcentaje de identidad.

ORF Descripcion % identidad % similitud
PSPTO_3302  Proteina de la familia AcrB/D/F 69 82
PSPTO_0820  Proteina de la familia AcrB/D/F 40 59
PSPTO_0375  Transportador de cationes 26 45
PSPTO_2592  Proteina de resistencia a isotiocianato 25 44
PSPTO_4304  Proteina SaxB de resistencia a isotiocianato (MexB) 24 42
PSPTO_1308  Proteina de la familia AcrB/D/F 24 44
PSPTO_2755  Proteina de la familia AcrB/D/F 23 44
PSPTO_3100  Proteina de resistencia a isotiocianato 23 41

1.2. TpsB

El gen fpsB se situa adyacente a tpsC y codifica una proteina de fusion de 356 aminoéacidos. TpsB
posee un dominio HIyD_2 segun Pfam, caracteristico de proteinas implicadas en la secrecion de la
citotoxina hemolisina A, que provoca la lisis celular al crear poros en la membrana permitiendo a la
bacteria iniciar el proceso de infeccion (Stanley et al., 1994; Wallace et al., 2000; Figura 42). Muchas de
las proteinas con dominios HlyD forman parte de los complejos transportadores de tipo RND, se localizan
en el espacio periplasmico y actian de forma similiar a AcrA: facilitando la apertura de TolC para la
movilizacion de compuestos desde la membrana al medio externo (Lee et al., 1992). La comparacion de
TpsB de Pto DC3000 con otras secuencias disponibles en las bases de datos permitié establecer que esta
MFP era un 78-90% idéntica a la de otras cepas del complejo P. syringae, como P. syringae pvs. syringae
y phaseolicola o P. cichorii (Tabla 15). Se encuentran ortdlogos de esta MFP también en distintas cepas de
Pseudomonas, como P. brassicacearum, P. poae, P. fluorescens (SBW25, A506 o F113), P. protegens, P.
entomophila, P. monteilii o P. putida, todos con mas del 65% de identidad. Con un porcentaje menor (59%
de identidad), TpsB se parece a TriB (PA0157) de P. aeruginosa, que esta implicado, junto con TriA, TriC y
OpmH en la eliminacion de triclosan (Mima et al., 2007). TpsB también es similar a otras proteinas
anotadas como subunidades MFP, proteinas de eflujo, proteinas de secrecion HlyD o proteinas
periplasmicas de M. nodulans, M. loti, A. tumefaciens, R. leguminosarum vy etli, B. japonicum, A.
brasilense, Serratia sp., Burkholderia sp. y V. cholerae (Tabla 15). Sélo ZrpD (Ser39006_1996) y VexJ
(VC1674), que forman parte de los sistemas ZrpADBC y VexIJK, respectivamente, han sido caracterizados
hasta el momento y se sabe que contribuyen a la resistencia frente al antibiotico -lactamico carbapenem
en Serratia 39006 y frente a sales biliares y detergentes en V. cholerae 01 biovar El Tor (Bina et al., 2008;
Gristwood et al., 2008).
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Tabla 15. Proteinas ortélogas a TpsB de Pto DC3000. Los analisis se llevaron a cabo utilizando Blastn y Blastp (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) con la secuencia de
nucleétidos y aminoacidos, respectivamente, de {psB. Las proteinas estan ordenadas de mayor a menor por porcentaje de identidad.

Cepa ORF Descripcidn % identidad  %similitud
Pseudomonas syringae

pv. syringae B728a Psyr_0345 Proteina de secrecion HyD 90 93

pv. phaseolicola 1448A PSPPH_0328 Subunidad MFP de transportador RND 86 89
P. cichorii JBC1 PCH70_03350 Subunidad MFP de transportador RND 78 85
P. brassicacearum subsp. brassicacearum NFM421 ~ PSEBR_a238 Putativa lipoproteina 71 85
P. poae RE 1-1-14 H045_22075 Subunidad MFP de transportador RND 70 83
P. fluorescens

F113 PSF113_0239 Subunidad MFP de transportador RND 70 84

SBW25 PFLU0233 Putativa lipoproteina 69 83
P. protegens CHAQ PFLCHAO0_c02380  Subunidad MFP de transportador RND 69 81
P. entomophila L48 PSEEN5288 Subunidad MFP de transportador RND 66 78
P. monteilii SB3101 X970_24455 Transportador RND 65 80
P. putida

KT2440 PP_5174 Subunidad MFP de transportador RND 65 80

F1 Pput_5081 Subunidad MFP de transportador RND 65 80
P. aeruginosa PAO1 PA0157 Probable precursor MFP eflujo RND, TriB 59 72
M. nodulans ORS2060 Mnod_0735 Subunidad MFP de transportador RND 47 64
M. loti MAFF303099 mll5519 Subunidad MFP de transportador RND 43 63
A. tumefaciens C58 Atu3796 Proteina de eflujo 40 61
R. leguminosarum bv. trifolii CB782 RLEG12_03895 Proteina de secrecion hemolisina D 38 58
R. etli CFN 42 RHE_PF00285 Proteina de secrecion de la familia HiyD 38 59
B. japonicum USDA 110 bll7020 Proteina de eflujo 37 56
A. brasilense Sp245 AZOBR_40439 Putativo componente de sistema RND 35 50
Serratia sp. ATCC39006 Ser39006_1996 Subunidad MFP de transportador RND, ZrpD 33 53
Burkholderia sp. CCGE 1002 BC1002_1705 Subunidad MFP de transportador RND 29 44
V. cholerae 01 biovar El Tor N16961 VC1674 Proteina periplasmica, VexJ 29 46




Como genes parélogos de tpsB se encuentran en el genoma de Pto DC3000, PSPTO_3301, con unos
porcentajes de identidad (40%) y similitud (62%) a nivel de secuencia de aminoacidos importantes, y
PSPTO_5193 (la otra MFP del putativo sistema TpsABC), PSPTO_0821 o PSPTO_3300, con unos
porcentajes menores pero significativos (Tabla 16). Todos esos genes codifican distintas proteinas de
fusidn y se encuentran adyacentes a otro gen que codifica un transportador de tipo RND, formando
probablemente un operdn (ver més adelante).

Tabla 16. Proteinas paralogas de TpsB en Pto DC3000. Los andlisis se llevaron a cabo utilizando la
opcidn paralogs de KEGG (http://www.genome.jp/kegg/). Las proteinas estan ordenadas de mayor a menor por
porcentaje de identidad.

ORF Descripcion % identidad % similitud
PSPTO_3301  Subunidad MFP de transportador RND 40 62
PSPTO_5193  Subunidad MFP de transportador RND, TpsA 34 49
PSPTO_0821  Subunidad MFP de transportador RND 30 47
PSPTO_3300  Subunidad MFP de transportador RND 29 46
PSPTO_2831  Proteina de eflujo de siringofactina, SyfC 23 39
PSPTO_3099  Subunidad MFP de transportador RND, MexE 22 36
PSPTO_1309  Proteina de secrecion de la familia HiyD 20 39
PSPTO_0376  Proteina de eflujo de cationes 20 34
PSPTO_2593  Proteina de resistencia mdltiple de la familia AcrA/AcrE 19 34
PSPTO_2753  Proteina de secrecion de la familia HlyD 17 30

1.3. TpsA

El gen fpsA se situa adyacente a tpsB y codifica otra proteina de fusion de 372 aminoacidos. Al igual
que TpsB, posee un dominio proteico HlyD_2, segun Pfam (Figura 42). La comparacién de TpsA de Pto
DC3000 con otras secuencias de las bases de datos mostré que esta MFP era un 93-95% idéntica a la de
P. syringae pvs. syringae y phaseolicola (Tabla 17). Sin embargo, TpsA y PCH70_03340 de P. cichorii, la
otra cepa que pertenece al complejo P. syringae, solo presentan un 87% de identidad. También se
encuentran ortdlogos de esta MFP en otras cepas de Pseudomonas, como P. poae, P. fluorescens, P.
protegens, P. brassicacearum, P. entomophila, P. putida o P. monteilii, todos con mas del 63% de
identidad. Con un porcentaje menor, TpsA también se parece a TriA (PA0156) de P. aeruginosa (56% de
identidad), que esta implicada, junto con TriB, TriC y OpmH en la resistencia a triclosan (Mima et al.,
2007). TpsA también es similar a otras proteinas anotadas como MFPs en M. loti, A. tumefaciens, R. etl,
R. leguminosarum, A. brasilense, M. nodulans, B. japonicum, Serratia sp., Burkholderia sp., y V. cholerae
(Tabla 17). De estas proteinas, se han caracterizado ZrpA (Ser39006_1995) y VexI (VC1675) que, como
se ha comentado anteriormente, forman parte de los sistemas ZrpADBC y VexIJK de Serratia 39006 y V.
cholerae 01 biovar El Tor, respectivamente (Bina et al., 2008; Gristwood et al., 2008).
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Tabla 17. Proteinas ortélogas a TpsA de Pto DC3000. Los analisis se llevaron a cabo utilizando Blastn y Blastp (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) con la secuencia de
nucleétidos y aminoacidos, respectivamente, de {psA. Las proteinas estan ordenadas de mayor a menor por porcentaje de identidad.

Cepa ORF Descripcidn %identidad  %similitud
P. syringae

pv. syringae B728a Psyr_0344 Proteina de secrecién HiyD 95 97

pv. phaseolicola 1448A PSPPH_0327 Subunidad MFP de transportador RND 93 96
P. cichorii JBC1 PCH70_03340 Subunidad MFP de transportador RND 87 9N
P. poae RE 1-1-14 HO045_22070 Subunidad MFP de transportador RND 72 79
P. fluorescens

SBW25 PFLU0232 Putativa lipoproteina 69 77

F113 PSF113_0238 Subunidad MFP de transportador RND 68 79
P. protegens CHAQ PFLCHAQ_c02370  Subunidad MFP de transportador RND 69 75
P. brassicacearum subsp. brassicacearum NFM421 ~ PSEBR_a237 Putativa lipoproteina 68 80
P. entomophila L48 PSEEN5289 MFP de transportador RND putativo 66 76
P. putida

KT2440 PP_5175 Proteina de secrecion de la familia HlyD 64 73

F1 Pput_5082 Subunidad MFP de transportador RND 63 73
P. monteilii SB3101 X970_24460 Transportador RND 63 74
P. aeruginosa PAO1 PA0156 Precursor de MFP de probable RND, TriA 56 69
M. loti MAFF303099 mll5520 MFP de transportador RND 43 61
A. tumefaciens C58 Atu3797 Proteina de secrecién de la familia HlyD 42 57
R. etli CFN42 RHE_PF00286 Proteina de secrecién de la familia HlyD 41 57
R. leguminosarum buv. trifolii CB782 RLEG12_03890 Proteina de resistencia a acriflavina 41 57
A. brasilense Sp245 AZOBR_40438 Putativo componente de sistema RND 39 53
M. nodulans ORS2060 Mnod_0736 Subunidad MFP de transportador RND 38 54
B. japonicum USDA 110 bll7021 Proteina de secrecién de la familia HlyD 38 54
Serratia sp. ATCC39006 Ser39006_1995 Subunidad MFP de transportador RND, ZrpA 36 53
Burkholderia sp. CCGE 1002 BC1002_1705 Subunidad MFP de transportador RND 32 45
V. cholerae 01 biovar El Tor N16961 VC1675 Proteina de resistencia mdltiple, Vexl 25 42




Como genes paralogos de tpsA se encuentran en el genoma de Pto PSPTO_3300, PSPTO_5192,
PSPTO_3301 o PSPTO_0821, que codifican distintas proteinas de fusién (Tabla 18). PSPTO_5192 es la
otra MFP del putativo sistema TpsABC, mientras que, tanto PSPTO_3300 como PSPTO_3301 o
PSPTO_0821, se encuentran cercanos a un transportador de tipo RND, formando posiblemente un operén
(ver mas adelante).

Tabla 18. Proteinas paralogas de TpsA en Pto DC3000. Los analisis se llevaron a cabo utilizando la
opcién paralogs de KEGG (http://www.genome.jp/kegg/). Las proteinas estan ordenadas de mayor a menor por
porcentaje de identidad.

ORF Pto Descripcion % identidad % similitud
PSPTO_3300  Subunidad MFP de transportador RND 44 58
PSPTO_5192  Subunidad MFP de transportador RND, TpsB 34 49
PSPTO_0821  Subunidad MFP de transportador RND 31 47
PSPTO_3301  Subunidad MFP de transportador RND 30 45
PSPTO_4303  Subunidad MFP de transportador RND 29 48
PSPTO_2831  Proteina de eflujo de siringofactina, SyfC 25 40
PSPTO_2593  Proteina de resistencia mdltiple de la familia AcrA/AcrE 23 39
PSPTO_1309  Proteina de secrecion de la familia HlyD 23 41
PSPTO_3099  Subunidad MFP de transportador RND, MexE 22 35

1.4. Relacion entre TpsA 'y TpsB

A continuacion, se compararon entre si las dos proteinas de fusién del sistema TpsABC para analizar
sus diferencias, intentar averiguar por qué son necesarias dos MFP en el transportador TpsABC y su
sentido evolutivo. En primer lugar se alinearon ambas secuencias, observandose que presentaban un 34%
de identidad y un 50% de similitud a nivel de su secuencia de aminoacidos (Figura 43).
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Figura 43. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de TpsA y TpsB. Las secuencias se alinearon
utilizando el programa MultAlin version 5.4.1. (Corpet 1988). La tercera linea marca el consenso entre las dos
secuencias, donde los residuos en rojo son los aminoacidos idénticos y los distintos simbolos, los aminoacidos
conservados.
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Para completar el estudio comparativo de las dos MFPs, se llevd a cabo un analisis filogenético con el
programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, Tamura et al., 2007) con el fin de calcular su
distancia y relacion evolutiva (Figura 44). El arbol filogenético indica que TpsA y TpsB pertenecen a un
mismo cluster pero a ramas distintas, por lo que son proteinas de fusién evolutivamente cercanas pero de
subtipos diferentes. Esta situacién también se observa para algunos de los ortdlogos de estas proteinas.
Asi, en la rama de TpsA se encuentran PP_5175 de P. putida KT2440, Pput_5082 de P. putida F1,
X970_24460 de P. monteilii, PSEEN5289 de P. entomophila, ZrpA de Serratia, bll7020 de B. japonicum,
AZOBR_40439 de A. brasilense, PSPTO_3301 de Pto DC3000 y Mnod_0736 de M. nodulans, mientras
que en la rama de TpsB se encuentran PP_5174 de P. putida KT2440, Pput_5081 de P. putida F1,
X970_24455 de P. monteilii, PSEEN5288 de P. entomophila, ZrpD de Serratia, bll7021 de B. japonicum,
AZOBR _40438 de A. brasilense, PSPTO_3300 de Pto DC3000 y Mnod_0735 de M. nodulans.

De todas esas MFPs, las Unicas que forman parte de un transportador caracterizado son ZrpA y ZrpD
(Gristwood et al., 2008). Son dos proteinas de 355 y 363 amino&cidos, respectivamente, que presentan un
32% de identidad y un 50% de similitud entre ellas a nivel de secuencia. Se ha observado que solo ZrpD, y
no ZrpA, parece ser esencial para el funcionamiento de la bomba ZrpADBC, al menos en las condiciones
de cultivo utilizadas por Gristwood et al. (2008). Los mismos autores consideran que es muy poco probable
que una segunda MFP represente una duplicacién no funcional y proponen que una de las MFPs (ZrpD,
en su caso) podria estar actuando como el componente MFP estandar estabilizando el complejo de la
bomba, mientras que la segunda MFP (ZrpA) podria llevar a cabo otra funcidn distinta y, por ejemplo, tener
un papel en la seleccién de sustrato. En el caso del transportador TpsABC y basandonos en los
porcentajes de identidad y similitud de TpsA y TpsB con otras proteinas y en su andlisis filogenético,
proponemos que ambas son funcionales y que, aparte de intervenir en el ensamblaje de la bomba,
desarrollan labores distintas. Asi, es probable que una MFP sea funcional en presencia de determinados
sustratos, mientras que la otra MFP no sea necesaria, 0 que una de ellas participe en la expulsién del
sustrato y la otra tenga un mero papel estructural en la formacién del canal hacia el medio externo.

1.5. TpsABC

De acuerdo con los analisis realizados, el transportador TpsABC es uno de los sistemas RND de Pto
DC3000. Esta codificado por un putativo operdn que comprende los marcos abiertos de lectura
PSPTO_5193 (TpsA), PSPTO_5192 (TpsB) y PSPTO_5191 (TpsC), en el que TpsC es el componente
transportador que posiblemente funciona con dos proteinas de fusién, TpsA y TpsB. Al no haber
encontrado en los alrededores ningun gen que codifique para el componente de membrana externa,
suponemos que utilizara alguna OMP codificada en alguna otra parte del genoma, de forma similar a como
lo hace AcrAB de E. coli con TolC, o MexXY de P. aeruginosa con OprM (Masuda et al., 2000; Zgurskaya y
Nikaido, 2000).
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Figura 44. Arbol filogenético de las proteinas de fusion TpsA y TpsB. Las distancias evolutivas se
obtuvieron usando el método de correccién Poisson y una escala de 0.2 en el programa MEGA 6.06. Las
secuencias alineadas corresponden a las que aparecen en tablas 15y 17. En azul se sefialan dos de las MFPs
mas estudiadas hasta el momento (AcrA de E.coli y MexA de P. aeruginosa), que se han utilizado como patron.
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El andlisis comparativo del sistema tpsABC de Pto DC3000 con las secuencias disponibles en las
bases de datos permitio establecer que transportadores de tipo RND con una organizacién génica similar
se encuentran presentes en bacterias Gram-negativas que interaccionan con plantas y, mas
abundantemente, en cepas pertenecientes a los drdenes Pseudomonadales y Rhizobiales, tanto
simbiontes como patdgenas (Tablas 19 y 20). Es mas, se observa una importante conservacion de
secuencia a nivel de nucleotidos (Tabla 19), que es mas significativa a nivel de aminoécidos (Tabla 20).
Esto indica que las bombas RND de cuatro componentes no parecen ser tan infrecuentes como en un
principio se pensaba (Mima et al., 2007) y que probablemente estos genes se hayan adquirido por
transferencia horizontal en el entorno de la planta. En apoyo de esta idea podemos observar que el
contexto génico de estas bombas varia incluso dentro de las cepas que pertenecen al complejo P.
syringae (Figura 45). Dado el papel de este tipo de bombas en otras bacterias, es posible que TpsABC y
sus ortdlogos estén implicados en la interaccién bacteria-planta y, mas concretamente, en la adaptacion
ylo supervivencia en el hospedador al eliminar compuestos toxicos producidos por la planta u otras
bacterias de su entorno o en la colonizacion del hospedador y desarrollo de la enfermedad, al exportar
factores de virulencia (Piddock, 2006).

Tabla 19. Bombas homélogas a TpsABC. Los andlisis se llevaron a cabo utilizando Blastn
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) con la secuencia de nucledtidos de tpsABC.

ORFs A

Cepa MFP-MFP-Transportador identidad
P. syringae

pv. syringae B728a Psyr_0344-0345-0346 90

pv. phaseolicola 1448A PSPPH_0327-0328-0329 88
P. cichorii JBC1 PCH70_03340-03350-03360 83
P. protegens CHAO PFLCHAQ_02370-02380-02390 77
P. poae H045_22070-22075-22080 77
P. fluorescens

SBW25 PFLU0232-0233-0234 76

F113 PSF113_0238-0239-0240 76
P. brassicacearum subsp. brassicacearum NFM421 ~ PSEBR_a237-a238-a239 76
P. monteilii SB3101 X970_24460-24455-24450 46
P. putida

KT2440 PP_5175-5174-5173 58

F1 Pput_5082-5081-5080 58
P. entomophila L48 PSEEN5289-5288-5287 57
P. aeruginosa PAO1 PA0156-0157-0158 46
M. loti MAFF303099 mll5520-5519-5518 22
A. brasilense Sp245 AZOBR_40438-40439-40440 38
R. etli CFN42 RHE_PF00286-PF00285-PF00284 38
A. tumefaciens C58 Atu3797-3796-3795 38
B. japonicum USDA 110 bll7021-7020-7019 39
M. nodulans ORS 2060 Mnod_0736-0735-0734 13
Serratia sp. ATCC39006 Ser39006_1995-1996-1997 7
R. leguminosarum bv. trifolii CB782 RLEG12_03890-03895-03900 7
Burkholderia sp. CCGE 1002 *BC1002_1705-1706 5
V. cholerae 01 biovar El Tor N16961 VC1675-1674-1673 0.8

*Este transportador solo posee una MFP.
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Tabla 20. Proteinas homélogas a los componentes de la bomba TpsABC de Pto DC3000.

Organismo MFP MFP Transportador OMP Referencia
P. syringae PSPTO_5193 PSPTO_5192 PSPTO_5191
pv. tomato DC3000 TpsA TpsB TpsC

pv. syringae B728a
pv. phaseolicola 1448A
P. cichorii JBC1
P. protegens CHAQ
P. poae RE 1-1-14
P. fluorescens
SBW25
F113

P. brassicacearum sub. brassicacearum NFM421

P. monteilii SB3101
P. entomophila str. L48
P. putida
KT2440
F1
P. aeruginosa PAO1
M. nodulans ORS 2060
M. loti MAFF303099
A. brasilense Sp245
R. etli CFN42

R. leguminosarum buv. trifolii CB782

A. tumefaciens str. C58
B. japonicum USDA 110
Serratia sp. ATCC 39006

Burkholderia sp. CCGE 1002
V. cholerae 01 biovar ElTor N16961

PSYR_0344 (95%)
PSPPH_0327 (93%)
PCH70_03340 (87%)
PFLCHAO_02370 (69%)
H045_22070 (72%)

PFLU0232 (69%)
PSF113_0238 (68%)
PSEBR_a237 (68%)
X970_24460 (63%)
PSEEN5289 (66%)

PP_5175 (64%)
Pput_5082 (63%)
PA0156 (56%)
Mnod_0736 (38%)
mil5520 (43%)
AZOBR_40438 (39%)
RHE_PF00286 (41%)
RLEG12_03890 (41%)
At3797 (42%)
blI7021 (38%)
Ser39006_1995 (36%)
*BC1002_1705 (32%)
VC1675 (25%)

PSYR_0345 (90%)
PSPPH_0328 (86%)
PCH70_03350 (78%)
PFLCHAO_02380 (69%)
H045_22075 (70%)

PFLU0233 (69%)
PSF113_0239 (70%)
PSEBR_a238 (71%)
X970_24455 (65%)
PSEEN5288 (66%)

PP_5174 (65%)
Pput_5081 (65%)
PA0157 (59%)
Mnod_0735 (47%)
mil5519 (43%)
AZOBR_40439 (35%)
RHE_PF00285 (38%)
RLEG12_03895 (38%)
Atu3796 (40%)
bll7020 (37%)
Ser39006_1996 (33%)
*BC1002_1705 (29%)
VC1674 (29%)

PSYR_0346 (98%)
PSPPH_0329 (97%)
PCH70_03360 (93%)
PFLCHAO_02390 (86%)
H045_22080 (88%)

PFLU0234 (88%)
PSF113_0240 (86%)
PSEBR_a239 (85%)
X970_24450 (80%)
PSEEN5287 (81%)

PP_5173 (80%)
Pput_5080 (80%)
PA0158 (76%)
Mnod_0734 (64%)
mil5518 (62%)
AZOBR_40440 (61%)
RHE_PF00284 (59%)
RLEG12_03900 (59%)
Atu3795 (59%)
blI7019 (58%)
Ser39006_1997 (55%)
BC1002_1706 (46%)
VC1673 (32%)

Ser39006_1998
BC1002_1707

Gristwood et al., 2008

Bina et al., 2008

MFP (membrane fusion protein), proteina de fusion periplasmica; OMP (outer membrane protein), proteina de membrana externa. Entre paréntesis, se indica el porcentaje de
identidad en la secuencia de aminoacidos para cada proteina respecto a cada componente (TpsA, TpsB y TpsC) de Pto DC3000.



Figura 45. Organizacion génica de tpsABC y otros sistemas homoélogos de distintas bacterias. ?,
proteina de funcion desconocida; ABC, transportador de tipo ABC; AT, aminotransferasa; DMG, DNA-3-
metiladenina glucosidasa; Fe, bacterioferritina; MFP, proteina de fusion (membrane fusion protein); MT,
metiltransferasa; OMP, proteina de membrana externa (outer membrane protein); RT, regulador transcripcional;

Tp, transposasa.
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Dado que la unica bomba homoéloga a tpSABC que posee una OMP adyacente al gen del transportador
es zrpADBC de Serratia 39006 (Tabla 2.8 y Figura 2.8), hicimos un blast con la secuencia del gen que
codifica esa OMP (zrpC) contra el genoma de Pto DC3000 con el fin de averiguar si existia un homélogo.
ZrpC (Ser39006_1998) tiene un ortdlogo en Pto DC3000: PSPTO_4305, con un 47% de identidad y un
64% de similitud en su secuencia de aminoacidos (Figura 2.6). PSPTO_4305 (también denominado oprM)
codifica una OMP y forma un operén con PSPTO_4303 (mexA, que codifica una MFP) y PSPTO_4304
(mexB o saxB, que codifica un transportador RND). El transportador MexAB-OprM estd implicado en
resistencia a isotiocianatos y flavonoides y es importante para la supervivencia y colonizacién de plantas
de tomate y Arabidopsis (Stoitsova et al., 2008; Fan et al., 2011; Vargas et al., 2011). Por tanto y dada la
similitud de secuencia entre Ser39006_1998 y PSPTO_4305, proponemos que esta sea la OMP con la
que funcione TpsABC; es decir, el complejo funcional seria TpsABC-OprM. En el futuro nos planteamos
construir un mutante carente de PSPTO_4305 para comparar su comportamiento, tanto en condiciones de
laboratorio como en planta, con el del mutante en la bomba TpsABC.
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Figura 46. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de Ser39006_1998 de Serratia 39006 y OprM
de Pto DC3000. Las secuencias se alinearon utilizando el programa MultAlin version 5.4.1. (Corpet 1988). La
tercera linea marca el consenso entre las dos secuencias, donde los residuos en rojo son los aminoacidos
idénticos y los distintos simbolos, los aminoacidos conservados.

Por otro lado, se buscaron en el genoma de Pto DC3000 otros transportadores de tipo RND que
portaran mas de una MFP y solo aparecié uno: PSPTO_3300-3301-3302, donde PSPTO_3300 y
PSPTO_3301 son MFPs y PSPTO_3302, el componente transportador (Figura 47).

PSPTO_3302, con un 69% de identidad y un 82% de similitud con TpsC, posee 1011 aminoacidos y un
solo dominio Acr_tran propio de las proteinas transportadoras de esta familia. PSPTO_3301, de 366
aminodcidos y con un dominio HlyD_2 propio de las MFPs, muestra un 40% de identidad y un 62% de
similitud con su paralogo TpsB. La otra MFP, PSPTO_3300, posee 395 aminoacidos, un dominio HlyD_2'y
un 44% y un 58% de identidad y similitud, respectivamente, con TpsA (Tablas 14, 16 y 18). En su contexto
génico no hay ningun gen que presente similitud con los que estan adyacentes a tpsABC, ya que, en 5
aparece PSPTO_3299 (phaG-1), que codifica una 3-hidroxiacil-CoA-acil transferasa de 258 aminoéacidos y
en 3’ aparece PSPTO_3303, que codifica una proteina de funcién desconocida con 62 aminoacidos que
no tiene dominios proteicos descritos (Figura 47).

Por tanto, las Unicas bombas de tipo RND con 2 MFPs en el genoma de Pto DC3000 son TpsABC y
PSPTO_3300-3301-3302 y, aunque sus funciones y los sustratos que expulsan no han sido determinados
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hasta el momento, su estudio podria aclarar la implicacion de 2 MFPs en la actividad de este tipo de

transportadores.
PSPTO_5194 5193 5192 5191 5190
TpsABC — ? ? -
PSPTO_3299 3300 3301 3302 3303

oo o

Figura 47. Diagrama de la organizacién génica de los transportadores RND con 2 MFPs encontrados
en el genoma de Pto DC3000. El color de las flechas indican un componente del sistema de la bomba Azul:
transportador, rojo: proteinas de fusién, amarillo: proteinas hipotéticas y gris: otros genes.

1.6. PSPTO_5194

Para finalizar este estudio in silico también se analiz6 la proteina codificada por PSPTO_5194. En las
bases de datos aparece como una proteina hipotética de funcién desconocida de 265 aminoacidos y sin
dominios proteicos descritos en Pfam, aunque NCBI indica que posee un dominio RHS repeat-associated
core domain. Este dominio esta presente en un gran nimero de proteinas, tanto de bacterias como de
eucariotas, que suelen ser de dos clases; una agrupa proteinas largas con repeticiones FG-GAP, RHS o
YD propias de toxinas con efecto insecticida y proteinas de sefializacién intracelular como las teneurinas
de animales, y la otra clase incluye proteinas cortas no caracterizadas de menos de 400 aminoéacidos, en
las que este dominio lo conforman aproximadamente 75 aminoacidos del extremo N-terminal. En P. putida
se han descrito cerca de 20 proteinas de esta clase (http://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/
IPR022385?g=Rhs).

La comparacion de PSPTO_5194 con otras secuencias presentes en las bases de datos mostro que es
un 27-96% idéntica en su secuencia de aminoacidos a proteinas presentes en otras Pseudomonas (Tabla
21). Como genes paralogos de PSPTO_5194 se encuentran en el genoma de Pto DC3000 proteinas de
funcién desconocida con una identidad inferior al 20%, como PSPTO_0454 o PSPTO_5312. Por tanto,
esta proteina parece estar particularmente bien conservada y restringida a las cepas del complejo P.
syringae, lo que sugiere que podria tener un papel en virulencia. De hecho, las proteinas con dominios
RHS repeat suelen ser hidréfilasy algunas tienen caracteristicas de bacteriocinas o de transportadores de
polisacaridos capsulares; ademas, las proteinas RHS con repeticiones YD (tirosina-aspartico) muestran
similitud de secuencia con toxinas con actividad insecticida, lo que indica que son proteinas de superficie
expuestas o secretadas (Waterfield et al., 2001; McNulty et al., 2006, Roh et al., 2008; Sisto et al., 2012).
PSPTO_5194, con 265 aminoacidos y aproximadamente 28 KDa, estaria dentro del grupo de proteinas
RHS cortas no caracterizadas que presentan en su dominio N-terminal repeticiones YD pero no los 75
aminoacidos conservados en tandem que presentan las proteinas de P. putida. Como hipétesis de trabajo,
proponemos que PSPTO_5194 podria ser sutrato del transportador TpsABC y funcionar como toxina.
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Tabla 21. Proteinas ortélogas a PSPTO_5194 de Pto DC3000. Los anélisis se llevaron a cabo utilizando
Blastn y Blastp (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) con la secuencia de nucledtidos y aminoacidos,
respectivamente, de PSPTO_5194. Las proteinas estan ordenadas de mayor a menor por porcentaje de
identidad. Todas aparecen anotadas en las bases de datos como proteinas hipotéticas.

Cepa ORF % identidad % similitud

P. syringae

pv. lachrymans M302278 PLA106_08845 96 97

pv. actinidiae ICMP 19073 ~ A262_20099 93 95

pv. tomato T1 PSPTOT1_2655 92 93
P. avellanae BPIC 631 Pav631_4738 87 87
P. syringae

pv. maculicola ES4326 PMA4326_26232 69 78

BRIP39023 A988_07329 53 57

Cit7 PSYCIT7_07549 53 56

pv. syringae B728a Psyr_0342 34 43

pv. phaseolicola 1448A PSPPH_0325 32 42
P. cichorii JBC1 PCH70_03330 27 36
P. putida S16 PPS_3689 20 21
P. fluorescens F113 PSF113_5422 17 18
P. putida KT2440 PP_3160 17 20

2. Obtencion de mutantes en el transportador TpsABC y en PSPTO_5194

2.1. Mutagénesis al azar con Tn5

Para llevar a cabo la mutagénesis Harold Prada utilizd como cepa donadora E. coli 2163 (pSUP2021)
y como cepa receptora la cepa silvestre Pto DC3000. La cepa de E. coli 2163 es auxétrofa para el &cido
diaminopimélico (DAPA), por lo que es necesario afiadir al medio de cultivo 0,3 mM de DAPA para su
crecimiento, tanto en liquido como en placa. Esta caracteristica resulta muy util para la seleccion tras la
conjugacion porque, al emplear placas de LB sin DAPA, en las que no crece la cepa donadora, se
seleccionan solo los transconjugantes. El plasmido pSUP2021 (Simon et al., 1983) porta el tranposén Thb

utilizado (Figura 48).
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Figura 48. Esquema del transposén TnS. Se muestran los sitios de restriccién de la enzima Csp6l, los
sitios de reconocimiento de los oligos Tn5F y Tn5R y las secuencias invertidas repetidas (ISs). El transposon
tiene un tamafio de 5.818 pb y porta los genes de resistencia a kanamicina, bleomicina y estreptomicina y el gen
que codifica la transposasa.




Para el mapeo de los mutantes, se extrajo su ADN gendmico y se digirié con la enzima Csp6l, que tiene
un sitio de corte en ambos extremos del transposon Tnb (Figura 48). EI ADN se ligd en condiciones de
religacion intermolecular y para determinar el sitio de insercion del Tn, se realizé una PCR inversa con dos
oligos, Tn5F y Tn5R, que hibridaban en los extremos del transposén (Figura 48). Los productos de PCR
obtenidos se purificaron y se secuenciaron, determindndose que el punto de insercion del Thb estaba a
1382 pb del coddn de inicio del ORF PSPTO_5191 (H. Prada, resultados no publicados).

Con el fin de confirmar la integracion del Tn5 en el locus genémico de PSPTO_5191 se analizé el
mutante obtenido mediante hibridacién de ADN Southern Blot como se especifica en el apartado 5.7 de
Materiales y Métodos. En este ensayo se utilizd6 ADN cromosémico de la cepa silvestre DC3000 y del
posible mutante, que se digirieron con EcoRV y se hibridaron con una sonda de 5,4 kb (fragmento Hpal de
pSUP2021 que contiene el Tnd). Con esta hibridacion se pudo comprobar que el nuevo mutante contenia
una Unica insercion del Tnb, localizada en un fragmento EcoRV de aproximadamente 6,6 kb, que
corresponde al fragmento esperado tras su insercion PSPTO_5191. En la cepa silvestre no se observo
hibridacién alguna, ya que carece del Tn5 (Figura 49). Entonces, el clon con la ORF PSPTO_5191
inactivada por el transposén se denomind 5191:Tnb.
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Figura 49. Comprobacion del mutante PSPTO_5191 obtenido mediante mutagénesis al azar en Pto
DC3000. Hibridacién Southern utilizando una sonda con un fragmento Hpal que contiene el Tnb en la cepa
silvestre Pto DC3000 (calle 1) y en un mutante PSPTO_5191 (calle 2). A la izquierda se indica el tamafio en kb
del marcador de peso molecular (M, ADN del fago A digerido con Hindlll). El esquema de la derecha indica los
sitios de corte y el tamafio esperado de los fragmentos obtenidos con el enzima EcoRV, tanto en la cepa
silvestre como en el mutante 5191:7n5.

2.2. Mutagénesis dirigida

2.2.1. Generacion de un mutante carente de PSPTO_5191

Con el fin de estudiar la funcién de PSPTO_5191, se construy6 un mutante carente de este gen y, para
ello, se disefio en primer lugar el vector a utilizar en la mutagénesis, derivado del plasmido pGEM-T que no
replica en Pseudomonas. En este plasmido se clond una regidén que incluia las secuencias por encima y
por debajo de PSPTO_5191 y, posteriormente, se insertd un interposon QKm en lugar del mencionado
gen. En la seccion Materiales y Métodos se describe con detalle como se generd el plasmido
pPG5191QKm (apartado 2.2) y cdmo se llevé a cabo el reemplazamiento génico en la cepa Pto DC3000
(apartado 3.6.5). Tras la obtencion de posibles clones mutantes deficientes en PSPTO_5191, estos se
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analizaron mediante PCR e hibridacion de ADN Southern Blot, con el fin de confirmar la integracién del
interposon QKm.

En el ensayo Southern Blot se utilizo ADN cromosoémico de la cepa silvestre Pto y de los posibles
mutantes, que se digirieron con Sall y se hibridaron con una sonda de 882 pb que comprendia parte de los
genes PSPTO_5191 y PSPTO_5192 (Figura 50). El interposdén QKm utilizado presenta sitios de corte para
la enzima Sall, lo que nos permite determinar el sentido de la insercion del QKm dentro del gen
interrumpido. La insercion del QKm también se verificd por PCR utilizando cebadores especificos para
este (datos no mostrados). En la cepa silvestre se observo la hibridacion de la sonda con dos fragmentos
de 1,8 y 1,0 kb, mientras que en el mutante se observaban dos bandas de 1,0 kb y 531 pb. Los resultados
obtenidos nos permiten confirmar la delecién del gen PSPTO_5191 y su sustitucién por el interposon
QKm. Se escogié uno de los clones y se denominé al mutante dirigido carente de PSPTO_5191 como
A5191.
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Figura 50. Comprobacion del mutante PSPTO_5191 construido mediante doble recombinacion en Pto
DC3000. Hibridacion Southern utilizando una sonda para PSPTO_5191 en la cepa silvestre Pto DC3000 (calle
1) y en un mutante deficiente en la posible proteina de fusion (calle 2). A la izquierda se indica el tamario en kb
del marcador de peso molecular (M, ADN del fago A digerido con Hindlll). El esquema de la derecha indica los
sitios de corte y el tamafio esperado de los fragmentos obtenidos con la enzima Sall, tanto en la cepa silvestre
como en el mutante A5191.

2.2.2. Generacion de un mutante carente de PSPTO_5194

Por otro, lado también se construy6 un mutante en carente de PSPTO_5194, la ORF localizada en &’
del operon tpsABC; que se expresa independientemente del mismo (ver 3.1) y codifica una proteina de
funcién desconocida. Con el fin de determinar si esa proteina estaba implicada en virulencia, ejercia algun
efecto toxico o era sustrato de la bomba TpsABC, PSPTO_5194 se inactivd utilizando el mismo
procedimiento que para la construccién del mutante carente de fpsC (apartado 2.2 de Materiales y
Métodos).

Tras la obtencion de posibles clones mutantes deficientes en PSPTO_5194, como se especifica en el
apartado 3.6.5 de Materiales y Métodos, estos se analizaron mediante PCR e hibridacion de ADN
Southern Blot, con el fin de confirmar la integracion del interposén QKm. En este caso, se utilizd ADN
cromosomico de la cepa silvestre y de los posibles mutantes, que se digirieron con Sall y se hibridaron con
una sonda de 1,6 kb (Figura 51). Los resultados obtenidos nos permitieron confirmar la delecion del gen,
observando en la cepa silvestre la hibridacién de la sonda con un fragmento de aproximadamente 3,0 kb,
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mientras que en los mutantes se observaron dos bandas de cerca de 3,2 kb y 1,4 kb. De los dos posibles
clones comprobados por Southern blot se escogié uno, que se denomind A5194.
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Figura 51. Hibridaciones ADN-ADN para la comprobacién de mutantes construidos mediante
delecion de PSPTO_5194 en Pto DC3000. Hibridacion Southern utilizando la sonda para PSPTO_5194 de la
cepa silvestre (calle 1) y dos mutantes deficientes en el gen PSPTO_5194 (calles 2 y 3). A la izquierda se indica
el tamafio en kb del marcador de peso molecular (ADN del fago A digerido con Hindlll). El esquema de la
derecha indica los sitios de corte y el tamafio esperado de los fragmentos obtenidos con la enzima Sall, en la
cepa silvestre y en los mutantes.

3. Caracterizacion in vivo del transportador TpsABC

3.1. Analisis de la organizacion transcripcional de los genes tpsABC

Dada la alta homologia de secuencia de tpSABC con otros transportadores de tipo RND en diferentes
cepas de Pseudomonas y su similitud en organizacion génica, cabia esperar que estos tres genes se
expresaran como un operén. Ademas, el coddn de terminacion de tpsA solapa con el codon de inicio de
tpsB y el coddn de terminacion de tpsB solapa con el codon de inicio de tpsC. Con el fin de analizar si
tpsABC se transcribia como una unidad transcripcional y comprobar si PSPTO_5194 pertenecia también a
dicha unidad, se llevaron a cabo ensayos de transcripcidn reversa acoplada a la reaccién en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) a partir de ARN total aislado de células de DC3000 en fase exponencial cultivadas
en medio rico LB (apartado 6.4 de Materiales y Métodos). Los cebadores utilizados (Tabla 7) eran
complementarios a las regiones correspondientes al final y al inicio de los genes consecutivos:
PSPTO_5194-tpsA, tpsA-tpsB, tpsB-tpsC (Figura. 52A). Los productos de RT-PCR se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa, obteniéndose fragmentos del tamafio esperado para cada pareja de
cebadores: un producto de 452 pb para el par tpsB/tpsC y un producto de 168 pb para el par tpsA/tpsB.
Sin embargo, para el par PSPTO_5194/tpsA no se observd amplificado. Tampoco se observo
amplificacion en los controles negativos, en los que no se afiadié enzima reverso transcriptasa, indicando
la ausencia de ADN contaminante en la reaccién (Figura 52B). La amplificacién obtenida entre la region
final de un gen y la regidn inicial del siguiente, nos permite afirmar que los genes tpsABC forman parte de
la misma unidad transcripcional y constituyen un operén mientras que PSPTO_5194 parece expresarse
independientemente.
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Figura 52. Analisis de la organizacion transcripcional de los genes tpsABC y PSPTO_5194 de Pto
DC3000.

A. Representacion esquematica de la organizacién de los genes PSPTO_5191-5194 de Pto DC3000 en la
que las flechas anchas indican la direccién de la transcripcién de los distintos marcos abiertos de lectura. Las
flechas negras convergentes y los nimeros del 1 al 3 muestran las regiones amplificadas por RT-PCR
empleando los oligonucleétidos que se indican.

B. Electroforesis en geles de agarosa de los productos obtenidos mediante RT-PCR de ARN total obtenido
de Pto DC3000 crecida hasta una DOgso de 1,5 (+). Como control negativo de la RT-PCR se dispusieron las
mismas reacciones pero omitiendo la reverso transcriptasa (-). Los controles (C) se realizaron empleando ADN
cromosémico de Pto DC3000 como molde. La calle M representa el marcador 100 pb (Fermentas).

3.2. Determinacion del perfil de sustratos del transportador TpsABC

3.2.1. Determinacion de la concentraciéon minima inhibitoria (MIC)

Los sistemas transportadores de tipo RND estan frecuentemente implicados en la resistencia a
multiples antibioticos y disolventes organicos. Con el fin de determinar el perfil de sustratos de la bomba
TpsABC de Pto DC3000, se examind la susceptibilidad de la cepa silvestre y de los mutantes TpsC:Tn5 y
ATpsC a distintos tipos de antibiéticos (acido nalidixico, ampicilina, carbenicilina, cefotaxima, cloranfenicol,
espectinomicina, estreptomicina, gentamicina, norfloxacina, piperacilina y tetraciclina), agentes biocidas o
mutageénicos (bromuro de etidio, butilparaben, metilparaben, indol y triclosan) y compuestos de origen
vegetal con capacidad antimicrobiana (floretina y floridzina). Se utilizd el método de diluciones seriadas
para determinar la concentracion minima inhibitoria (MIC) de cada compuesto (Tabla 22).

Con este ensayo se pudo apreciar que los valores de MIC de los mutantes ATpsC y TpsC:Tnb fueron
similares a los de la cepa silvestre, excepto para floretina y estreptomicina: el mutante carente del
transportador resultd ser mas sensible a este flavonoide y el mutante TpsC::Tnd resultd ser mas resistente
a estreptomicina, pero no a espectinomicina. Este incremento en la resistencia a estreptomicina es
consecuencia de la insercion del Tnb, ya que porta un gen de resistencia a este antibidtico (Figura 48;
Putnoky et al., 1983), y no de la pérdida de TpsC, ya que la MIC del mutante ATpsC resulté ser similar a la
de la cepa silvestre.

La mayor susceptibilidad de las cepas mutantes a floretina indica que este flavonoide parece ser un
sustrato de la bomba TpsABC. Otro posible sustrato de este transportador, aunque con menor afinidad,
podria ser triclosan. En cualquier caso, parece que la eliminacion de estos compuestos por TpsABC no

110



resulta determinante para la tolerancia de Pto, ya que la susceptibilidad a estos compuestos es mayor en
una cepa carente del transportador MexAB-OprM, por lo que parece que esta bomba tiene un papel mas
importante en esos casos (Vargas et al., 2011).

Tabla 22. Perfil de susceptibilidad de la cepa silvestre y los mutantes ATpsC y TpsC:Tn5.
Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (ug/ml) de distintos compuestos con actividad
antibacteriana para DC3000.

MIC (ug/ml)
Tipo de compuesto Compuesto DC3000 ATpsC TpsC:Tn5
Acido nalidixico 8,53 97 8,84
Ampicilina 46,87 31,25 46,87
Carbenicilina 142,13 156,25 142,13
Cefotaxima 7,81 7,81 7,81
Cloranfenicol 3,03 3,91 3,52
Antibiéticos Espectinomicina 1,95 2,05 1,95
Estreptomicina 0,90 0,90 9,82
Gentamicina 1,28 1,95 1,18
Norfloxacina 0,10 - 0,10
Piperacilina 2,19 3,91 3,03
Tetraciclina 0,42 0,24 0,27
Flavonoides FIorgtir)a >8.571,00 - 4.285,00
Floridzina 29.528,00 - 29.528,00
Bromuro de etidio 78,10 - 78,10
Butilparaben >12.138,00 - >12.138,00
Biocidas Metilparaben 594,00 - 594,00
Indol 183,00 - 183,00
Triclosan 0,98 - 0,37

-, no determinado

3.2.2. Determinacion de posibles sustratos mediante protedmica

Algunas cepas exportan determinantes de virulencia, como adhesinas, toxinas u otras proteinas
importantes para la colonizacion y la infeccion de células humanas y animales a través de transportadores
de tipo RND (Piddock, 2006; Poole, 2004). Con el objetivo de determinar si ese era el caso del
transportador TpsABC, obtuvimos extractos del sobrenadante de cultivos de DC3000 y del mutante ATpsC
en distintas condiciones, los liofilizamos para concentrarlos y llevamos a cabo una electroforesis de
proteinas en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (seccién 7.2. de los Materiales y Métodos). De esta
manera, comparamos las proteinas presentes en la cepa silvestre y en los mutantes seleccionando las
bandas que no aparecian en las muestras del mutante o eran més tenues que en la cepa silvestre (Figura
53). Utilizamos también un mutante hrpL para comprobar que las proteinas de interés no eran exportadas
por el T3SS sino especificamente por la bomba TpsABC. Cortamos las bandas del gel y las enviamos a
identificar por huella peptidica MALDI-TOF/TOF a la Unidad de Protedmica de la Universidad de Cordoba.
Los resultados obtenidos estan resumidos en la Tabla 23, donde se muestran las proteinas identificadas
que si aparecian en los sobrenadantes de la cepa silvestre pero no en el mutante ATpsC.
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Figura 53. Perfiles de proteinas obtenidos del sobrenadante de cultivos de distintas cepas de Pto
DC3000. Analisis mediante electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 15% (p/v) de los extractos
proteicos obtenidos de cultivos en MMS y MMF de Pto y de los mutantes hrpL y ATpsC. En el margen derecho
se indica en kDa los tamafios correspondientes al marcador de peso molecular (M). Las flechas indican algunas
de las bandas cortadas y enviadas a analizar.

Tabla 23. Proteinas identificadas en los sobrenadantes de cultivos de DC3000 que no estaban
presentes en los del mutante ATpsC.

Proteina ORF

Subunidad a de la fenilalanil-ARN: sintetasa, PSPTO_2382
PheS

Proteina F de la ruta general de secrecién, GspF PSPTO_3316
Proteina para la biosintesis de exopolisacaridos, PSPTO_3532
PsIE

Proteina de unién a penicilina PSPTO_4847
Proteina secretada por el T6SS, Hep2 PSPTO_5435
Putativa proteina no caracterizada PSPTOA0031

PheS (PSPTO_2382) forma, junto con PheT, la fenilalanil-ARNt sintetasa. Posee 338 aminoé&cidos y es
una proteina citoplasmatica.

GspF (PSPTO_3316) es una proteina de membrana interna de 400 aminoacidos que forma parte del
T2SS, conocido también como la ruta general de secrecidn (GSP, General Secretion Pathway), que
transporta en bacterias patdgenas factores de virulencia, toxinas de distintos tipos y enzimas
degradadoras de la pared celular asociadas a virulencia (Py et al., 2001).

PslE (PSPTO_3532) es una proteina de membrana de 663 aminoacidos que esta codificada en el
operon psIACDEFGHIJKL implicado en la biosintesis del polisacarido Psl (Byrd et al., 2009). Psl es un
polisacarido rico en manosa, implicado en la adhesion de P. aeruginosa a superficies bidticas y abioticas y
en la formacion de biopeliculas junto con el alginato y el Pel (Ryder et al., 2007; Byrd et al., 2010).

PSPTO_4847 es una proteina de 782 aminoacidos que pertenece al grupo de proteinas de unién a
penicilina (penicillin binding protein, PBP), que catalizan la polimerizacion de las cadenas de glucano
(transglicosilacion) y las interacciones entre ellas (transpeptidacion) (Di Guilmi et al., 2003; Sauvage et al.,
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2008). Las PBPs estan presentes en casi todas las bacterias, son proteinas de membrana que varian en
numero, tamafo, forma y afinidad por la penicilina y otros antibidticos B-lactamicos. Las PBPs esenciales
poseen un alto peso molecular (60-120 KDa) y estan implicadas en crecimiento y division celular
(Georgopapadakou y Liu, 1980; Georgopapadakou et al., 1993).

Hep2 (PSPTO_5435) es una proteina de 172 aminoécidos que es secretada a través del T6SS y
aparece en el medio de cultivo en forma dimérica. De hecho, Pto DC3000 posee dos copias de este gen
en su genoma: hcp1 (PSPTO_2539) y hep2. La expresion de hcp2 no se induce in planta y no contribuye a
la virulencia o0 a la colonizacion de plantas de tomate o de Arabidopsis. En lugar de ello, Hcp2 es necesaria
para la supervivencia de Pto en competencia con otros microorganismos, ya que es esencial para la
supresion del crecimiento de enterobacterias y levaduras (Haapalainen et al., 2012).

PSPTOA0031 es una proteina hipotética de 393 aminoacidos con un dominio DUF187 con posible
funcion glucosil hidrolasa. En su contexto génico estéd flanqueada por una levansucrasa y una glicosil
hidrolasa, por lo que es probable que intervenga en la sintesis o modificacion de algun polisacarido.

En resumen, no parece que la presencia de las proteinas descritas anteriormente en los sobrenadantes
de cultivos de la cepa silvestre pero no en los de la cepa carente del transportador TpsABC tenga relacion
directa con la pérdida del mismo. La localizacién de esas proteinas (PSPTO_2382 es citoplasmatica y
PSPTO_3316, PSPTO_3532 y PSPTO_4847 son de membrana) y su actividad (son enzimas o forman
parte de diferentes sistemas de secrecidn, pero no parecen estar implicadas en virulencia), indica mas
bien que su deteccion es consecuencia de la contaminacion de los sobrenadantes por lisis celular durante
la preparacion de los extractos. Se debe mencionar que en ningun caso detectamos la proteina
PSPTO_5194 en los sobrenadantes de los cultivos.

4. Caracterizacion fenotipica del mutante ATpsC y A5194

4.1. Curvas de crecimiento en medio liquido

Se ha demostrado que algunos transportadores juegan un papel clave en la supervivencia y capacidad
para multiplicarse de las bacterias y, por tanto, son importantes en el proceso de colonizacion (Piddock,
2006; Maggionari-Valecillos et al., 2006). Para comprobar si la pérdida del transportador TpsABC tenia
algun efecto sobre el crecimiento de Pto, se compararon las curvas de crecimiento de la cepa silvestre con
la del mutante ATpsC y se observé que eran similares (Figura 54). También se hizo conteo de unidades
formadoras de colonias en dos puntos distintos de la curva, observandose que a una densidad optica de 1
el titulo fue de 6,8%108 ufc/ml para DC3000 y de 8,2x108 ufc/ml para ATpsC, mientras que a una densidad
ptica cercana a 2, el titulo resulté ser de 2,1x10° ufc/ml para DC3000 y de 2,5x10° ufc/ml para el
mutante. Por tanto, el crecimiento de la cepa mutante no se ve afectado por la pérdida del transportador.

En el caso del mutante carente de PSPTO_5194 tampoco se observaron diferencias significativas con
la cepa silvestre, ni a distintos tiempos en la curva de crecimiento ni en los conteos de unidades
formadoras de colonias, ya que a una densidad oOptica de 1 el titulo fue de 9,4x108 ufc/ml para A5194,
mientras que a una densidad oOptica de 2, el titulo resulté ser de 2,3x10° ufc/ml para A5194.Por tanto, la
pérdida de PSPTO_5194 tampoco afecta al crecimiento de Pto.
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Figura 54. Curvas de crecimiento de la cepa silvestre y de los mutantes ATpsC y A5194. Las cepas de Pto
se inocularon en medio liquido LB y se realiz6 el seguimiento de su crecimiento a 28°C midiendo la absorbancia del
cultivo a 660 nm a lo largo del tiempo. Los resultados mostrados corresponden a los datos de cuatro experimentos.

4.2. Ensayos de motilidad bacteriana tipo swimming y swarming

Prosiguiendo con la caracterizacion de los mutantes, se llevaron a cabo ensayos de motilidad tipo
swimming y swarming en comparacion con la cepa silvestre. La motilidad y la quimiotaxis juegan un papel
muy importante en la ecologia microbiana, ya que gracias a ellas las células son capaces de dirigir sus
movimientos en respuesta a la presencia de determinadas sustancias quimicas en el medio que las rodea,
incrementan su capacidad para adquirir nutrientes y dispersarse por el medio ambiente, pueden huir de
sustancias toxicas y colonizar al hospedador (Henrichsen, 1972; Kearns, 2010).

El movimiento de tipo swimming es el desplazamiento individual de bacterias en medios liquidos o
viscosos que nadan gracias al movimiento de su(s) flagelo(s) (Kearns, 2010). Numerosas cepas de P.
syringae se mueven de este modo en medios con baja concentracion de agar (Shimizu et al., 2003;
Toutain et al., 2005). En LB (0.3% agar) se observan halos de dispersion de Pto DC3000 a partir del punto
de inoculacion que crecen en tamario con el tiempo. Al ensayar la motilidad de los mutantes ATpsC y
A5194 no se apreciaron diferencias significativas con la cepa silvestre (Figura 55A).

La motilidad tipo swarming es un movimiento rapido (2-10 pm/s) y coordinado de una poblacidn
bacteriana sobre superficies sélidas o semisdlidas. Es un comportamiento multicelular que se ha
observado principalmente en condiciones de laboratorio controladas y depende de dos elementos criticos:
la composicion y la viscosidad del medio de cultivo. Las bacterias que realizan swarming sufren una
diferenciacion morfologica que las distingue de las que se encuentran en estado planctdnico: las células
localizadas en el frente de migracion suelen estar hiperelongadas, hiperflageladas y se agrupan en
estructuras multicelulares formando empalizadas (Kearns, 2010). Pto DC3000 presenta un movimiento de
tipo swarming muy rapido en medios ricos con baja concentracién de agar, pero no en medios minimos,
como MMF (no mostrado). En PG-agar (0.5%) se observan halos de dispersion desde el punto de
inoculacion que crecen en tamario con el tiempo y alcanzan el borde de las placas de 80 mm de diametro
a las 40-48 horas. Al llevar a cabo el mismo ensayo con las cepas mutantes ATpsC y A5194 se observo
un comportamiento similar (Figura 55B). Por tanto, ni el transportador TpsABC ni la proteina PSPTO_5194
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estarian proporcionando ventaja alguna a Pto en cuanto a su motilidad, tanto tipo swimming como
swarming.

DC3000

ATpsC A5194

Figura 55. Ensayos de swimming y swarming con Pto DC3000 y los mutantes ATpsC y A5194.

A. Ensayo de swimming. Aproximadamente 4x108 ufc/ml se inocularon en el centro de placas de LB (0,3%
de agar) y se incubaron a 25°C durante 48 h.

B. Ensayo de swarming. Aproximadamente 4x106 ufc/ml se colocaron sobre la superficie de placas de PG-
agar (0,5% de agar) y se incubaron 24 h a 25°C.

Las fotografias son representativas de los resultados obtenidos en tres experimentos diferentes.

4.3. Fenotipos provocados por altos niveles intracelulares de c-di-GMP

La sobreexpresion de una diguanilato ciclasa heter6loga que provoca un incremento generalizado de
los niveles intracelulares de c-di-GMP, nos ha permitido estudiar el papel de este segundo mensajero en
Pto (Pérez-Mendoza et al., 2014). Para ello utilizamos una versién mutada de la diguanilato ciclasa PleD
de Caulobacter crescentus que es activa constitutivamente (PleD*, Paul et al., 2004).

En primer lugar se obtuvieron las cepas recombinantes tras electroporar Pto y sus mutantes con un
plasmido portador del gen pleD* bajo el promotor lac (pJBPleD*, Pérez-Mendoza et al., 2014). A
continuacion, estudiamos los fenotipos provocados por los altos niveles intracelulares de c-di-GMP, tanto
en produccion de exopolisacaridos como en formacion de biopeliculas.

4.3.1. Produccion de exopolisacaridos

La produccion y acumulacion de exopolisacaridos son esenciales para la adhesion de la bacteria a su
hospedador y, por tanto, cruciales en las etapas iniciales de la interaccion bacteria-planta. Ambos
procesos se encuentran regulados por c-di-GMP en diversas especies bacterianas, tanto a nivel
transcripcional como post-transcripcional, observandose que el incremento en la produccion de
compuestos extracelulares dependiente de altos niveles de c-di-GMP modifica el aspecto de las colonias y,
mas concretamente su forma, tamario, brillo y mucosidad (Lee et al., 2007; Tagliabue et al., 2010; Pérez-
Mendoza et al 2011b; Mann y Wozniak, 2012; Steiner et al., 2012).
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El incremento en los niveles de c-di-GMP en Pto DC3000 tiene un claro impacto en la morfologia y
color de las colonias crecidas en placas con Congo Red (CR) similar al rdar (red, dry and rough) de
Salmonella o al WS (wrinkly spreader) o0 RSCV (rugose small-colony variants) de Pseudomonas (Friedman
y Kolter, 2004; Romling, 2005; Starkey et al., 2009; Figura 56). Concretamente en CR, la sobreexpresion
de pleD* en Pto DC3000 generd colonias rojas y rugosas, a diferencia de la cepa control que formaba
colonias ligeramente rosadas y mucosas. El CR es un colorante que, afiadido a las placas de medio sélido,
permite detectar la produccion de componentes extracelulares tales como polisacaridos neutros o basicos
y algunas proteinas. En el caso de Pto DC3000, el fenotipo CR* es debido a que Pto (pJBpleD*) produce
celulosa en respuesta a niveles elevados de c-di-GMP (Pérez-Mendoza et al., 2014).

A B
-pleD*  +pleD* -pleD*  +pleD*

TpsC::Tnd

Figura 56. Apariencia de las colonias de Pto en presencia de altos niveles de c-di-GMP. Morfologia de
colonia (A) y crecimiento en presencia de CR (B) de Pto y los mutantes indicados en presencia de pleD*

(+pleD*) comparados con la cepa control con el plasmido vacio (-pleD*). Las cepas se crecieron durante 3 dias a
20°C en placas de LB suplementadas con tetraciclina (10 ug/ml) y CR (50 ug/ml)

La apariencia de las colonias de los mutantes ensayados resulté ser similar a la de la cepa silvestre,
tanto en ausencia como en presencia de PleD*, por lo que podemos concluir que ni la bomba TpsABC ni la
proteina PSPTO_5194 parecen estar implicadas en la produccion de exopolisacaridos en Pto DC3000.

4.3.2. Formacion de biopeliculas

Las biopeliculas son agregados bacterianos que funcionan como un consorcio cooperativo ayudando a
la colonizacion de superficies sélidas y proporcionando proteccion frente a distintos estreses ambientales
(Donlan et al., 2002; Ramey et al., 2004). En la biopelicula madura las células estan encerradas en una
matriz extracelular compuesta de diversos biopolimeros como proteinas, exopolisacaridos y ADN
extracelular. Dicha matriz proporciona estabilidad mecénica a la biopelicula, facilita la adhesion a la
superficie de toda la comunidad celular; asi como favorece la captacion de nutrientes y de otras moléculas
biolbgicamente activas como las sefiales de comunicacion célula-célula. Ademas, esta matriz funciona
como un escudo protegiendo a la comunidad bacteriana frente a predadores, como protozoos y fagos
liticos, la desecacion, los rayos UV y distintos agentes antimicrobianos e, incluso, la respuesta inmune de
hospedadores eucariotas (Hall-Stoodley et al., 2004; Flemming y Wingender, 2010). De forma mas
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especifica, la formacion de agregados o microcolonias de bacterias que interaccionan con plantas en las
hojas de sus hospedadores permite a las bacterias adaptarse a su entorno, mejorando sus posibilidades
de supervivencia en la filosfera (Monier y Lindow, 2004).

El incremento artificial de los niveles de c¢-di-GMP mediante la sobreexpresion de pleD*, provoca un
aumento en la formacién de biopeliculas de Pto en la interfase liquido-aire, tanto en tubos de borosilicato
como en placas multipocillo de poliestireno (Pérez-Mendoza et al., 2014 y Figura 57). Estas biopeliculas
precipitan facilmente, lo que sugiere una fuerte adhesién entre las células pero una unién débil a las
superficies abidticas ensayadas (Robertson et al., 2012).

DC3000 TpsC::Tnd ATpsC AS194

-pleD*

+pleD*

Figura 57. Formacion de biopeliculas de Pto y sus mutantes en la interfase liquido-aire en ausencia y
presencia de PleD*. Pto DC3000, TpsC::Tn5, ATpsC, A5194 con pJB3Tc19 (-pleD*) o pJBpleD* (+pleD*) se
cultivaron en MMR con Tc (10 pg/ml) durante 72 h a 20°C en placas multipocillo de poliestireno en condiciones
estaticas.

Para comprobar que la naturaleza de las biopeliculas producidas por las cepas mutantes era similar a
la generada por la cepa silvestre, se tifieron las mismas con calcoflior white (CF-W) y se observaron al
microscopio de fluorescencia bajo luz UV (Figura 58). En presencia de PleD*, todas las biopeliculas son
compactas y su matriz, pero no las células, se tifie con CF-W, lo que indica la presencia de celulosa
(Pérez-Mendoza et al., 2014). En ausencia de PleD*, no se detecta fluorescencia en ninguna de las
preparaciones.

DC3000 ATpsC A5194

100pm 100 prn 100 um

Figura 58. Tincion con calcoflior white de las biopeliculas formadas en la interfase liquido-aire por
Pto DC3000 y sus mutantes en ausencia y presencia de PleD*. Pto DC3000, ATpsC y A5194 con pJBpleD*
se cultivaron en MMR con Tc (10 pg/ml) durante 72 h a 20°C en placas multipocillo de poliestireno en
condiciones estaticas. Pasado ese tiempo, 8 ul del cultivo se dispusieron sobre un portaobjetos, se afiadieron 4
pl de KOH 10% y 4 ul de solucion de CF-W (Calcofluor White Stain, 18909, Fluka) y a continuaciéon se
visualizaron bajo el microscopio de fluorescencia excitando con luz UV.
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En resumen, las biopeliculas producidas por los mutantes ATpsC y A5194 resultaron indistinguibles de
las generadas por la cepa silvestre, lo que sugiere que la proteinas TpsC (y probablemente el
transportador TpsABC en su conjunto) no interviene en la formacion de biopeliculas ni agregados en Pto
DC3000, como tampoco lo hace la proteina PSPTO_519%4.

5. Ensayos de infeccion en plantas de tomate

Las transportadores MDR de las bacterias fitopatdgenas son similares a los presentes en bacterias que
infectan a humanos y a animales, pero el papel de estos sistemas de transporte es tema de discusién
(Martinez et al., 2009; Piddock, 2006). Por ello, pensamos que el sistema TpsABC podia contribuir al
proceso patdgenico de Pto DC3000 y el mutante ATpsC presentar dificultades durante la infeccién de
plantas de tomate. Para comprobar estas hipotesis se compard el comportamiento de la cepa silvestre y el
mutante ATpsC en hojas de tomate, determinando la supervivencia y capacidad para multiplicarse en los
tejidos tras la inoculacion mediante dos métodos: infiltracion y rociado.

5.1. Mutante ATpsC

5.1.1. Inoculacién por infiltracion

En primer lugar, se determind la supervivencia y progresion de las poblaciones bacterianas de Pto
DC3000 y el mutante ATpsC en los tejidos de tomate tras su inoculacion por infiltracién con una solucién
bacteriana que contenia aproximadamente 104 ufc/ml.

El establecimiento inicial de las dos cepas se determind a las 3 horas post-inoculacion, observandose
que era similar (entre 6,33x102 y 3,36x102 ufc/cm?). El tamafio de las poblaciones de Pto DC3000 y
ATpsC alcanzé un maximo de 4,25x107 y 9,24x106 ufc/cm2 para DC3000 y el mutante, respectivamente, a
los 6 dpi, cuando son visibles los primeros sintomas en las plantas infectadas con DC3000. A los 6 dpi, la
poblacion bacteriana en las plantas inoculadas con ambas cepas empieza a descender, llegando a
7,76x105 ufc/lcm? en las plantas inoculadas con DC3000 y a 1,28x108 ufc/cm? en las inoculadas con el
mutante a los 12 dpi (Figura 59). En el mismo ensayo se observd que el mutante hrpL es capaz de
colonizar la planta pero no de multiplicarse y sobrevivir en ella a la misma tasa que la cepa silvestre o el
mutante ATpsC.

Los sintomas de la enfermedad causada por el mutante deficiente en tpsC resultaron ser diferentes a
los causados por la cepa silvestre. Con Pto DC3000, en primer lugar, aparecieron unas pequefias lesiones
acuosas que posteriormente, a los 3 dpi, se rodearon de un halo de clorosis; estas lesiones pronto se
convirtieron en puntos necréticos de color marron, rodeados por un halo clorético. En las plantas
inoculadas con la cepa mutante la clorosis es menor y la necrosis se intuye a los 6 dpi pero no prospera,
siendo poco evidente a los 10 dpi (Figura 60). La sintomatologia del mutante ATpsC también se compard
con la de un mutante hrpL, que no expresa el T3SS (Aragon et al., no publicado). Este mutante, no produjo
sintomas a lo largo de todo el experimento, siendo el aspecto de las plantas muy similar a las control
infiltradas con MgCl. (Figura 60).

118



108

107
106

105 —o— Pto
—e— ATpsC

hrpL

ufc/cm?

i

104

103

102

o
N

4 6 8 10
tiempo (dpi)

Figura 59. Evolucion de las poblaciones bacterianas de DC3000 y del mutante ATpsC en hoja de
tomate tras infiltracion. Las plantas se infiltraron con aproximadamente 4x104 ufc/ml de DC3000 (azul), ATpsC
(rojo) y hrpL (verde) y se determind en hoja el nimero de ufc/cm? a distintos tiempos post-infeccion. Los datos
representan la media de tres experimentos diferentes con sus respectivas desviaciones estandar.

dpi

DC3000

ATpsC

hrpL

Figura 60. Sintomatologia inducida en hojas de tomate por DC3000 y el mutante ATpsC a distintos
tiempos post-infeccion tras inoculacion por infiltracion. Las hojas de tomate se infiltraron con MgClz2 10 mM
(C) o con soluciones de la cepa silvestre DC3000 y los mutantes ATpsC y hrpL a 4x104 ufc/ml.

Estos experimentos se llevaron a cabo también con el mutante TpsC::Tnd obteniéndose resultados
similares, lo que indica que la pérdida del sistema TpsABC no provoca una disminucion en la capacidad de

Pto para colonizar las plantas de tomate, pero si en su capacidad para provocar los sintomas de la
enfermedad.
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5.1.2. Inoculacién por rociado

Como en el ensayo anterior, en el que se inocularon las plantas por infiltracidn no se observaron
cambios en las poblaciones bacterianas (Figura 59); se hicieron ensayos inoculando las plantas por
rociado con una suspension bacteriana, de modo que al ser este método mas natural se pudiera
determinar si el mutante ATpsC estaba afectado en invasion y colonizacion.

A continuacién, se compard el comportamiento en hojas de tomate, determind la supervivencia y
capacidad para multiplicarse en los tejidos de tomate de la cepa silvestre y el mutante ATpsC tras su
inoculacion por rociado con una solucion bacteriana que contenia aproximadamente 108 ufc/ml.

El establecimiento inicial de las dos cepas se determind a las 3 horas post-inoculacion, observandose
que era similar (entre 2,0x104y 3,38x104 ufc/cm?). El tamafio de las poblaciones de Pto DC3000 y ATpsC
alcanzé un maximo de 1,31x107 y 1,25x107 ufc/cm? para DC3000 y el mutante, respectivamente, a los 3
dpi. A los 6 dpi, la poblacion bacteriana en las plantas inoculadas con ambas cepas empieza a descender,
llegando a 1,12x108 ufc/cm? en las plantas inoculadas con DC3000 y a 1,41x108 ufc/cm?2 en las inoculadas
con el mutante (Figura 61).
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Figura 61. Evolucion de las poblaciones bacterianas de Pto DC3000 y ATpsC en hoja de tomate tras
inoculacion por rociado. Las plantas se rociaron con aproximadamente 7x107 ufc/ml de DC3000 (azul) y
ATpsC (rojo) y se determind en hoja el nimero de ufc/cm? a distintos tiempos post-infeccion. Los datos
representan la media de tres experimentos diferentes con sus respectivas desviaciones estandar.

Los sintomas de la enfermedad causada por el mutante deficiente en tpsC resultaron ser diferentes a
los causados por la cepa silvestre. En primer lugar, aparecieron unas pequefias lesiones acuosas que
posteriormente, a los 3 dpi, se rodearon de un halo de clorosis. Estas lesiones pronto se convirtieron en
puntos necréticos de color marrén, rodeados por un halo clorético en la cepa silvestre. En las plantas
inoculadas con la cepa mutante esta necrosis empieza a aparecer a los 6 dpi pero no prospera, siendo
poco evidente a los 10 dpi (Figura 62).

Todos estos resultados indican que la pérdida del transportador TpsABC no afecta al crecimiento de
Pto ni en medios de laboratorio (apartado 4.1) ni en plantas de tomate, y tampoco parece tener un papel
determinante ni en la supervivencia en hoja ni en la colonizacién de plantas de tomate. Sin embargo, esta
severamente afectado en virulencia.
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Figura 62. Sintomatologia inducida en hojas de tomate por Pto DC3000 y el mutante ATpsC a
distintos tiempos post-infeccién tras inoculacién por rociado. Las hojas de tomate se rociaron con MgClz
10 mM (C) o con soluciones de la cepa silvestre DC3000 o el mutante ATpsC a aproximadamente 7x107 ufc/ml.

5.2. Mutante A5194

El estudio de la infeccién en tomate con el mutante A5194 solo se llevd a cabo por el método de
infiltracion, comparandose con los sintomas provocados por Pto DC3000 y el mutante A5194 en los tejidos
de tomate tras inocularlos a aproximadamente 104 ufc/ml. Se observaron los mismos sintomas con las dos
cepas; es decir, pequefias lesiones acuosas que, a los 3 dpi, se rodearon de un halo clorético y después
se necrosaron (Figura 63).

dpi 2 4 7 9

DC3000

A5194

—

Figura 63. Sintomatologia inducida en hojas de tomate por Pto DC3000 y el mutante A5194 a distintos
tiempos post-infeccion tras inoculacion por infiltracion. Las hojas de tomate se infiltraron con MgClz 10 mM
(C) o con soluciones de la cepa silvestre o el mutante A5194 a aproximadamente 5x104 ufc/ml.
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En resumen, no se apreciaron diferencias significativas entre los sintomas provocados por las dos
cepas, lo que sugiere que PSPTO_5194 no es una toxina ni parece estar implicada en virulencia, al menos
en las condiciones ensayadas. Asimismo, la menor virulencia del mutante ATpsC en planta no parece
deberse a que PSPTO_5194 no se exporte fuera de la célula; es decir, no parece ser sustrato del
transportador TpsABC. Por todo ello, no proseguimos con la caracterizacion de este mutante ni de la
proteina.

5.3. Estudio de la infeccién con técnicas no invasivas de imagen

En este caso, analizamos la virulencia de la cepa silvestre comparandola con la de las cepas mutantes
en la bomba TpsABC y el mutante hrpL, estudiando la respuesta del hospedador mediante la técnica de
fluorescencia multiespectral (MCFI).

En estos ensayos se observé un notable incremento en la fluorescencia azul y verde (F440 y F520) en
las zonas foliares inoculadas con la cepa silvestre. Los primeros cambios registrados son pre-sintomaticos,
apareciendo a 2 dpi y aumentando ambas emisiones a lo largo de todo el experimento con una tendencia
similar en F440 y F520. Los patrones foliares de fluorescencia en plantas infiltradas con el mutante hrpL se
asemejan a los de plantas control. En las plantas inoculadas con el mutante ATpsC se observa un leve
incremento en fluorescencia verde y azul en las zonas inoculadas que resulta més intenso a 4 dpi (Figura
64). Las diferencias en sintomatologia entre las cepas bacterianas anteriormente descritas (apartado 5.2.)
se corresponden en gran parte, con las detectadas en los patrones foliares de fluorescencia, aunque estas
ultimas aparecen antes.

En los patrones foliares de fluorescencia correspondientes al rojo y rojo lejano (F690 y F740) no se
observan grandes diferencias entre las plantas control y las infectadas con las cepas mutantes, registrando
valores de fluorescencia moderadamente altos, mas elevados en el caso de F740, sin grandes cambios a
lo largo de la infeccion. En las plantas infectadas con la cepa silvestre, ambas emisiones son mas bajas,
sin apenas variaciones entre 2 y 7 dpi e incrementando a 9 dpi (Figura 65).

Los cocientes de las emisiones de fluorescencia F440/690 y F440/740 mostraron un incremento de la
sefial en las plantas inoculadas con DC3000 a partir de los 2 dpi (Figura 66), siendo este incremento
significativo pero mas leve que el observado en las emisiones de F440 y F520. Las plantas infiltradas con
el mutante hrpL no muestran variaciones en estos cocientes, siendo sus patrones foliares muy similares a
los observados en las plantas control. En las plantas inoculadas con el mutante ATpsC s6lo se observan
leves incrementos de los cocientes en la zona inoculada (Figura 66).

También se analizaron los patrones de fluorescencia F520/690 y F520/740 en los que se observo un
comportamiento similar a los de los cocientes anteriores (Figura 67). Los patrones foliares
correspondientes a los cocientes F440/520 y F690/740 también se analizaron en este estudio pero no
demostraron ser de gran utilidad para determinar diferencias entre las cepas bacterianas durante la
infeccidn, por lo que las figuras correspondientes no se muestran.
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Figura 64. Patrones foliares de fluorescencia verde-azul de plantas de tomate. Se inocularon plantas
con aproximadamente 4x104 ufc/ml de DC3000, ATpsC y hrpL; las plantas control con MgClz 10 mM. Imégenes
de fluorescencia: A. Azul (440 nm) y B. Verde (520 nm).
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Figura 65. Patrones foliares foliares de fluorescencia roja de plantas de tomate. Se inocularon plantas
con aproximadamente 4x104 ufc/ml de DC3000, ATpsC y hrpL; las plantas control con MgCl2 10 mM. Iméagenes
de fluorescencia: A. Roja (690 nm) y B. Rojo lejano (740 nm).
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ATpsC

Figura 66. Patrones foliares de cocientes de emisiones de fluorescencia de plantas de tomate. Se
inocularon plantas con aproximadamente 4x104 ufc/ml de DC3000, ATpsC y hrpL; las plantas control con MgClz
10 mM. Iméagenes: A. F440/690 y B. F440/740.
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Figura 67. Patrones foliares de cocientes de emisiones de fluorescencia de plantas de tomate. Se
inocularon plantas con aproximadamente 4x104 ufc/ml de DC3000, ATpsC y hrpL; las plantas control con MgClz
10 mM. Imagenes: A. F520/F690 y B. F520/740.
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Capitulo 3. Caracterizacion con MCFI de mutantes de un transportador de la

familia MATE de Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000
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1. Mutantes objeto de estudio

En este caso trabajamos con dos mutantes obtenidos por Isabel Aragon en el laboratorio del Dr. Cayo
Ramos de la Universidad de Malaga. Estos mutantes son el matE, afectado en el ORF PSPTO_0370, que
codifica un putativo transportador de la familia MATE y el mutante iaaL, carente del ORF PSPTO_0371,
que parece formar parte del mismo operon (Figura 68). Las plantas de tomate infectadas con estos
mutantes mostraban menos sintomas que las inoculadas con la cepa silvestre, por lo que nos propusimos
caracterizar la respuesta de la planta frente a los mismos.

PSPTO_0368 0369 0370 0371 0372
o = 1o R~ —
matE —-? OMP Km iaaL Tp
iaal — ?— OMP Km Tp

Figura 68. Mutantes iaal y matE construidos mediante doble recombinacion en Pto DC3000.
PSPTO_0370 y PSPTO_0371 fueron delecionados y se insertd en su lugar un cassette con resistencia a Km
(Castillo-Lizardo et al., no publicado). OMP: outer membrane protein, Tp: transposasa, ?: proteina de funcion
desconocida.

La capacidad de Pto DC3000 para infectar sus plantas hospedadoras depende de genes activados por
el factor sigma alternativo HrpL. El regulon HrpL incluye los genes que codifican el T3SS y un repertorio de
proteinas efectoras que son secretadas por él, asi como otros genes no relacionados con el T3SS, como
los genes cor o jaal (Fouts et al., 2002; Ferreira et al., 2006; Cunnac et al., 2011). Sin embargo, la
importancia de la activacion de iaal por HrpL y su implicacion en la virulencia de Pto no estan claras. laal
cataliza la conversion del IAA en el conjugado IAA-lisina (Hutzinger y Kosuge, 1968; Glass y Kosuge,
1986). En primer lugar, en el genoma de Pto DC3000 aparecen dos ORFs cuyos productos muestran una
identidad muy baja con los de iaaM e iaaH de P. savastanoi'y cuyos papeles en la biosintesis de IAA no se
han demostrado (Buell et al., 2003; Baltrus et al., 2011; Ramos et al., 2012). En segundo lugar, el gen iaal
se expresa diferencialmente en respuesta a la sobreexpresion de hrpL (Ferreira et al., 2006).

En 5’ con respecto a iaal se encuentra PSPTO_0370, que codifica un transportador de la familia
MATE. Este tipo de transportadores estan asociados con la resistencia a multiples farmacos y contribuyen
a la supervivencia bacteriana en los tejidos de las plantas mediante la eliminacion de metabolitos
secundarios con actividad antimicrobiana, como los flavonoides, isoprenoides o alcaloides, presentes en
los tejidos de plantas sanas o sintetizados de novo en respuesta al ataque de patégenos (Dixon, 2001;
Osbourn, 1996). Se ha demostrado que otros transportadores MDR contribuyen a la colonizacion de
plantas por bacterias fitopatdgenas, incluyendo varias cepas de P. syringae (Stoitsova et al., 2008; Fan et
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al., 2011; Vargas et al., 2011); sin embargo, hasta ahora no ha sido demostrado que los transportadores
MATE contribuyan a la virulencia.

El objetivo de este estudio es analizar el papel de estos genes en la virulencia de DC3000 en plantas
de tomate antes del desarrollo de sintomas mediante la utilizacidn de iméagenes de fluorescencia
multicolor.

2. Caracterizacion in silico del transportador matE y del gen iaal

El analisis del contexto genémico de los genes matE e iaal en distintas cepas del género
Pseudomonas muestra que estos dos genes no estan siempre juntos (Figura 69). Sélo en cepas
filogenéticamente cercanas a Pto DC3000 (Pto T1, P. lachrymans, P. morsprunorum o P. actinidiae) la
organizacién génica es similar por encima de los loci matE-iaal. Sin embargo, en Pph, Psyr o P. putida
W619, el contexto gendémico es muy diferente (Figura 69).

0367
PSPTO_0366 0368 0369 0370 0371 0372
2201
PSPPH_2197 2198 2199 2200 2202 2203 2204 2205
ron ek o i o P o
3043 3039
Psyr_3044 3042 3041 3040 3038 3037 3036 3035
2193 2191
Pput_2194 2192 2190 21892188 2187 2186 2185

TR T

Figura 69. Organizacion génica del transportador MATE y otros sistemas homoélogos de distintas
bacterias del género Pseudomonas. ?, proteina de funcién desconocida; NhaP, antiporter Na*/H*; OMP,
proteina de membrana externa (outer membrane protein); Tp, transposasa; PG, pseudogen; prt, metaloproteasa;
TetR, regulador transcripcional de la familia TetR; GH, B-glucosidasa; pqiA, proteina A inducible por paraquat; o,
factor sigma ECF de la ARN-polimerasa; ox, putativa oxidorreductasa de la familia DoxX.

PSPTO_0371 (iaal) codifica una proteina de 395 aminoacidos con actividad indolacético-lisina
sintetasa, es decir, que cataliza la conversion del acido indol-3-acético (IAA) en el aminoacido conjugado
indol-acetil-e-L-lisina (IAA-Lys). En este sentido, laalL posee un dominio de unién a AMP caracteristico de
enzimas que intervienen en la sintesis de &cidos grasos celulares y en reacciones de adenilacién usando
ATP (Conti et al., 1996; Jog! et al., 2004; Figura 70).
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El IAA es una fitohormona que también producen determinadas bacterias asociadas a plantas y que
puede provocar o no hiperplasia de los tejidos. Bacterias patdgenas y no patdgenas de plantas sintetizan
una variedad de conjugados de IAA, cuyo papel es desconocido aun (Costacurta y Vanderleyden, 1995).
Las plantas, por su parte, sintetizan en sus tejidos y secretan IAA-Lys y otros conjugados de IAA en lo que
parece ser una forma para el almacenamiento, transporte y/o proteccién de la degradacion del IAA
(Spaepen et al., 2007). Lo que si parece claro es que el compuesto IAA-Lys es menos activo que la
fitohormona (Hutzinger y Kosuge, 1968; Thimann, 1963; Romano et al., 1991).

laal de P. savastanoi es el unico gen bacteriano caracterizado hasta el momento implicado en la
conjugacion del IAA. Se cree que el IAA se libera tras la hidrdlisis de este compuesto en el interior de los
tejidos de la planta por acciéon de enzimas vegetales. La incapacidad para sintetizar IAA-Lys en cepas
mutantes afecta a la virulencia de esta bacteria, ya que disminuye su capacidad para producir agallas en
plantas de olivo, pero no afecta a su capacidad para multiplicarse en los tejidos de la planta, lo que pone
de manifiesto que el IAA no es necesario para el crecimiento en los tejidos pero si para el desarrollo de los
sintomas en olivo (Glass y Kosuge, 1986; Spaepen et al., 2007).

El gen iaal estd ampliamente distribuido en patovares de P. syringae, pero no se encuentra en otras
bacterias patogenas de plantas, como A. tumefaciens o X. campestris (Glickmann et al., 1998). Aunque su
funcion es desconocida en Pto DC3000, la presencia de un promotor dependiente de HrpL delante de este
gen, sugiere que esta implicado en virulencia y, de hecho, se sabe desde hace tiempo que Pto DC3000
altera el mecanismo de sefializacion por auxinas de la planta, lo que la hace a su vez mas susceptible a la
enfermedad provocada por esta bacteria (Fouts et al., 2002; O’'Donnell et al., 2003; Thilmony et al., 2006).
Lo que si esta claro es que la delecion de iaal no afecta al crecimiento de esta bacteria ni in vitro ni en
planta (Bao et al., 2014).

Al comparar la secuencia de laal con otras proteinas presentes en las bases de datos se observa que
es un 96-99% idéntica a proteinas anotadas como preprotein translocase subunit Tim44 o como
indolacético-lisina sintetasas en numerosas cepas de P. syringae. También aparecen ortblogos de esta
proteina en bacterias asociadas a plantas como Erwinia mallotivora (86% de identidad) o Burkholderia
cenocepacia (27% de identidad) e incluso en bacterias asociadas a insectos, como Arsenophonus
nasoniae (40% de identidad) (Goto, 1976; Balandreau et al., 2001; Wilkes et al., 2010).

PSPTO_0370 (matE) codifica un transportador de 458 aminoacidos que posee dos dominios MatE
caracteristicos de esta familia de transportadores (Figura 70). Como se ha mencionado en la introduccién,
los transportadores tipo MatE estan presentes en bacterias, arqueobacterias y eucariotas y estén
implicados en la resistencia a multiples antibioticos, entre los que destacan fluoroquinolonas y
aminoglucésidos, y a otros compuestos toxicos (Brown et al., 1999; Kuroda y Tsuchiya, 2009).
PSPTO_0370 forma parte de la familia de transportadores MATE junto con NorM de Neisseria
gonorrhoeae o YdhE de E. coli que se caracterizan por presentar secuencias muy similares, tamafios
comprendidos entre 450 y 550 aminoacidos y funcionar mediante un mecanismo antiporter Na* o H*:droga
(Brown et al., 1999; Yang et al., 2006; Long et al., 2008; Lu et al., 2013).

NorM es un transportador antiporter Na*:droga bien estudiado que media la resistencia a bromuro de
etidio, fluoroquinolonas (norfloxaxina o ciprofloxacina), acriflavina, berberina o colorantes cationicos (Long
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et al., 2008). Con 12 dominios transmembrana, su estructura ha sido resuelta y su modo de accion
desvelado: la unién de Na* desencadena la extrusion de multiples compuestos al provocar cambios
conformacionales en el transportador (Lu et al., 2013; Tanaka et al., 2013).

jaal S AMP-binding

Figura 70. Organizacién en dominios de las proteinas laaL y MatE segun Pfam. MatE es un dominio
proteico presente en transportadores de membrana interna implicados en la resistencia a diferentes compuestos
antimicrobianos (Kuroda y Tsuchiya, 2009). AMP es un dominio proteico caracteristico de proteinas que usan
ATP en reacciones de adenilacion (Conti et al., 1996).

Al comparar la secuencia de aminoacidos de este transportador con otras proteinas presentes en las
bases de datos se observa que es un 37-42% idéntico a otros transportadores MATE de Pph 1448A o P.
putida W619, un 42% idéntico a la proteina hipotética Psyr_3037 de P. syringae B728a, y presenta tan
solo un 10% de identidad con la proteina NorM de Vibrio parahaemolyticus. Entre los transportadores
MatE de bacterias que interaccionan con plantas caracterizados funcionalmente hasta el momento, se
encuentra NorM de Erwinia amylovora, cuyos sustratos son ciprofloxacina, norfloxacina, kanamicina,
ampicilina, bromuro de etidio, floretina o cristal violeta. Se ha demostrado que es indispensable para la
competencia con otras bacterias de su habitat ya que contribuye a la resistencia intrinseca de E.
amylovora frente a compuestos producidos por otras bacterias epifitas (Burse et al., 2004b; Kuroda y
Tsuchiya, 2009). DinF de Ralstonia solanacearum expulsa compuestos como acriflavina, bromuro de
etidio, fitoalexinas o detergentes y su mutacion disminuye la produccion de sintomas en plantas de tomate
(Brown et al., 2007; Kuroda y Tsuchiya, 2009)

3. Estudio de la infeccidon con técnicas no invasivas de imagen

3.1. Sintomatologia provocada por los mutantes

Los ensayos de infeccion se realizaron como se describe en el apartado 9.1 de Materiales y Métodos
infiltrando las plantas con un indculo con aproximadamente 3x104 ufc/ml.

El seguimiento de la sintomatologia generada en las plantas de tomate por la cepa silvestre y los
mutantes iaal y matE a distintos tiempos post-infeccion mostré la aparicion de clorosis y unas pequefas
lesiones necrdticas después de los 3 dpi y 4 dpi en el area inoculada de las hojas infiltradas con DC3000.
Estos sintomas se intensificaron con el tiempo y a los 9 dpi abarcaban toda la zona infiltrada. En las
plantas infiltradas con el mutante matE, se observa una clorosis restringida al area infiltrada después de
los 7 dpi, con unas manchas necréticas muy pequefias que, comparadas con las observadas en las
plantas infiltradas con la cepa silvestre, son muy escasas. Por el contrario, en las plantas inoculadas con el
mutante iaal, se observa una escasa clorosis y una necrosis similar a la causada por el mutante matE
(Figura 71).
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Figura 71. Sintomatologia inducida en hojas de tomate por DC3000 y mutantes iaal y matE a
distintos tiempos post-infeccion. Las plantas control se infiltraron con MgCl. 10 mM (C); las demas se
inocularon con aproximadamente 3x104 ufc/ml de la cepa silvestre DC3000 y los mutantes iaal y matE.

3.2. Andlisis de imagenes de fluorescencia multiespectral (MCFI)

Continuando con el uso de las técnicas de imagen como herramienta para caracterizar la infeccion de
plantas de tomate con mutantes de DC3000 obtuvimos imagenes de fluorescencia multiespectral de
plantas de tomate infectadas con la cepa silvestre y también con los mutantes iaal y matE descritos
anteriormente.

Los cambios en F440 y F520 en todas las plantas infectadas a lo largo del experimento muestran un
patron similar en ambos casos, incrementandose ambas sefiales a partir de 2 dpi (pre-sintomético), siendo
mas intensas en las plantas infiltradas con DC3000. A 7 y 9 dpi la diferencia entre la infeccidn con la cepa
silvestre y las mutantes es muy evidente. También se observd que las plantas infiltradas con matE
presentan valores de fluorescencia més altos, a lo largo del experimento, que las infectadas con iaal
(Figura 72).

En F690 y F740 no existe una tendencia clara en los patrones de fluorescencia que nos permita
distinguir entre la infeccion con la cepa silvestre y las mutantes (Figura 73). Esta situacion mejora si
analizamos los cocientes F440/690 y F440/740, que exacerban las diferencias encontradas en las
imagenes de F440 y F520 y muestran una tendencia similar. Los cambios son mas notables en F440/690
que en F440/740 (Figura 74).
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En las imagenes de los cocientes F520/690 y F520/740 se atenuan las diferencias respecto a lo
observado en las de F440, F520, F440/690 y F440/740, especialmente a los 2 dpi. (Figura 75). En general,
la sefal observada en F520/740 en todas las plantas infiltradas con DC3000 y los mutantes es mas
intensa que la observada en F520/690.
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Figura 72. Patrones foliares de fluorescencia verde-azul de plantas de tomate. Se inocularon plantas
con aproximadamente 3x104 ufc/ml de DC3000, iaal y matE; las plantas control (C) con MgClz 10 mM.
Imégenes de fluorescencia: A. Azul (440 nm) y B. Verde (520 nm).
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Figura 73. Patrones foliares de fluorescencia roja de plantas de tomate. Se inocularon plantas con
aproximadamente 3x104 ufc/ml de DC3000, iaal y matE; las plantas control (C) con MgCl2 10 mM. Imagenes de
fluorescencia: A. Roja (690 nm) y B. Rojo lejano (740 nm).

135



136

DC3000

iaal

matE

DC3000

iaal

Figura 74. Patrones foliares de cocientes de emisiones de fluorescencia de plantas de tomate. Se
inocularon plantas con aproximadamente 3x104 ufc/ml de DC3000, iaal y matE; las plantas control (C) con

MgClz 10 mM. Imégenes: A. F440/690 y B. F440/740.
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Figura 75. Patrones foliares de cocientes de emisiones de fluorescencia de plantas de tomate. Se
inocularon plantas con aproximadamente 3x104 ufc/ml de DC3000, jaal y matE; las plantas control (C) con
MgCl2 10 mM. Iméagenes: A. F520/690 y B. F520/740.
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El establecimiento de una poblacién inicial del patdgeno y la posterior colonizacién de los tejidos del
hospedador son cruciales para el desarrollo de la enfermedad. Algunas bacterias fitopatdgenas y, mas
concretamente P. syringae, son capaces de colonizar la filosfera gracias a su adaptacion a este habitat
donde se enfrentan a diferentes condiciones de estrés, tanto abidtico como bidtico. Su supervivencia en
ese ambiente esta favorecida por su capacidad para eliminar a otros organismos competidores y por su
habilidad para resistir los efectos de los compuestos toxicos producidos por ellos y por el hospedador
(Thomashow y Weller, 1996). En este sentido, la sintesis de metabolitos secundarios con actividad
antimicrobiana es una de las respuestas de las plantas frente al ataque de patogenos (Dixon, 2001). Sin
embargo, las bacterias han desarrollado mecanismos de resistencia a esos compuestos, como los
sistemas MDR, que constituyen uno de los mecanismos mas importantes de detoxificacion celular y que,
en algunos casos, resultan esenciales para el desarrollo de la enfermedad (Paulsen, 2003; Piddock, 2006;
Martinez et al., 2009). Los resultados del presente trabajo de tesis indican que los transportadores de tipo
RND MexAB-OprM de Pph y TpsABC de Pto y el transportador de tipo MATE MatE de Pto, estan
implicados en la supervivencia bacteriana, la colonizacion y/o el desarrollo de la enfermedad en plantas.

1. Transportador MexAB-OprM

Se ha propuesto que las bombas RND podrian desempefiar un papel activo en el metabolismo celular o
simplemente eliminar subproductos no deseados, por lo que su expresion debe estar controlada por
sefales fisiologicas especificas relacionadas con la funcién del transportador en el metabolismo celular.
Alternativamente, podrian estar implicadas en la resistencia a compuestos toxicos producidos por los
hospedadores o por otros microorganismos presentes habitualmente en el medio ambiente de la bacteria
(Piddock, 2006). Los estudios llevados a cabo con el sistema MexAB-OprM de Pto DC3000 (Stoitsova et
al., 2008; Fan et al., 2011; Vargas et al., 2011) y de Pph 1448A (Stoitsova et al., 2008; este trabajo)
demuestran que es un mecanismo de resistencia bacteriana que facilita la supervivencia y la colonizacion
en planta.

La insercion de un interposén en mexA de Pph interrumpe la expresion del operén mexAB-oprM, por lo
que la cepa PphA carece del transportador MexAB-OprM. Se debe hacer notar que esa mutacién no afecta
ni al crecimiento ni a la competencia de PphA en medios de cultivo (Figuras 29 y 30), pero la comparacion
de la susceptibilidad a diferentes antibidticos entre la cepa silvestre y el mutante PphA permitié identificar
los sustratos de la bomba MexAB-OprM (Tablas 11 y 12). En la cepa carente de pmeR, PphR, la
resistencia a la mayoria de los compuestos ensayados (Tabla 11) es mayor que la de la cepa silvestre, lo
que sugiere que este regulador estaria reprimiendo la expresion del operén mexAB-oprM, como sucede en
Pto DC3000 (Vargas et al., 2011).

Los resultados de Stoitsova et al. (2008) y de este trabajo indican que el transportador MexAB-OprM de
Pph 1448A posee un amplio rango de sustratos y confiere resistencia a mdltiples antibiéticos (B-
lactamicos, cefalosporinas, quinolonas, tetraciclina, cloranfenicol, etc.), biocidas (acriflavina, benzalconio,
bromuro de etidio, tetrafenilfosfonio, trimetoprim), quimioterapicos (daunorubicina, mitomicina C),
colorantes (naranja de acridina, rodamina 6G, violeta cristal) y metabolitos secundarios de plantas
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(berberina, naringenina y floretina). Esta resistencia cruzada a compuestos de distinta naturaleza y
estructura se habia observado también en MexAB-OprM de Pto DC3000 y Psyr B728a (Stoitsova et al.,
2008; Vargas et al., 2011) y en transportadores RND de otras bacterias, como TtgABC de P. putida DOT-
T1E y MepABC de P. putida KT2442, que expulsan multiples disolventes orgénicos y antibiéticos
(Fukumori et al., 1998; Ramos et al., 1998) o en el transportador AcrAB de los patégenos de plantas D.
dadantii y E. amylovora, que confiere resistencia a antibiéticos, colorantes y compuestos derivados de
plantas, como floretina y naringenina (Burse et al., 2004a; Maggiorani-Valecillos et al., 2006).

Actualmente, numerosos estudios avalan la funcién fisiolégica de estos sistemas de transporte en
bacterias y su importancia en colonizacion y patogenicidad. Asi, se ha demostrado que eliminan agentes
antimicrobianos presentes en el intestino del hospedador, como sales biliares, acidos grasos o indol (Ma et
al., 1995; Lacroix et al., 1996; Lin et al, 2003; Hirakawa et al., 2005; Nikaido et al., 2008), también
exportan hormonas esteroideas (Elkins y Mullis, 2006), determinantes de virulencia como adhesinas y
toxinas (Kim et al., 2004; Kang y Gross, 2005; Buckley et al., 2006), moléculas sefial involucradas en
quorum sensing (Evans et al., 1998, Rahmati et al., 2002; Chan et al., 2007), compuestos toxicos
derivados del metabolismo (Van Dyk et al., 2004) y metabolitos secundarios de plantas (Palumbo et al.,
1998; Gonzélez-Pasayo y Martinez-Romero, 2000; Barabote et al., 2003; Burse et al., 2004a; Maggiorani-
Valecillos et al., 2006). El transportador MexAB-OprM de Pph 1448A confiere resistencia a multitud de
compuestos antimicrobianos y, entre ellos, algunos de origen vegetal, principalmente flavonoides
(Stoitsova et al., 2008). Ademas, los resultados presentados en esta tesis muestran que Pph 1448A
detecta y responde a diferentes flavonoides (morina y floretina) y otros compuestos como cloranfenicol o
indol, pero no floridzina (floretina-2'-B D-glucésido), disminuyendo su motilidad tipo swimming y swarming
(Figuras 22 y 24). Se debe resaltar que los flavonoides no afectaron el crecimiento de las cepas porque se
utilizaron a concentraciones muy por debajo de su MIC, tanto para la cepa silvestre como para el mutante
PphA; por tanto, las diferencias observadas en los fenotipos no se deben a los posibles efectos tdxicos de
esos compuestos. En Pto DC3000 flavonoides como floretina inhiben la expresion de fliC y la sintesis de
los flagelos (Vargas et al., 2013), por lo que probablemente ocurra lo mismo en Pph. De hecho, esta
ampliamente documentado que extractos de plantas y otros compuestos con actividad antimicrobiana
pueden regular negativamente la motilidad bacteriana. Asi, varios macrélidos inhiben la motilidad en
Proteus mirabilis y P. aeruginosa: concentraciones subinhibitorias de eritromicina, claritromicina o
azitromicina suprimen la expresion de flagelina (Kawamura-Sato et al., 2000). Los extractos de arandano
inhiben la expresion de fliC y la motilidad en E. coli UPEC (Hidalgo et al., 2011) y, especificamente, la
naringenina también atenua la motilidad de Salmonella enterica al inhibir la expresion del regulador
maestro FINDC y de los genes flagelares necesarios para la invasion de las células no fagociticas del
intestino (Vikram et al., 2011). Es importante mencionar que el efecto de los flavonoides habria pasado
desapercibido si no se hubiera utilizado el mutante PphA, que carece de la bomba MexAB-OprM. La
acumulacién de flavonoides en PphA, dado que no son expulsados de la célula por la bomba, provoca una
inhibicidn clara de la motilidad tipo swimming y swarming, probablemente debido a la disminucién del
numero de flagelos. De forma similar, la interrupcion del transportador MDR AcrAB-TolC de S. enterica,
que desempefia un papel esencial en la resistencia a colorantes bésicos, detergentes y antibi6ticos
(Baucheron et al., 2004), reduce la expresion de genes de motilidad y quimiotaxis (Webber et al., 2009).
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Aunque la inoculacion de judia por el método de rociado no permitid observar sintomas, ya que las
poblaciones bacterianas no se multiplicaron a niveles suficientes para colonizar el apoplasto a diferencia
de lo que sucede en plantas de tomate inoculadas por Pto DC3000 (Vargas et al., 2011), la inoculacién por
infiltracidn, tanto de la cepa silvestre como de los mutantes PphA y PphR, si provocéd los sintomas
caracteristicos de la enfermedad en judia (Taylor et al., 1996; Stoitsova et al., 2008; Vargas et al., 2011).
Sin embargo, la menor intensidad de los sintomas observados en las plantas infiltradas con PphA,
probablemente se deba a que su poblacion en hoja resulté ser 10 veces menor que la de la cepa silvestre
o el mutante PphR. Por consiguiente, la pérdida de MexAB-OprM provoca una disminucién en la
colonizacion de la planta hospedadora por Pph, efecto que se magnifica al competir con la cepa silvestre
(Figura 31). La cepa carente de PmeR, sin embargo, se comportd de forma similar a la silvestre.
Resultados similares se obtuvieron con un mutante de Pto DC300 carente del transportador MexAB-OprM
en plantas de tomate (Vargas et al., 2011; 2013). Por tanto, la pérdida de MexAB-OprM, tanto en Pto
DC3000 como en Pph 1448A, disminuye la capacidad de estas cepas para sobrevivir y/o multiplicarse y
colonizar las hojas de sus correspondientes plantas hospedadoras.

Todo lo observado en los experimentos anteriores, se correlaciona con el analisis mediante MCFI de
plantas de judia inoculadas con Pph y sus mutantes PphA y PphR, asi como de plantas de tomate
infectadas con Pto DC3000 y los mutantes DC3000A y DC3000R. Las emisiones de fluorescencia en las
que se observan los mayores cambios en los dos sistemas planta-patégeno analizados son F440 y F520.
Los patrones foliares, tanto de plantas de judia infectadas con Pph y sus mutantes como de las de tomate
infectadas con Pto DC3000 y mutantes, muestran un aumento de ambas emisiones de fluorescencia en
las areas inoculadas cuya intensidad y desarrollo temporal depende la cepa bacteriana utilizada (Figuras
32 y 37). Ello nos indica que se produce una activacion del metabolismo secundario de la planta ante la
invasion del patégeno, aumentando la produccion de fenoles, polifenoles y fenilpropanoides, muchos de
los cuales han sido descritos como emisores de fluorescencia verde y azul (Stober y Lichtenthaler, 1993b;
Cerovic et al., 1999) para prevenir la proliferacion de la bacteria en el apoplasto. La activacion del
metabolismo secundario detectada mediante MCFI fue menor en las plantas infiltradas con DC3000A y
PphA que en las inoculadas con las cepas silvestres o el mutante PphR. Esto se debe probablemente a
que las poblaciones bacterianas de DC3000A y PphA fueron menores, lo que se corresponde con la
atenuacion de los sintomas. Sin embargo, la respuesta del tomate frente al mutante DC3000R es similar a
la obtenida con el mutante DC3000A., pero la poblacion bacteriana de DC3000R es similar a la de la cepa
silvestre. Esto sugiere que, la mayor actividad de la bomba en la eliminacion de flavonoides toxicos para la
bacteria en DC3000R puede ejercer un efecto regulador sobre el metabolismo secundario del tomate.

Tanto en reacciones compatibles como incompatibles entre plantas y microorganismos patégenos, uno
de los mecanismos de defensa vegetal es la acumulacion de distintos compuestos de las rutas del
shikimato y de los fenilpropanoides (Truman et al., 2006). Solanum lycopersicum inoculada con Pto
acumula fenilpropanoides y flavonoides, algunos de los cuales exhiben actividad antimicrobiana (Poiatti et
al., 2009; Lépez-Gresa et al., 2010; Vargas et al, 2011). También se ha descrito la sintesis de
fenilpropanoides como respuesta inicial a la infeccion, seguida de una rapida polimerizacién y deposicion
de lignina (Nicholson y Hammerschmidt, 1992). Lopez-Gresa et al. (2011) han identificado la naturaleza
quimica de diversos fenilpropanoides que aparecen como metabolitos de defensa tras la infeccion de S.
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lycopersicum por Pto DC3000: amidas de diversos acidos hidroxicindamicos como el ferulico, clorogénico o
cumarico y el flavonoide rutina. Los &cidos hidroxicinamicos son bien conocidos como emisores de BGF y
la rutina también aparece como emisora de fluorescencia verde (Morales et al., 1994; 1996; Lichtenthaler y
Schweigeron, 1998; Cerovic et al., 1999; Meyer et al., 2003; Sudo et al., 2009). Por lo tanto, todos estos
compuestos podrian ser responsables del aumento en BGF observado en el presente estudio, aunque
seran necesarios algunos analisis metabolomicos para confirmar esta hipétesis.

En este estudio por MCFI hemos obtenido también imagenes de cocientes entre emisiones de
fluorescencia verde-azul y roja. Las fluorescencias BGF y la Chl-F poseen distintos origenes y estan
afectadas de forma independiente por factores fisiologicos y ambientales y los cocientes F440/690,
F440/740, F520/690 y F520/740 son valiosos indicadores de estrés vegetal (Schweiger et al., 1996;
Buschmann y Lichtenthaler, 1998; Buschmann et al., 2000). Los patrones foliares de los cocientes siguen
una tendencia similar a la mostrada por F440 y F520 y exacerban las diferencias entre el impacto de las
cepas silvestres y mutantes en plantas de judia y tomate. Hay que destacar que todos los patrones foliares
de BGF o BGF/ChI-F analizados, tanto en la infeccién de plantas de judia como de tomate, aportan una
deteccion presintomatica de la infeccion, siendo la mas temprana en tomate. Los patrones de
fluorescencia roja, F690 y F740, ligados a la concentracion de clorofila (Cerovic et al., 1999), no han
demostrado ser de gran utilidad en estos analisis, debido a que los cambios en la concentracién de este
pigmento son pequefios y s6lo pueden apreciarse como una leve heterogeneidad en las zonas inoculadas
por las distintas cepas de P. syringae.

En resumen, la bomba MexAB-OprM de Pto DC3000 media la resistencia a compuestos
antimicrobianos producidos por las plantas en respuesta a la infeccion confiriendo proteccion a la bacteria,
facilitando su supervivencia inicial en su nicho ecoldgico (la superficie de las hojas), la posterior
colonizacién de la planta hospedadora y el desarrollo de la enfermedad. Ademas, MexAB-OprM es capaz
de eliminar otros agentes antimicrobianos, como por ejemplo antibidticos, lo que permite, tanto a
Pph1448A como a Pto DC3000, competir eficientemente con otras bacterias epifitas presentes en las
hojas.

Los resultados obtenidos en esta tesis indican que Pph 1448A, al igual que Pto DC3000, posee un
mecanismo para combatir las defensas del hospedador, ya que detecta y responde a los flavonoides
modificando su patrén de motilidad, induciendo al mismo tiempo la expresién del sistema MexAB-OprM. El
apoplasto vegetal es un espacio en el que tiene lugar una carrera de armamento entre plantas y bacterias.
Las plantas reconocen y contrarrestan la actividad de los patdégenos y utilizan para su defensa diferentes
compuestos antimicrobianos que incorporan a sus estructuras celulares o secretan al apoplasto. Los
flavonoides constituyen una primera linea de defensa de las plantas frente al ataque de patdgenos, de
modo que su efecto inhibidor sobre la motilidad bacteriana y la secrecién de factores de virulencia podria
prevenir o retrasar la infeccidn. Sin embargo, las bacterias han evolucionado desarrollando mecanismos
para evitar la acumulacion intracelular de flavonoides. Pph 1448A y Pto DC3000 poseen una gran
resistencia intrinseca a diferentes compuestos antimicrobianos gracias a bombas como MexAB-OprM, por
lo que son capaces de sobrevivir en el entorno de la planta e iniciar la infeccién. Esto les permite, en una
segunda etapa, translocar los efectores a las células vegetales mediante el T3SS, bloqueando asi la
produccion de nuevos compuestos con actividad antibacteriana. Se ha demostrado que el T3SS y quiza
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otros factores de virulencia bajo el control de HrpL (pero no la coronatina) son necesarios para el bloqueo
de la sintesis 0 exudacién de algunos compuestos antimicrobianos (Bais et al., 2005). Recientemente
también se ha demostrado que el efector HopZ1 favorece la multiplicacién de P. syringae en soja actuando
a nivel de la enzima 2-hidroxi-isoflavona deshidratasa (GmHID1), implicada en la biosintesis de
isoflavonoides (Zhou et al., 2011).

2. Transportador TpsABC

En esta tesis se ha identificado un transportador de tipo RND en Pto DC3000, que denominamos
TpsABC. El gen que codifica el transportador (tpsC, PSPTO_5191) forma un operon con otros dos genes
mas (tpsA, PSPTO_5193 y tpsB, PSPTO_5192) que codifican 2 MFPs. Esta organizacion génica no es
comun entre los transportadores RND, ya que la mayoria se organizan como sistemas ftripartitos
conformados por una MFP, un transportador y una porina codificados en un operon (Eswaran et al., 2004;
Murakami et al., 2006; Poole, 2008). Sin embargo, parece que los transportadores RND asociados a 2
MFPs son particularmente abundantes en bacterias pertenecientes a los oOrdenes Rhizobiales y
Pseudomonadales (Altschul et al., 1997; Gristwood et al., 2008).

Aunque lo hemos intentado, no hemos podido determinar ni cuales son los sustratos que expulsa este
transportador ni cual es su papel en la fisiologia de Pto DC3000. La mayor susceptibilidad de las cepas
carentes de TpsABC a floretina y triclosan indica que podrian ser sustratos, pero la eliminacion de estos
compuestos por TpsABC no resulta determinante para la tolerancia de Pto, ya que la susceptibilidad a
estos compuestos es mucho mayor en una cepa carente del transportador MexAB-OprM (Vargas et al.,
2011). Por tanto, la accion de TpsABC podria verse enmascarada por la acciéon de otras bombas
presentes en Pto DC3000, como MexAB-OprM. Esto es lo que ocurre con los transportadores TriABC-
OpmH de P. aeruginosa y VexIJK de V. cholerae, que también poseen dos MFPs. La accién de TriABC-
OpmH para la eliminacion de triclosan solo se puede detectar al sobreexpresarlo en una cepa carente de
los transportadores MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, MexJK'y MexXY (Mima et al., 2007). En V.
cholerae, VexAB es la bomba RND principal, responsable de la resistencia a multiples compuestos
antimicrobianos in vitro. VexIJK posee baja actividad expulsando especificamente sales biliares, por lo que
su perfil de sustratos solapa con el de VexAB (Bina et al., 2008).

También hemos establecido que TpsABC no parece proporcionar a la bacteria ninguna ventaja en
motilidad, produccion de exopolisacaridos o formacién de biopeliculas. Este transportador tampoco esta
implicado en el crecimiento de Pto DC3000, la colonizacion o la competencia con otras cepas ni en medios
de laboratorio ni en plantas de tomate, pero si en su capacidad para provocar los sintomas de la
enfermedad.

Algunas cepas exportan determinantes de virulencia, como adhesinas, toxinas u otras proteinas
importantes para la colonizacion y la infeccién de células humanas y animales a través de transportadores
de tipo RND (Piddock, 2006; Poole, 2004). Para determinar si ese era el caso del transportador TpsABC,
comparamos los secretomas de la cepa silvestre y el mutante ATpsC, pero ninguna de las proteinas
detectadas parece estar implicada en virulencia. También pensamos que PSPTO_5194 podria ser ese
determinante de virulencia, ya que esta conservada en diferentes cepas del complejo P. syringae, pero
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esta proteina no se detect6 en los sobrenadantes de los cultivos. Ademas, construimos el mutante A5194,
pero no estaba afectado en virulencia, al menos en las condiciones ensayadas. Dada la amplia distribucion
de proteinas hipotéticas similares a esta en los genomas bacterianos y que sus genes se situan
adyacentes a otros que codifican transportadores de tipo RND (en Pph 1448A, Psyr B728a, P. cichorii
JBC1, P. protegens, P. entomophila o P. putida F1), seria interesante profundizar en su estudio para
conocer su funcidn y actividad.

Los ensayos de MCFI concuerdan con la menor virulencia del mutante ATpsC y la respuesta de la
planta (tomate) resulta mas cercana a la obtenida con el mutante hrpL. Este mutante no expresa el T3SS y
no produce sintomas a lo largo de todo el experimento, siendo el aspecto de las plantas inoculadas muy
similar a las control infiltradas con MgCl, (Figura 60). Los patrones foliares de F440, F520 y de los
cocientes F440/690 F440/740, F520/690 y F520/740 detectan el impacto de P. syringae en el hospedador
antes de la aparicion de los sintomas y es mayor en el caso de Pto DC3000 y muy leve en el de ATpsC.
Ello confirma la utilidad de esta técnica de imagen en la deteccion de una respuesta temprana al ataque
de patdgenos vegetales (Bodria et al., 2002; Bravo et al., 2003; Lindenthal et al., 2005).

A semejanza de los ensayos realizados para el sistema MexAB-OprM, F440 y F520 registraron los
mayores cambios con respecto a los otros pardmetros de fluorescencia en las plantas inoculadas, pero
solo en el caso de la infeccién con Pto DC3000 se aprecia un notable incremento de sus valores, lo que
corresponde a una activacion del metabolismo secundario por el estrés inducido por el patogeno. La
menor virulencia del mutante ATpsC queda reflejada en los leves incrementos en BGF, consecuencia de
su menor impacto sobre el hospedador y de una menor produccion de determinados metabolitos de
defensa. Por tanto, el transportador TpsABC es uno de los sistemas RND de Pto DC3000 implicados en
virulencia, pero su modo de accion aln es desconocido.

El anélisis comparativo del sistema fpsABC de Pto DC3000 con las secuencias disponibles en las
bases de datos permitio establecer que transportadores de tipo RND con una organizacién génica similar
son particularmente abundantes en bacterias Gram-negativas que interaccionan con plantas, tanto
simbiontes como patogenas, de los érdenes Pseudomonadales y Rhizobiales (Tablas 19 y 20; Gristwood
et al., 2008). Sin embargo, el papel de las MFPs en las bombas RND sigue siendo poco claro. Hay datos
bioquimicos y genéticos que indican que las MFPs pueden interactuar, tanto con el transportador de RND
como con el canal de la membrana externa, y se ha propuesto que el papel de la MFP es estabilizar las
interacciones entre estos dos componentes de la bomba (Tikhonova y Zgurskaya, 2004; Touze et al.,
2004). Mima et al. (2007) demostraron que se requieren ambas MFPs para la funcion de la bomba TriABC-
OpmH de P. aeruginosa; en contraste, sélo ZrpD, y no ZrpA, parece ser esencial para la funcién de la
bomba ZrpADBC de Serratia 39006, al menos en las condiciones ensayadas (Gristwood et al., 2008). Los
analisis bioinformaticos llevados a cabo por Gristwood et al. (2008) y en esta tesis (apartados 1.2, 1.3y 1.4
del capitulo 2) indican que cada MFP del par pertenece a un subtipo distinto en una amplia gama de
especies bacterianas. Al igual que Gristwood et al. (2008), consideramos que es muy poco probable que la
segunda MFP simplemente represente una duplicaciéon no funcional; mas bien, una de las MFPs podria
estar actuando como el componente “MFP estandar” y estabilizar el complejo de la bomba, mientras que la
segunda MFP podria llevar a cabo una funcion distinta y tener un papel determinante en la seleccion del
sustrato. Sin embargo, al no haber definido el "verdadero" sustrato (o sustratos) fisioldgico de la bomba
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TpsABC, aun no es posible conocer el efecto de una delecidn en fpsA o tpsB en la eliminacidn del mismo.
Esta es una de las lineas de investigacion a seguir en el futuro.

3. Transportador MatE

Los transportadores de la familia MATE, como los RND, juegan un papel importante en la resistencia a
multiples compuestos con actividad antimicrobiana, contribuyendo a la supervivencia bacteriana en sus
habitats. Sin embargo, su papel fisioldgico no esta claro, como tampoco si constituyen un determinante de
virulencia en bacterias patégenas (Koruda y Tsuchiya, 2009).

En este trabajo de tesis hemos determinado el papel de un transportador de la familia MATE, MatE de
Pto DC3000, en la virulencia de esta bacteria en plantas de tomate mediante la utilizacién de imagenes de
fluorescencia multicolor. Como el locus génico matE estaba ligado a iaal y se disponia de ambos
mutantes, se estudié el comportamiento de ambos. Las plantas de tomate infectadas con los mutantes
iaal y matE, obtenidos por Isabel Aragdn en el laboratorio del Dr. Cayo Ramos de la Universidad de
Malaga, mostraron menos sintomas que las inoculadas con la cepa silvestre. Asimismo, el analisis por
MCFI del impacto de estas cepas bacterianas frente al causado por Pto DC3000, muestra que inducen una
menor activacion del metabolismo secundario ligado a compuestos de defensa del hospedador,
correspondiente a un menor estrés vegetal y a una sintomatologia mas atenuada. Aunque se deberan
llevar a cabo mas ensayos para confirmar este hecho, el mutante matE parece causar un efecto mas
drastico que iaal. También en este caso, se detecta la respuesta defensiva mediante las imagenes de
fluorescencia de forma presintomatica.

En bacterias fitopatdégenas, los trasportadores MATE caracterizados hasta ahora (DinF de Ralstonia
solanacearum y NorM de Erwinia amylovora) expulsan multitud de antibidticos, compuestos vegetales
(flavonoides) y compuestos producidos por otras bacterias epifitas, lo que contribuye a la capacidad de
estas bacterias para competir con otras que ocupan el mismo nicho (Burse et al., 2004b; Brown et al.,
2007; Kuroda y Tsuchiya, 2009). En el caso del transportador MatE de Pto, no ha sido posible determinar
ningun sustrato (I. Aragon y C. Ramos, comunicacion personal), por lo que, probablemente, no interviene
en la proteccion de la bacteria frente a los efectos toxicos de los compuestos antimicrobianos producidos
por el hospedador o por otras bacterias epifitas. Lo que si esta claro es que el mutante carente de este
transportador disminuye la produccion de sintomas en plantas de tomate. Este efecto también se observo
al mutar dinF de Ralstonia solanacearum que, curiosamente, posee también una secuencia hrp-box en su
region promotora (Cunnac et al., 2004; Brown et al., 2007).

Actualmente los transportadores MDR bacterianos constituyen un tema de gran interés entre los
investigadores que desean elucidar los mecanismos y la regulacion de la resistencia intrinseca de
bacterias de importancia clinica y aquellas patdégenas de plantas. Se ha sugerido que los transportadores
MDR de bacterias fitopatdgenas estan implicados tanto en la supervivencia y colonizacion de plantas,
como en su virulencia (Burse et al., 2004a; b; Brown et al., 2007; Stoitsova et al., 2008; Fan et al., 2011;
Vargas et al., 2011). Los resultados de esta tesis demuestran que los transportadores MexAB-OprM de
Pph 1448A y Pto DC3000 estan implicados en la supervivencia y colonizacion de plantas de judia y
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tomate, respectivamente y que los transportadores TpsABC y MatE de Pto DC3000 tienen un papel en
virulencia aun por determinar. Asimismo, los andlisis de MCFI con judia infectada con Pph, PphA y PphR o
tomate infectado con Pto DC3000, DC3000A, DC3000R, ATpsC, hrpL, iaal o matE muestran que los
patrones foliares de fluorescencia verde F520 son especialmente Utiles para el seguimiento de la infeccion,
ya que al ser la fluorescencia verde absorbida menos eficazmente por la clorofila del envés de la hoja
(Lichtenthaler et al., 1996) que la fluorescencia azul F440, sus valores son en todos los casos méas
elevados, lo que favorece el diagnéstico presintomatico y la valoracion de la virulencia de los mutantes.

Aun asi, quedan preguntas sin responder que se aclararan con futuros estudios, como el/los sustratos
de la bomba TpsABC, su mecanismo de accién y su papel en virulencia; los posibles sustratos del
transportador MatE y su implicacién en virulencia; la identificacion de los compuestos detectados por
MCFI, asi como la caracterizacién de estas infecciones mediante otras técnicas de imagen como la
cinética de la clorofila roja y la termografia.
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Los resultados obtenidos y expuestos en esta memoria han permitido establecer las siguientes
conclusiones:

1. La bomba MexAB-OprM de P. syringae pv. phaseolicola 1448A estd implicada en su resistencia
intrinseca a mdltiples antibidticos, biocidas, quimioterapicos, colorantes, agentes mutagénicos y, en
especial, a varios flavonoides (Stoitsova et al., 2008; este trabajo). En este trabajo se han
determinado nuevos sustratos de este transportador: cefotaxima, gentamicina y estreptomicina.

2. El transportador MexAB-OprM contribuye a la colonizacidn de las hojas de judia por Pph 1448A y le
permite competir eficientemente en su nicho ecoldgico.

3. Los flavonoides floretina, floridzina y morina provocan una reduccion de la motilidad tipo swarming
en Pph 1448A. Su efecto es mas acusado en el mutante carente del transportador MexAB-OprM
donde también disminuyen la motilidad tipo swimming.

4. La pérdida del sistema TpsABC no provoca una disminucion en la capacidad de Pto DC3000 para
colonizar ni invadir las plantas de tomate, pero si en su capacidad para provocar los sintomas de la
enfermedad, indicando que podria tener un papel en la virulencia de Pto DC3000. Aun se
desconocen los sustratos y el modo de accidn de este transportador.

5. Los genes estructurales tpsABC en Pto DC3000 forman una unidad transcripcional.

6. La proteina PSPTO_5194 no forma parte de la misma unidad transcripcional que {psABC, no es el
sustrato de esta bomba y no tiene efecto en virulencia, al menos en las condiciones ensayadas.

7. Los mutantes iaal y matE de Pto DC3000 inducen en tomate una menor activacion del metabolismo
secundario ligado a compuestos de defensa del hospedador que la cepa silvestre, lo que se
corresponde con un menor estrés vegetal y una sintomatologia mas atenuada.

8. Los patrones foliares de fluorescencia multiespectral inducida por iluminacion UV muestran un
notable incremento en F440 y F520 durante la infeccion de judia por Pph 1448A y de tomate por Pto
DC3000, asociado a la activaciéon del metabolismo secundario del huésped para la produccién de
compuestos fendlicos implicados en la defensa vegetal. Los cambios en los patrones foliares de
F440 y 520 de los mutantes en los transportadores reflejan los cambios en virulencia de estos y
ofrecen la posibilidad de un diagndstico presintomético de la infeccion, resultando ser F520 un
parametro especialmente sensible.
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Summary

Flavonoids are among the most abundant plant sec-
ondary metabolites involved in plant protection
against pathogens, but micro-organisms have devel-
oped resistance mechanisms to those compounds.
We previously demonstrated that the MexAB-OprM
efflux pump mediates resistance of Pseudomonas
syringae pv. tomato (Pto) DC3000 to flavonoids, facili-
tating its survival and the colonization of the host.
Here, we have shown that tomato plants respond to
Pto infection producing flavonoids and other phe-
nolic compounds. The effects of flavonoids on key
traits of this model plant-pathogen bacterium have
also been investigated observing that they reduce Pto
swimming and swarming because of the loss of fla-
gella, and also inhibited the expression and assembly
of a functional type lll secretion system. Those effects
were more severe in a mutant lacking the MexAB-
OprM pump. Our results suggest that flavonoids
inhibit the function of the GacS/GacA two-component
system, causing a depletion of rsmY RNA, therefore
affecting the synthesis of two important virulence
factors in Pto DC3000, flagella and the type lll secre-
tion system. These data provide new insights into the
flavonoid role in the molecular dialog between host
and pathogen.
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Introduction

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Pto DC3000)
causes bacterial speck on tomato and Arabidopsis, and
represents an important model in molecular plant pathol-
ogy. Pto relies on the type Il secretion system (T3SS) to
deliver virulence or effector proteins into the plant cells by
means of long hrp pili (Roine et al., 1997; Brown et al.,
2001; Li etal., 2002). In P syringae, T3SS genes are
induced when the bacteria get into the leaf mesophyll
through stomata, but can be also induced in vitro in a
suitable minimal medium mimicking the host environment
(Huynh et al., 1989; Xiao and Hutcheson, 1994; Boureau
et al., 2002; Tang et al., 2006). This regulation is under the
control of HrpL, an alternate RNA-polymerase sigma
factor, whose transcription is dependent on 6% and HrpR
and HrpS, enhancer-binding proteins of the NtrC family of
regulatory proteins (Xiao et al., 1994; Hendrickson et al.,
2000a,b; Hutcheson et al., 2001). Once inside the plant
cell, effectors promote pathogenesis by disrupting and
suppressing host defence responses at multiple levels or
they can be recognized by plant disease resistance pro-
teins and trigger successful host immune response
(Jones and Dangl, 2006).

Flagellar motility is considered an important fithess trait
that enables bacteria to locate nutrients, access sites
protected from environmental stresses, colonize plant
tissues and subsequently disperse in the environment
(Ottemann and Miller, 1997; Quifones etal., 2005;
Melotto et al., 2006). Therefore, motility favours bacterial
epiphytic survival and entry into leaves but, on the
other hand, flagellin, the major component of flagella fila-
ments, is recognized by means of the FLS2 receptor-like
kinase as a potent elicitor of the defence response in
plants (Gémez-Gémez and Boller, 2000; 2002). In
Pseudomonas, FleQ is a 6%-dependent activator and the
flagella master regulator that activates transcription of
class Il genes encoding components of the basal body,
motor and export apparatus, as well as the regulatory
proteins FleN and FleS/FleR. FleN negatively regulates
the activity of FleQ through direct interactions to restrict
flagellar assembly, and the two-component system (TCS)
FleS/FleR is required for the expression of class Ill genes,
which encode the remaining basal body components,
hook and hook-associated proteins. Class IV genes are
62 (FliA)-dependent and encode the flagellin, chemotaxis
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proteins and the anti-c*® factor FIgM (Dasgupta et al.,
2003).

Coordination of bacterial metabolic pathways with host
physiological responses is also necessary for P. syringae
growth within plant tissues, and the GacS/GacA TCS
has a key role regulating processes like the production
of quorum-sensing signals, phytotoxins, antibiotics,
extracellular proteases or alginate, as well as swarming
motility, biofilm formation, sensitivity to reactive oxygen
intermediates, lesion and disease development
(Lindeberg etal, 2008; Kong etal, 2012). In Pto
DC3000, the GacS/GacA TCS is essential for the produc-
tion of coronatine via the transcription factor SalA, and
also has a positive effect on HrpL, controlling pathogenic-
ity on tomato and hypersensitive response (HR) in
non-host plants (Chatterjee etal, 2003; 2007). In
P. fluorescens, the GacS/GacA TCS is strictly required for
the expression of three small RNAs, RsmX, RsmY and
RsmZ, which exhibit high affinity for two small RNA-
binding proteins, RsmA and RsmE, that affect the stability,
turnover and/or translation rates of target mRNAs (Blumer
et al., 1999; Reimmann et al., 2005; Valverde and Haas,
2008). Although the chain of command in the GacS/GacA
cascade of P. syringae pathovars has not been identified
conclusively, bioinformatic studies have revealed that
strain DC3000 has seven GacA-controlled small RNAs
(rsmX1-5, rsmY, rsmZ2) and four RsmA-like RNA-binding
proteins (Heeb et al., 2006; Kulkarni et al., 2006; Moll
etal., 2010).

Plants produce a vast array of natural products, of
which flavonoids, isoprenoids and alkaloids confer selec-
tive advantage against microbial attack. The antibacterial
mechanisms of action of several flavonoids have been
elucidated and shown to act directly on multiple cellular
targets (reviewed by Cushnie and Lamb, 2005; 2011).
Moreover, they exhibit synergistic and antibiotic
resistance-modulating activity and attenuate bacterial
pathogenicity by hindering several bacterial virulence
factors, including quorum-sensing signal receptors,
enzymes and toxins, which results in the inhibition of
biofilm formation, of bacterial attachment to host, of viru-
lence factor secretion and neutralization of cytotoxicity
(Choi etal.,, 2007; Delehanty etal.,, 2007; Vandeputte
etal., 2010; 2011; Vikram et al.,, 2010; 2011). In a previ-
ous work, it was demonstrated that different flavonoids
exhibit antimicrobial activity against Pto DC3000, and the
MexAB-OprM resistance-nodulation-cell division efflux
pump mediates resistance to those plant secondary
metabolites, conferring protection that facilitates the initial
survival in the leaf surface, and subsequent colonization
of the host and disease. It was also shown that some
flavonoids, like phloretin and naringenin, are the best
substrates of MexAB-OprM and the best inducers of its
expression at transcriptional level (Stoitsova et al., 2008;

Vargas et al., 2011). While knowledge about the antibac-
terial action of several flavonoids is accumulating
(Cushnie and Lamb, 2011), it is not well understood how
bacteria sense these signals and transduce them to the
regulatory networks controlling virulence. To investigate
the physiological effects caused by different flavonoids on
Pto DC3000, we took advantage of the DC3000A mutant
constructed in our laboratory lacking the MexAB-OprM
transporter (Vargas et al,, 2011). In particular, we have
observed that different flavonoids reduce the expression
of the T3SS and also inhibit Pto swimming and swarming
motility by diminishing the expression of flagella, being
those effects more drastic in the DC3000A mutant.

Results and discussion

We have previously characterized the multidrug resist-
ance (MDR) efflux pump MexAB-OprM of Pto DC3000 as
a key mechanism of bacterial resistance to different
flavonoids that facilitates survival and colonization of
tomato plants (Vargas etal., 2011). In order to detect
differences between the host responses to the wild type
strain and the mutant DC3000A, we used a multicolour
fluorescence (MCF) imaging system. MCF induced by
ultraviolet light can provide information about the primary
and secondary metabolism of plants (phenolic and
flavonoid compounds bound to the walls or found in the
vacuoles of epidermal cells) during pathogenesis by
monitoring signals of the red chlorophyll fluorescence and
blue-green fluorescence (Pineda et al., 2008).

Wild type and DC3000A mutant produced the charac-
teristic symptoms in the host with initial chlorosis and
subsequent tissue necrosis (Fig. 1A), but these symp-
toms were delayed in the case of DC3000A with respect
to those induced by the wild type probably because of the
lower population of the DC3000A mutant (Vargas et al.,
2011). Accordingly, plants inoculated with DC3000 exhib-
ited greater F44 emission in inoculated areas from 2 dpi
(not shown), and this became more evident at 9 dpi
(Fig. 1A). The ratio between blue and red fluorescence
(Fa40/Feo0) has demonstrated to be an excellent plant
stress indicator, particularly in plant—-pathogen interac-
tions (Buschmann et al., 2000; Pineda et al., 2008). The
differences in the host response against DC3000 and the
mutant were more evident in the Fas/Feeo images, which
are dominated by Fu, related to the activation of the
secondary plant metabolism and the subsequent accumu-
lation of fluorophores (Fig. 1A). Activation of secondary
metabolism in the host by the pathogen invasion was
greater in the case of the wild type, whereas the response
to the DC3000A mutant was milder, possibly because it
senses that the mutant population was lower. It is known
that chalconaringenin is the major flavonoid in tomatoes,
followed by rutin (a quercetin glycoside). Also, quercetin

© 2013 John Wiley & Sons Ltd and Society for Applied Microbiology, Environmental Microbiology Reports
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Fig. 1. Host response to infection with Pto DC3000 and DC3000A.
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A. Leaves were infiltrated with MgCl. (control plants), wild type (DC3000) and a mutant lacking the MexAB-OprM pump (DC3000A). On the
left, symptoms induced in tomato leaves; centre, blue fluorescence images (Fio) and right, blue/red fluorescence images (Faso/Fss0). Picture
shows the fluorescence imaging measurements carried out in control and bacterial-challenged plants at 9 dpi (days post-infection). Three

different experiments with four repetitions for every sample were made.

B. Effect of plant extract on motility. Bacteria were recovered from infected tomato leaves by homogenizing the tissue and serial dilutions were
dropped on LB plates and incubated at 25°C. After 48 h, bacteria moved away of the drop in the lower dilution.

3-(2”-apiosyl-6”-rhamnosylglucoside) and phloretin 3’,5'-
di-C-glucoside are present at similar levels as rutin in
some cultivars, whereas kaempferol 3-rutinoside is a
more limited distributed flavonoid (Slimestad et al., 2008).
Furthermore, it was observed that high concentrations of
amino acids, organic acids, rutin and phenylpropanoids
were characteristic of Pto-infected tomato plants
(LOpez-Gresa et al., 2010; 2011). Here, we show that
tomato plants respond to Pto DC3000 infection by pro-
ducing flavonoids and other phenolic compounds.

In our laboratory, to quantify bacterial populations in
infected plants, we take leaf samples using a cork borer,
homogenize the tissue by mechanical disruption and
count colony forming units by drop-plating serial dilutions
of bacterial suspensions on Luria broth (LB) agar. In the
lower dilutions, we observed that bacteria moved only
when they reached the edge of the drop (Fig. 1B), which
suggests that some compounds present in the plant
extract might be inhibiting bacterial motility. Because
tomato plants respond to Pto DC3000 infection by pro-
ducing flavonoids and their extracts appear to have an
effect on motility, we decided to explore the action of
various flavonoids on the physiology of Pto DC3000.

To investigate the effect of different flavonoids on Pto
DC3000 motility, we carried out swimming and swarming
assays. We observed that the swimming motility of Pto
DC3000 was suppressed by sub-minimum inhibitory
concentrations (MIC) of morin, naringenin, phloretin
(flavonoids) and chloramphenicol (antibiotic), but not by
phloridzin (phloretin 2’--D-glucoside) (Figs 2A and S1A).
Interestingly, it had been previously shown that those
flavonoids were substrates of the MexAB-OprM efflux
(Stoitsova et al., 2008; Vargas et al., 2011). To verify the
flavonoid effect on motility, we compared the behaviour of
the wild type strain with respect to the mutant DC3000A,
both in the absence and in the presence of flavonoids. It
was observed that the DC3000A mutant strain exhibited
remarkably reduced swimming motility in the presence of
certain MexAB-OprM substrates (not only the flavonoids
phloretin, morin and naringenin, but also the antibiotic
chloramphenicol, Figs 2A and S1A), and this motility was
partially restored in the complemented strain (Fig. S1B).
We also observed that, apart from phloretin, naringenin,
morin or chloramphenicol, biocides like butylparaben and
methylparaben reduced the swarming in the wild type
strain and more drastically in the DC3000A mutant

© 2013 John Wiley & Sons Ltd and Society for Applied Microbiology, Environmental Microbiology Reports
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(Figs 2B and S2A), being partially restored in the comple-
mented strain (Fig. S2B).

We have shown that the presence of flavonoids
decreases swimming and swarming and that phloretin
exhibited a much stronger inhibitory effect on the motility
of Pto than the other flavonoids we used (Figs S1A and
S2A). To assess whether phloretin diminished the produc-
tion of flagella, we observed bacteria both non-treated
and treated with phloretin after negative staining by trans-
mission electron microscopy (TEM). Pto DC3000 grown in
LB produced one to three polar flagella (Fig. 3A), as seen
by Roine and colleagues (1997). Quantification of flagella
number from TEM images showed that about 42% of the
DC3000 cells bore one to three flagella, but, in the pres-
ence of phloretin, only 16% of the cells were flagellated
(Fig. 3B). In the DC3000A mutant, the number of bacteria
with flagella drastically decreased to less than 10%, even
in the absence of phloretin, and almost 100% of the popu-
lation analysed was aflagellate in the presence of
phloretin (Fig. 3B). We also stained swarmer cells, but

gacA

Fig. 2. Motility assays. Swimming (A) and
swarming (B) assays were performed in the
absence (- Phlo) and in the presence (+ Phlo)
of 0.3 mM and 0.15 mM of phloretin,
respectively, with the wild type and the
indicated mutants. Pictures were taken 48 h
(A) or 24 h (B) after inoculation. Three motility
plates were used for each molecule, and the
experiment was repeated with three
independent cultures (a total of nine motility
plates per molecule).

because flagella observation by TEM was very difficult in
this case, we carried out the Leifson flagella staining
procedure for light microscopy as described in Clark
(1976). We observed that Pto DC3000 produced two to
five polar flagella (Fig. 3C), and no significant difference in
the number of flagella was observed in DC3000 in the
presence of phloretin, whereas the addition of phloretin to
the DC3000A mutant caused a substantial decrease.
Therefore, microscopy revealed the morphological conse-
quences of flavonoid exposure, a reduction in the number
of flagellate cells in liquid cultures and in the number of
flagella in swarmer cells, which was more drastic in the
mutant lacking the MexAB-OprM transporter that may
accumulate flavonoids given its inability to eliminate them
(Vargas et al., 2011).

Because flagella observations suggested that the inhib-
iting effect of flavonoids may be due to the suppression of
flagellin production, we analysed the expression of fliC by
quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reac-
tion (QRT-PCR) (Fig. 4A). To find out whether flavonoids

© 2013 John Wiley & Sons Ltd and Society for Applied Microbiology, Environmental Microbiology Reports
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A. TEM visualization of wild type strain grown in LB media. Scale bars represent 1 um.

B. Quantification of flagella number from TEM images in cells grown in LB. The flagella (per cell) were counted in preparations of DC3000 and
DC3000A. Values represent the percentage of flagellated bacteria of the total cells counted (approximately 200). Bacteria were grown in LB at
28°C in the absence (- Phlo) and in the presence of phloretin (+ Phlo, 0.3 mM for DC3000 and 0.05 mM for DC3000A).

C. Visualization of flagellar abundance in cells of DC3000, DC3000A and gacA from swarming plates. Light microphotographs of cells from
PG-agar plates in the absence (- Phlo) or presence (+ Phlo, 0.3 mM) of phloretin stained with the Leifson method. Scale bar represents 5 um.

All experiments were performed at least two times.

could exert the same effect on virulent bacteria, we mim-
icked the plant apoplastic conditions by using the T3SS-
inducing minimal medium with fructose (MMF) (Huynh
etal., 1989; Rahme et al.,, 1992). In Pto DC3000, 50%
less fliC mRNA was detected when the medium was sup-
plemented with phloretin in comparison with the
unamended MMF. However, in DC3000A, the basal fliC
MRNA levels were 25% lower than in the wild type and
further diminished in the presence of phloretin (Fig. 4A).
The results of the motility assays and the microscopy
observations were in accordance. DC3000A moved
slower than the wild type, and phloretin decreased the
motility of both strains (Fig. 2A), which together with the
fact that that DC3000A bore less flagella than the wild
type strain and with phloretin both strains produced less
flagella (Fig. 3), further proves the inhibitor effect of
phloretin on the expression of fliC and corroborates qRT-
PCR data.

To examine the effect of phloretin on flagellin produc-
tion, we carried out immunoblots with total cell extracts.

The flagellin of Pto DC3000 was predicted to be 29 KDa
in size; however, by using an anti-FIliC antiserum, it
appeared as a single band on membranes of approxi-
mately 33.5 kDa in apparent size, probably because of its
glycosylation (Takeuchi et al., 2003; Taguchi et al., 2006).
The production of flagellin in the wild type was maximal in
the absence of phloretin and slightly diminished in the
presence of this flavonoid (Fig. 4B). Smaller amounts of
flagellin were produced by the DC3000A mutant in the
absence of phloretin and further decreased in its pres-
ence (Fig.4B). In summary, a good correlation exists
among the observations of flagella at the microscopic
level (Fig. 3), fliC expression and FliC production in the
different strains and conditions (Fig. 4A and B). Curiously,
in the DC3000A mutant, fliC expression was different than
in the wild type because, even in the absence of phloretin
but more in its presence, mRNA levels were clearly
reduced (Fig. 4A). Concomitantly, flagellin and flagella
production decreased in the mutant, both in the absence
and (qRT-PCR) in the presence of phloretin (Figs 3 and
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Fig. 4. Expression of flagellar genes and T3SS under hrp-inducing conditions.
Total RNAs and cells extracts were obtained from bacteria grown in LB medium to an ODggo of 0.5 and subsequently incubated in MMF for 3 h

at 25°C in the absence (-) and in presence (+) of 0.15 mM of phloretin.

A. gRT-PCR expression values were normalized with the housekeeping gene gyrA and referred to the wild type condition without phloretin.
The bars reflect the means and standard deviations of three experiments with three technical replicates each one.

B. Production of FleQ, FliA and FIiC by DC3000, DC3000A and gacA mutants. Proteins were detected using anti-FleQ and FliA antibodies
from P. aeruginosa (Jyot et al., 2007) and an anti-FIiC antibody from P. fluorescens (de Weger et al., 1987). FleQ (pointed out with an arrow),
FliA and FliC appeared on membranes bands of approximately 55, 29 and 33.5 kDa, respectively, in apparent size.

C. Autoagglutination assays. Agglutinates epifluorescence micrographs of different Pto DC3000 strains expressing GFP. Micrographs were
obtained after 48 h of incubation in MMF medium in the absence (-) and in presence (+) of 0.15 mM of phloretin. Scale bar represents

100 pum.

4). Probably some cellular metabolite(s) accumulate(s) in
DCB3000A causing the same effect as phloretin; therefore,
we sought to find those MexAB-OprM efflux pump sub-
strates by several approaches, but we have not suc-
ceeded identifying them.

We analysed the expression of representative genes of
the Pto DC3000 flagellar cascade in different conditions
with the aim of determining at which level phloretin was
acting. The level of expression of fleQ, fliA (Fig. 4A), rooN
(Fig. S3), fleS and flgF (not shown) did not substantially
change with phloretin in the wild type. However, fliC tran-
scription was significantly reduced in the presence of
phloretin (Fig. 4A), and the same outcome was observed
at the protein level (Fig. 4B). In DC3000A, the genes
differentially expressed were fliC, fleQ and fliA (Fig. 4A)
because, in the presence of phloretin, fleQ and fliA mRNA
were 20% reduced, and the amount of detected FleQ and
FIiA protein also diminished (Fig. 4A and B). Overall,
phloretin caused a significant reduction of the sigma
factor FIliA protein levels in DC3000A, whereas those
changes, if any, were more subtle in the wild type. There-
fore, accumulation of flavonoids like phloretin in the efflux
pump mutant reduces flagellin expression and flagella

production by decreasing the intracellular levels of FleQ
and FliA. This would bring down the expression of genes
dependent on FliA and, in agreement with that, we
observed that the expression of aer-2 and cheA2, previ-
ously demonstrated to be dependent on that sigma
factor (Dasgupta etal, 2003; Osterberg etal, 2010;
Rodriguez-Herva et al., 2010), exhibited the same behav-
iour as fliC, i.e. significantly diminished in the presence of
phloretin in DC3000A (Fig. S3).

We also investigated if the GacS/GacA system had any
role in reducing the expression of fliC in Pto DC3000.
Chatterjee and colleagues (2003) had shown that a gacA
mutant was impaired in swarming, which we corroborated
(Fig. 2B), but we observed that those immobile cells bore
some flagella both in the absence and in the presence of
phloretin, although less abundant and shorter than in the
wild type (Fig. 3C). Also, the gacA mutant was able to
swim; however, the size of the halos was smaller than
those of the wild type and did not change with phloretin
(Fig. 2A). In accordance with that, fiC mRNA levels were
reduced in the gacA mutant but they did not further dimin-
ished with phloretin, unlike what was observed in the wild
type. Moreover, FliC levels were lower in the gacA mutant
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than in the wild type in the absence of phloretin, and
remained unchanged in its presence (Fig. 4B), suggesting
that phloretin could affect flagellin expression through the
GacS/GacA system (Fig. 4A and B). Conversely, fleQ and
fliA mRNA and protein levels in the gacA mutant were
comparable to those of the wild type, both in the absence
and presence of phloretin (Fig. 4A and B). Therefore, fliC
expression, flagellin synthesis and flagella production
were reduced in the gacA mutant, both in the absence
and in the presence of phloretin (Figs 3 and 4) and that
was not due to changes in the master regulator FleQ or
the sigma factor FliA protein levels (Fig.4B). These
results suggest that the expression of FleQ is independ-
ent of the GacS/GacA TCS in Pto DC3000, at least in the
assayed conditions.

Several reports suggest that perception of plant signals
is important for the activation of the T3SS genes in
phytobacteria, and its regulation is dependent on the
sigma factor HrpL, the transcriptional regulators HrpR and
HrpS, and is also influenced by the global regulatory
system GacS/GacA (Xiao and Hutcheson, 1994; Xiao
etal., 1994; Grimm et al., 1995; Hutcheson et al., 2001;
Zwiesler-Vollick et al., 2002; Chatterjee et al., 2003). It
was demonstrated that some plant phenolic compounds
inhibited the expression of T3SS in several Gram-
negative bacteria (Li etal, 2009; Vikram et al., 2010;
2011). To test whether this also occurred in Pto, we meas-
ured the alternative sigma factor hrpL mRNA levels in the
absence and in the presence of phloretin. We observed a
significant induction of hrpL expression by MMF, as pre-
viously shown (Huynh et al., 1989). However, in the pres-
ence of phloretin, hroL mRNA levels were 70% diminished
in both the wild type and the DC3000A mutant (Fig. 4A).

To discard the possibility that phloretin repressed T3SS
gene expression through the HrpR/HrpS regulators,
mRNA levels of hrpR and rpoN in the wild type and a hrpS
mutant were evaluated and found not to significantly
change with phloretin (Fig. S3). These results suggest
that flavonoids do not inhibit expression of T3SS genes
through the HrpR/HrpS-HrpL regulatory pathway, at least
at transcriptional level. To check whether phloretin inhib-
ited T3SS gene expression through the GacS/GacA
system, we quantified hrpL mRNA levels in the gacA
mutant and, compared with the wild type, they were
reduced, as shown previously (Chatterjee et al., 2003).
However, phloretin did not cause a significant inhibition of
hrpL expression in the gacA mutant, as seen in the wild
type or in the DC3000A mutant (70% and 84% inhibition,
respectively, Fig. 4A). Our results demonstrate that
flavonoids also diminished T3SS production in DC3000
(Fig. 4A), by specifically lowering hrpL mRNA levels, and
not those of rpoN or hrpRS (Fig. S3), therefore reducing
the expression of the T3SS genes controlled by this alter-
native sigma factor.
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The expression and assembly of a functional T3SS
apparatus under inducing conditions can cause auto-
agglutination in P syringae (Taira etal, 1999; Ortiz-
Martin et al., 2010). By carrying out this assay, we found
a high number of large bacterial aggregates in prepara-
tions of the wild type strain, which were absent from the
hrpL preparations (Fig. 4C), indicating that the aggre-
gates were mediated by T3SS. In the DC3000A mutant,
aggregates were significantly smaller in size and number
and less dense than those of the wild type (Fig. 4C).
Moreover, in the presence of phloretin, the aggregates of
the wild type strain decreased in size and density, and the
ones from DC3000A disappeared. Additionally, auto-
agglutination assays showed that the gacA mutant pro-
duced a number of aggregates comparable to the wild
type, but they were significantly less dense and indistin-
guishable from those formed in the presence of phloretin.
All these results suggest that the repression of the T3SS
expression by phloretin seems to occur mainly through
the GacS/GacA TCS.

To verify that phloretin acts through GacS/GacA, we
measured rsmY and rsmZ transcript levels in the wild type
and the DC3000A and gacA mutants, both in the absence
and in the presence of phloretin. qRT-PCRs suggest that
rsmY and rsmZ transcription depends on GacA, although
at different degree (Figs 4A and S3), because the loss of
GacA had more impact on rsmY than on rsmZ, which was
slightly diminished, as it had been previously observed
(Chatterjee et al., 2003). Furthermore, rsmY RNA clearly
decreased in the presence of phloretin, both in the wild
type and DC3000A, but not in the gacA mutant (Fig. 4A).
However, rsmZ levels did not change with phloretin, both
in the wild type and the gacA mutant, but diminished in
DCB3000A (Fig. S3). Therefore, fliC expression, flagellin
synthesis and flagella production and hrpL expression
and synthesis of a functional T3SS were reduced in the
presence of phloretin (Figs 3 and 4). Phloretin seem to
inhibit the function of the GacS/GacA TCS in Pto DC3000
causing a depletion of rsmY RNA, probably increasing the
cellular concentration of one or several RsmA paralogs
present in Pto, which act as translational repressors of
hrpL and fliC mRNAs and target them for degradation.
This remark is in accordance with that observed in the
gacA mutant, where no phloretin inhibition or changes in
the rsmY levels were detected (Fig. 4A).

The accumulation of flavonoids in DC3000A, caused by
the absence of an efflux pump that removes them from
the cell, resulted in a stronger reduction of swimming and
swarming motility, significant loss of flagella and T3SS
production and lower expression of fliC and hrpL than in
the wild type. The complementation of the mutant with the
efflux pump genes reverted those effects (Figs S1B and
S2B). Therefore, flavonoids not only caused a severe
reduction of flagellin production in DC3000A (Fig. 4B),
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which was detected at mRNA level (Fig. 4A), but also
inhibited the expression of FleQ and FliA, further decreas-
ing the expression of fliC and other genes depending on
FIiA (Figs 4 and S3B). Therefore, it seems to be two
performance levels of flavonoids: first, they affect the sta-
bility of fliC mRNA via the Gac-rsm pathway and second,
excessive accumulation of flavonoids reduce flagellin and
flagella production by decreasing the intracellular levels of
the master regulator FleQ.

The plant apoplast is a space for arms race between
plants and bacteria. Plants recognize and counteract both
molecular patterns and activity of pathogens, and they
employ several independent pathways of secretion of
antimicrobial and structural compounds for defence.
Hence, flavonoids may constitute a first line of plant
defence against pathogen attack and inhibiting bacterial
motility, and virulence factor production may help in pre-
venting or delaying the onset of infection. But, bacteria
have evolved developing mechanisms to prevent the
intracellular accumulation of flavonoids, which have del-
eterious effects, and fight against plant defences. Pto
DC3000 is inherently resistant to antimicrobial com-
pounds thanks to efflux pumps like MexAB-OprM, so it is
able to proliferate in the plant environment and initiate the
infection. This enables Pto DC3000 in a second step to
block the further production of antimicrobials by the trans-
location of type lll effectors into plant cells. It was dem-
onstrated that the T3SS and perhaps other virulence
factors under HrpL control (but not coronatine) are
required for blocking the synthesis or exudation of antimi-
crobial compounds (Bais et al., 2005). More recently, it
has been shown that the effector HopZ1 promotes
P. syringae multiplication in soybean by targeting the
enzyme 2-hydroxyisoflavanone dehydratase (GmHID1),
which is involved in isoflavonoid biosynthesis (Zhou et al.,
2011). It seems that Pto DC3000 has a fail-safe mecha-
nism for overcoming host defences; furthermore, we show
that the Pto detects and responds to flavonoids by at least
one signalling and two gene expression pathways, defin-
ing these compounds as signals in the molecular dialog
between host and pathogen.
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