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Abstract

ABSTRACT

Introduction

The Pseudomonas syringae complex is composed of an enormous number of
Gram-negative bacteria responsible for causing various diseases in
agronomically important crops (Mansfield et al., 2012). The bacteria belonging to
this complex are generally associated with plants, however, environmental
isolates of P. syringae have also been described from non-plant reservoirs or
from components of the water cycle, such as soil, clouds or precipitation (Morris
et al.,, 2013). This complex is made up of 15 different species taxonomically
closely related. The strains of the P. syringae complex are divided into 9
genomespecies using methods based on DNA-DNA hybridizations (Gardan et
al., 1999; Marcelletti and Scortichini et al., 2014) and into 13 phylogroups,
applying MultiLocus Sequence Analysis (MLSA) to the genes present in all
strains (core) of P. syringae (Berge et al., 2014; Gomila et al., 2017). In addition,
these phylogroups are divided into primary phylogroups (1, 2, 3, 4, 5, 6 and 10),
monophyletic and mainly composed of agricultural isolates, and secondary (7, 8,
9, 11, 12 and 13) where numerous environmental isolates are included (Dillon et
al., 2019). Based on its host range, the P. syringae complex is subdivided into
more than 65 pathovars (pv.), composed of genetically related bacteria that share
specificity in their host range (Sakar et al., 2004; Hwang et al., 2005; Almeida et
al., 2010; Bull et al., 2011; Berge et al., 2014).

The host range of these bacteria is made up of more than 180 species of plants,
although most of the strains isolated from agricultural crops show a high degree
of specialization to their host and most only have the ability to infect a single host
plant (Baltrus et al., 2011; Morris et al., 2013; Berge et al., 2014; Monteil et al.,
2016; Dillon et al., 2019). Recent work has identified a continuous overlap of their
host range in the P. syringae complex strains, concluding that the pathovar
classification do not necessarily correspond to the biology of P. syringae (Morris
et al., 2019). Therefore, the ability to integrate phenotypic, genomic and

evolutionary data make the P. syringae complex one of the most relevant models
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for studying the evolution of host specificity in phytopathogenic bacteria (O'Brien
et al., 2011; Vinatzer et al., 2014; Baltrus et al., 2017; Hulin et al., 2018; Dillon et
al., 2019a).

The P. savastanoi species includes five pathovars capable of producing tumors
or outgrowths in woody hosts, such as P. savastanoi pv. savastanoi (Psv), P.
savastanoi pv. nerii (Psn), P. savastanoi pv. retacarpa (Psr), P. savastanoi pv.
fraxini (Psf) and P. savastanoi pv. mandevillae (Psm). The P. savastanoi species
also belongs to phylogroup 3, the only phylogroup of the P. syringae complex that
includes bacteria that cause tumors in woody hosts, such as Psv, Psn, Psr, Psm,
P. meliae, P. tremae and the patovares from P. syringae cerasicola, daphniphylli,
dendropanacis, myricae, and rhaphiolepidis. However, non-woody host
pathogens are found, such as P. savastanoi pv. glycinea and phaseolicola,
(Berge et al.,, 2014; Lamichhane et al., 2014; Caballo-Ponce et al., 2017),
although through phylogenetic analysis of the core strains of the P. syringae
complex have shown that strains of Psv, Psn, Psf and Psr are phylogenetically
closer to other phytopathogenic bacteria than to the pathovars glycinea and
phaseolicola (Nowell et al., 2014; Baltrus et al., 2017). Therefore, in this Doctoral
Thesis, the pathovars glycinea and phaseolicola are included within the species

P. syringae and are not considered within the species P. savastanoi.

Among the symptoms induced by P. savastanoi, hyperplastic growths (tumors)
and the production of cankers on stems and branches stand out. Psv, Psn, Psr,
Psf and Psm correspond to isolated strains of olive (Olea europaea), oleander
(Nerium oleander), ash (Fraxinus Excelsior), broom (Retama sphaerocarpa) and
dipladenia (Mandevilla spp.), respectively (Janse , 1981; Gardan et al., 1992; Bull
et al., 2010; Caballo-Ponce et al., 2017). Through cross-pathogenicity tests it has
been determined that the strains of Psv, Psn and Psm produce tumors in olive
and ash, while Psn and Psm also infect oleander and dipladenia, respectively.
Psf isolates produce cankers accompanied by outgrowths on both ash and olive

trees. In contrast, Psr restricts its host range to broom (Janse, 1982; Janse, 1991;
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Alvarez et al., 1998; lacobellis et al., 1998; Ramos et al., 2012; Eltlbany et al.,
2012; Caballo-Ponce et al., 2017; Moreno-Perez et al., 2020).

The establishment of a good plant material and the development of virulence
assays in micropropagated olive plants (Rodriguez-Moreno et al., 2008), and with
the sequencing of the Psv NCPPB 3335 genomic draft (Rodriguez-Palenzuela et
al., 2010), the first genome of P. savastanoi sequenced, as well as the complete
sequence of its three plasmids (Bardaji et al., 2011), makes Psv NCPBB 3335 a
model bacterium for the study of factors that determine interactions with woody
hosts (Matas et al., 2012; Ramos et al., 2012), allowing the identification of a wide
repertoire of genes involved in virulence. In recent years, a series of factors
necessary for the adaptation and virulence of Psv in micropropagated and
lignified olive plants have been identified in Psv NCPPB 3335. Among the
virulence factors described in Psv NCPPB 3335 are the production of
phytohormones, such as indole-3-acetic acid (IAA) and cytokinins (CKs), the
presence of a functional type Il secretion system (T3SS), communication
bacterial through quorum sensing (QS), calcium or di-GMP-cyclic metabolism
and the presence of a 15 kb region called WHOP (Woody Host and
Pseudomonas), which is involved in the metabolism of aromatic compounds
(Caballo-Ponce et al., 2017). In addition to the above virulence and pathogenicity
factors, additional mechanisms or metabolic pathways necessary for the
virulence of Psv NCPPB 3335 in olive plants have also been identified, such as
genes involved in amino acid biosynthesis, genes related to vitamin biosynthesis
or citrate, sulfate and amino acids transporters. In addition, genes related to type
Il and IV secretion systems, proteins involved in stress tolerance, and hydrolytic
enzymes involved in cell wall biosynthesis were also identified (Matas et al.,
2012).

In this Doctoral Thesis we have focused on the analysis of the auxin production,
which play a relevant role in the growth and development of plant tissues (Santner
and Estelle, 2009; Kieffer et al., 2010). In plants, indole-3-acetic acid (IAA) is the

most relevant auxin in terms of its quantity and activity, whose homeostasis is
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mediated by a complex network of processes related to its biosynthesis,
catabolism, conjugation, signaling and transport (Ljung et al., 2013). Many plant-
associated bacteria have the ability to produce |IAA, being able to change the
auxin balance of the plant and interfering with its development, therefore this
phytohormone has been described as a pathogenicity and virulence factor in
phytopathogenic bacteria (Spaepen and Vanderleyden, 2011; Patten et al.,
2013). The IAA production routes described in bacteria and plants show a high
degree of similarity. To date, five IAA biosynthetic pathways have been described
using the amino acid L-tryptophan (Trp) as a precursor. These routes are defined
as: indole-3-acetamide (IAM), indole-3-pyruvate (IPyA), tryptamine (TAM),
indole-3-acetonitrile (IAN) and the tryptophan side chain oxidase pathway (TSO)
(Patten et al., 2013; Spaepen et al., 2007).

In P. savastanoi, |IAA biosynthesis occurs via the IAM pathway, the IAA
biosynthesis pathway best characterized in plant tumor-inducing
phytopathogenic bacteria and characterized for the first time in the
phytopathogenic bacteria A. tumefaciens and P. savastanoi (Smidt and Kosuge,
1978; Thomashow et al., 1984). Trp is initially converted into IAM by the action of
the enzyme tryptophan 2-monooxygenase (iaaM gene) and is subsequently
transformed into IAA through a reaction catalyzed by the indole-3-acetamide
hydrolase enzyme (iaaH gene) (Kosuge et al., 1966; Magie et al., 1963). The
iaaM and iaaH genes are organized in an operon (iaaMH) and Psv strains
frequently encode two copies of the iaaMH operon (called iaaMH1 and iaaMH2),
both with a predominantly chromosomal location (Perez-Martinez et al., 2008;
Rodriguez -Palenzuela et al., 2010). In Psv NCPPB 3335, the iaaM2 gene has
an insertion of 22 nucleotides and by the construction of mutants in both operons
it has been shown that IAA biosynthesis depends solely on the iaaMH1 operon
functionality, since inactivated mutant strains in the iaaMH2 operon produced
amounts of IAA similar to the wild type strain (Aragon et al., 2014). Interestingly,
the single deletion mutant (diaaMH1), as well as the double mutant (diaaMH12)
of Psv NCPPB 3335 produce residual amounts of IAA, suggesting a redundancy
of IAA biosynthesis pathways in P. savastanoi (Aragon et al., 2014). IAA
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production has historically been identified as an essential factor in the
pathogenicity and virulence of Psv and Psn (Comai and Kosuge, 1980; lacobellis
et al., 1994). By the construction of single mutants (diaaMH1 and diaaMH2) or
double mutants (diaaMH12) of Psv NCPPB 3335 and mutant strains lacking the
iaaM gene in Psn ESC23, the inability of these strains to induce tumor formation
in olive trees and oleander was demonstrated, respectively (Aragon et al., 2014;
Cerboneschi et al., 2016).

During the infection process, P. savastanoi can also regulate the levels of free
IAA by transforming it into a less biologically active amino acid conjugate, such
as 3-indole-acetyl-e-L-lysine (IAA-Lys), a reaction carried out by the enzyme IAA-
Lys synthase, encoded in the jiaal gene (Glass and Kosuge, 1986; Hutzinger and
Kosuge, 1968). Psv strains generally contain two paralogs of the iaal gene with
chromosomal location, while Psn strains generally encode the iaal gene in
plasmids (Matas et al., 2009). It has recently been shown that mutant strains of
Psn ESC23 in the iaal gene are unable to produce IAA-Lys (Tegli et al., 2020).
Together with the jaal gene, P. syringae complex bacteria, including P.
savastanoi, encode a multiple-compound transporter of the MATE family (matE
gene), generally located upstream of the iaalL gene. The MATE transporter
intervenes in the expulsion of 1AA to the culture medium, contributing, together
with IAA-Lys synthase (iaal gene), to the correct balance of intracellular levels of
IAA during the infection process (Tegli et al., 2020).

The deletion of either two genes resulted in a reduction of the virulence of Pto
DC3000 in tomato plants, as well as in mutant strains of Psn PB213 in the iaalL
gene obtained by insertion of a Tn5 transposon, while the inactivation of the iaal
gene in a Psn ESC23 isolate, resulted in a hypervirulent strain, causing an
increase in the size of the tumors produced (Castillo-Lizardo et al., 2015;
Cerboneschi et al., 2016). Therefore, more studies are needed to clarify the
functionality and role of the iaalL gene in the synthesis of IAA-Lys and in the

virulence of P. savastanoi strains.

37



Abstract

Chapter 1: Identification by genomic comparison of pathovar-specific

genes in Pseudomonas savastanoi strains isolated from woody hosts.

Advances in sequencing technologies have made possible study the genomic
evolution of the Pseudomonas syringae complex, incorporating greater diversity
into comparative and functional analyzes. During the last decade the sequence
of a large number of genomes of the P. syringae complex has been obtained,
among which are sequences of P. savastanoi. Initially, the draft genome of the
Psv NCPPB 3335 species was published (Rodriguez-Palenzuela et al., 2010), as
well as the complete sequence of its three plasmids (Bardaji et al., 2011).
Subsequently, the genomic drafts of the Psv DAPP-PG722 (Moretti et al., 2014)
and PseNe107 (Bartoli et al., 2015) strains were obtained. Shortly after, the
genomic sequences of the four type strains of P. savastanoi were made public,
such as Psv ICMP 4352, Psn ICMP 16943 (CFBP 5067), Psr ICMP 16945 (CECT
4861) and Psf ICMP 7711 (CFPB 5062) (Nowell et al., 2016; Thakur et al., 2016).
Finally, the draft sequence of the Psm Ph3 strain was published in the GenBank
database (unpublished data), and 11 new genomic sequences of P. savastanoi

strains isolated from woody hosts were published (Dillon et al., 2019b).

In this Chapter, the complete sequence of the chromosome of Psv NCPPB 3335
has been obtained, which has been used as reference in genomic analysis,
together with the sequence of its three native plasmids. In addition, in order to
increase the number of representatives of the 5 P. savastanoi pathovars with their
genomic sequence available, the genomic drafts of four strains whose
pathogenicity in their respective hosts had been previously demonstrated were
obtained: Psn ESC23 (Cerboneschi et al ., 2016; Tegli et al., 2011), Psf NCPPB
1006 (Janse, 1981; 1991; Tegli et al., 2011), Psr CECT 4861 (Alvarez et al.,
1998) and Psm Ph3 (Caballo-Ponce, 2017 ; Eltlbany et al., 2012).

The availability of this number of sequenced P. savastanoi genomes has made it
possible to carry out a comparative genomic analysis of 21 strains of P.
savastanoi isolated from olive, oleander, broom, ash and dipladenia, belonging

to the five pathovars of P. savastanoi that include strains isolated from woody
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hosts, such as Psv (8 genomes), Psn (5 genomes), Psr (3 genomes), Psf (5
genomes) and Psm (1 genome). A total of 136962 genes were identified, which
were grouped into a pangenome of 7982 groups of orthologs, of which 3004 were
found in all strains (core genome). Using a nucleotide alignment of the
concatenated sequence of the genes present in the core genome of these strains,
their phylogenetic relationships were analyzed. The phylogenetic tree allowed to
identify five well-defined groups, two of them with a monophyletic character,
formed exclusively by strains belonging to Psr and Psf. On the other way, the
pathovar Psv seems not to be monophyletic, since its strains are distributed in
two independent clades, one consisting exclusively of Psv strains and the other
where Psv strains were grouped with the ICMP 13786 and 0485_9 oleander
isolates. The rest of the Psn strains were grouped into an independent clade

together with the Psm Ph3 strain.

At the patovar level, Psf and Psr showed the highest number of genes present in
their soft-core genome (present in at least 20 of the 21 genomes), with Psf being
the largest (4769 genes), despite analyzing five Psf genomes and only three Psr
genomes. On the other hand, Psn showed a soft-core genome of 4218 genes,
while Psv reduced its size to 3834 genes, indicating a greater variability in the
presence of genes in the Psv strains. These results suggest that the gene content

of the Psf strains is more homogeneous than the other four pathovars.

In addition, the existing differences in the gene repertoire among the P.
savastanoi pathovars were also analyzed, identifying 165 exclusive genes
present, as well as 62 genes exclusively absent in a pathovar. Most of these
genes belonged to the pathovars Psr, Psf and Psm, with a total of 88, 71 and 65
genes, respectively. Only 3 exclusively present genes were identified in Psv,
while no genes were identified in Psn. Among the genes identified, the presence
of hypothetical proteins and genes related to metabolism, as well as genes
involved in DNA replication, recombination, mutation and repair. However,
among the genes exclusive to patovar, genes that encode proteins with a

possible role in virulence and / or host specificity were identified, such as 13
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transcription factors, 3 proteins related to cyclic di-GMP metabolism, 2 related
proteins with chemotaxis, 20 transporters belonging to 8 different superfamilies,
4 type lll secretion system (T3SS) effectors exclusive to Psr and 11 genes related
to the type IV secretion system (T4SS) exclusive to Psm. In addition, the absence
of genes involved in the biosynthesis of auxins (iaaMH), cytokinins (ptz and idi)
and of the phytotoxin rhizobitoxin (rtxA and rtxC), and the genes hxcU, hxcP and
hxcV, were also identified in all Psf genomes of the type Il secretion system
(T2SS), so the presence of these genes in the 4 tumorigenic pathovars of P.
savastanoi, suggests that they could be essential for the induction of tumors in

various plant hosts.

Finally, the reassignment of the Psm Ph3 strain as a member of the patovar nerii,
caused a decrease in its soft-core genome to 3780 genes and the identification
of a total of 14 exclusive genes present, as well as 14 exclusive genes absent in
these strains. Among the elements with a possible role in virulence and / or host
specificity, the exclusive presence of the transcription factor dksA and the T3SS
chaperone ShcF-2 was identified, as well as the absence of the required
transcription factor gstR and the hsvC gene, implicated in the biosynthesis of the

phytotoxin phevamine A (O'Neill et al., 2018).

Chapter 2: Identification of new routes of indole-3-acetic acid biosynthesis

in Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi NCPPB 3335

In this chapter, the production of IAA present in the mutant strain of Psv
AiaaMH1-2, lacking the genes iaaM and iaaH responsible for the production of
IAA through the main pathway of IAA biosynthesis in Psv, has been analyzed.
The amount of IAA produced in these cultures was similar to that present in
cultures of Psf and P. syringae strains lacking these genes, suggesting the
presence of an alternative |IAA biosynthesis pathway in these strains. Initially, it
was determined that the Psv AiaaMH1-2 strain exhibited a similar behavior to the
wild strain of Psv NCPPB 3335 and to other strains of the P. syringae complex,

producing a 300-fold greater amount of IAA in medium supplemented with Trp.
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By comparing the metabolic profiles of the culture supernatants of the Psv
AiaaMH1-2 strain in MG medium and in MG medium supplemented with Trp, the
differential accumulation in medium with Trp of compounds IAA, 1AM, IAAId,
indole 3-lactate, indole 3-ethanol and indole, all of them precursors or derivatives
of the IAA molecule, was identified. Subsequently, the concentration of the main
intermediates of the IAA production routes previously described in cultures of Psv
NCPPB 3335 and Psv AdiaaMH1-2 in MG medium and in MG medium
supplemented with Trp was quantified. In the absence of Trp, the accumulation
of IAA and IAN was identified in both strains. Furthermore, IAM was only detected
in Psv NCPPB 3335. The presence of Trp in the medium caused a greater
accumulation of IAA in both Psv strains, while the levels of IAN were not modified,
suggesting that its biosynthesis could be independent of Trp or not be an
intermediate of the alternative I1AA biosynthesis pathway in Psv AiaaMH1-2.
Finally, IAM was only detected in Psv AiaaMH1-2 after supplementing the

medium with Trp.

The genomic analysis performed in this chapter revealed the presence of genes
related to the TAM pathway and aldehyde dehydrogenases (ald) involved in the
conversion of IAAld to IAA in Pto (McClerking et al., 2018). The deletion of the
aldA, aldB, aldC and aldD genes identified in Psv NCPPB 3335 and Psv
AiaaMH1-2 and the decrease in IAA produced in culture, suggests an important
role of ald genes in the synthesis of IAA in Psv, both in the wild strain with the
active IAM pathway, and in the mutant strain affected on this route. Furthermore,
the non-elimination of IAA production in Psv AiaaMH1-2, suggested that multiple
proteins with aldehyde dehydrogenase activity could be involved. Through
sequence analysis, the presence of 16 proteins with functional domains with
aldehyde dehydrogenase activity have been identified in Psv NCPPB 3335, some
of which could potentially be involved in IAA biosynthesis in Psv AiaaMH1-2.
Finally, the RNAseq transcriptomic analysis carried out in this work has allowed
the identification of 11 genes with dehydrogenase activity whose expression

levels increase in the presence of Trp.
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In conclusion, this work has shown the role of aldehyde dehydrogenase proteins
in the IAA production in Psv. Furthermore, and due to the absence in Psv of
genes involved in the pathways described to date, it has been suggested that IAA
synthesis could be carried out through a pathway that involves the conversion of
Trp to IAAId through a TSO activity. However, the detection of IAM and IAN in
the mutant strain Psv AiaaMH1-2 opens the doors to the identification of other
pathways not described to date in Psv NCPPB 3335 and suggests that the
production of IAA would be mediated by the combined action of multiple
pathways with these intermediary compounds as protagonists. Therefore, a more
detailed study of the metabolism of IAA in the P. syringae complex strains that

produce this phytohormone is still necessary.

Chapter 3: Global transcriptional regulation by endogenous and exogenous

IAA in Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi NCPPB 3335.

In this chapter, the effect of IAA on the gene expression of Psv NCPPB 3335 has
been analyzed, differentiating between IAA produced by itself (endogenous IAA)
and IAA added to the culture medium (exogenous IAA).

To analyze the endogenous effect, the transcriptome of the wild strain Psv
NCPPB 3335 was compared with the mutant strain Psv diaaMH1-2, which lacks
the iaaM and iaaH genes, involved in the biosynthesis of more than 90% of the
IAA produced by this strain. In total, 53 differentially expressed genes were
identified, of which 14 genes were up-regulated and 39 genes were down-
regulated in Psv AiaaMH1-2.

Hypothetical proteins and genes related to metabolism were the categories that
encompassed the largest number of genes. Genes related to IAA biosynthesis
were also identified, such as the iaaM and iaaH genes, which were down-
regulated in Psv AiaaMH1-2, which lacks them, and an annotated gene with
aldehyde dehydrogenase activity down-regulated, too. On the other hand,

regulatory genes, involved in signal transduction or transcriptional regulators,
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were identified. In this last group, the hrpR and hrpS genes stand out, which are
overexpressed in Psv AiaaMH1-2. Finally, repression of non-coding RNA, such
as transference RNA (tRNA) or a small RNA (sRNA), was also identified. Among
the possible target mMRNAs of the sRNA, the identification of a gene encoding a
histidine kinase sensor protein with PAS functional domains stands out, which,

like sSRNA, decreases its expression in an environment of low IAA concentration.

In this chapter, the variation in gene expression due to the decrease of IAA
concentration in the Psv AiaaMH1-2 strain has been related to the presence of
AuxRE regulation boxes in the promoter region of these genes. To date, their
presence had only been described in genes related to IAA metabolism. In this
work, the presence of AuxRE boxes in one of the operons formed by the iaaM
gene and the jaaH gene and in the hrpR and hrpS genes, involved in the
regulation of T3SS, have been identified in Psv NCPPB 3335. Therefore, the
presence of AuxRE boxes in genes not related to IAA production suggests the
existence of a regulatory mechanism at the transcriptomic level, caused by I1AA
and mediated by these AuxRE sequences, and possibly present in other

producing bacteria.

On the other hand, the role of exogenously added IAA on the transcriptome of
Psv NCPPB 3335 incubated in HRP culture medium, a medium that simulates
the conditions of the cell apoplast, has also been evaluated. A total of 567
differentially expressed genes were identified in comparative transcriptomic
analysis, with 213 up-regulated genes and 354 down-regulated genes in the
presence of exogenous IAA. Most of the up regulated genes were classified into
only three categories with a huge number of genes: nitrogenous compound
biosynthesis and genes related with protein translation and metabolism. In
contrast, the repressed genes were classified in multiple categories with a
variable number of genes, highlighting the repression of genes classified in the

categories related to secretion, pathogenesis and host defenses regulation.
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In order to obtain an integrated view of the regulation of the different virulence
factors described in Psv NCPPB 3335 caused by IAA, the effect of IAA on the
expression of genes related to these factors was manually analyzed. The
presence of exogenous IAA in the medium caused a generalized down-regulation
of the genes encoding T3SS structural proteins. However, the expression of any
of the regulatory elements of this system (hrpL, hrpR and hrpS) was not modified
and only the expression of 4 of the 31 T3SS effectors described in Psv NCPPB
3335 was varied. Furthermore, the presence of IAA also it caused the down
regulation of most of the genes present in the WHOP region and, similarly to
T3SS, the expression of the antR or benR regulatory genes was not modified.
Finally, exogenous IAA also down-regulated the expression of the rtxA and rixC
genes, responsible for the biosynthesis of the phytotoxin rhizobitoxin, and
significantly up-regulate the expression of the ptz gene, which is involved in the
biosynthesis of cytokinins. Therefore, the presence of exogenous IAA seems to
be directly affecting the expression of genes related to virulence factors of Psv
NCPPB 3335, making it clear that Psv has the ability to perceive the levels of IAA
present outside the cell, produced by itself or by the plant, inducing changes in

the regulation of other virulence genes.

Chapter 4: Allelic variation of the iaaL gene and IAA-Lysine biosynthesis in
Pseudomonas savastanoi

In bacteria, the best characterized |IAA production pathway is the indole-3-
acetamide (IAM) pathway, where the enzymes tryptophan-2-monooxygenase
and IAM hydrolase, encoded by the iaaM and iaaH genes, respectively, convert
sequentially tryptophan (Trp) to IAM and subsequently to IAA (Kosuge et al.,
1966; Magie et al., 1963). Furthermore, IAA can be metabolized by
transformation to a less biologically active amino acid conjugate such as 3-indole-
acetyl-e-L-lysine (IAA-Lys), through the action of the enzyme |AA-lysine
synthase, encoded in the gen jaal (Glass and Kosuge, 1986; Hutzinger and
Kosuge, 1968).
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In P. savastanoi, the number and location of the iaal gene varies between
different strains, since P. savastanoi pv. savastanoi (Psv) generally contains two
chromosomal copies of the iaal gene, while P. savastanoi strains pv. nerii (Psn)
shows plasmid coding (Matas et al., 2009). To date, the presence of 3 allelic
variants of the iaal gene, the iaalpsn, iaalrsy and iaalrio alleles, described in
strains of Psn and Psv, and P. syingae pv. tomato (Pto), respectively, has been
determined. However, the search for paralogous proteins in P. savastanoi strains,
the construction of a phylogenetic tree with these sequences and the subsequent
analysis by RFLP (restriction fragment length polymorphism) and sequence
comparison, has allowed us to describe the presence of a new allele of the jiaal

gene (iaalpsf) exclusively present in Psf strains.

On the other hand, all the P. savastanoi strains analyzed in this chapter produced
IAA in culture, describing for the first time its production in the Psm Ph3 strain.
However, no correlation was found between the amount of IAA-Lys and IAA
produced, since non-tumorigenic strains such as Psf, produced small
concentrations of IAA and a large amount of IAA-Lys, therefore the production of

the conjugate could not be essential for tumor development.

The activity of the different alleles of the iaal gene was indirectly quantified by
overexpression of these in Psv NCPPB 3335. The effect of the different laalL
alloenzymes on the total pool of IAA produced was observed through a biological
assay based on the analysis of the effect of bacterial IAA in the root elongation
of A. thaliana Col-0 seedlings. The presence of high concentrations of IAA causes
a strong inhibition of root elongation in A. thaliana, so that differences in root
growth would be directly influenced by the activity of the different alloenzymes on
the IAA pool. The alleles iaalesn1, iaalest-1 € iaalesi-s caused greater root
elongation than the wild strain Psv NCPPB 3335, suggesting that they are
capable of removing free IAA from the medium through its transformation into
IAA-Lys. On the other hand, no differences were observed in the root elongation
of A. thaliana seedlings treated with Psv strains that overexpressed the iaalesv-1,

iaalpsv-2 € iaalpio alleles. Therefore, these alloenzymes could be inactive or show
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a residual activity that causes a variation in the concentration of free IAA not

detectable by the bioassay used.

In order to verify the functionality of the different allozymes tested, and to be able
to correlate the effect on root elongation with the concentration of free 1AA, the
levels of IAA and IAA-Lys produced were quantified. The overexpression of the
iaalrsi-3 € iaalpsn-1 alleles drastically reduced the levels of free 1AA in the culture
medium, where the highest IAA-Lys concentrations was accumulated. In
contrast, the wild type Psv NCPPB 3335 strain and the Psv NCPPB 3335 strain
overexpressing the iaalrsv-1 allele produced similar amounts of IAA and did not
accumulate IAA-Lys. However, and although the expression of the iaaletw allele
induced the appearance of a low concentration of IAA-Lys in the medium
(approximately 130 times lower), a significant decrease in the levels of I1AA
produced was not observed in comparison with the wild strain. Therefore, despite
the production of IAA-Lys by this strain, the absence of changes in IAA levels is
consistent with the similar root elongation observed for the iaalesv-1 and iaalpto
alleles. Therefore, the production of the IAA-Lys conjugate has been correlated
with the presence of an allele iaalesn-1, iaalesi-sa 0 iaalrio. However, in some
tumorigenic strains, producing high concentrations of IAA and with some of the
100% conserved functional alleles, such as Psr CECT 4861 and Psm Ph3, no
production of the conjugate was detected, which has been correlated with
differences in the levels expression of the iaal genes in these strains compared

to their counterparts in producer strains.

By in vitro biochemical analysis with the proteins laalrpsn-1, laalpst-s € laalpsy-1
confirmed the differences in activity previously proposed. Furthermore, the
alloenzyme laalrst-3 showed a higher specific activity for its substrates, as well
as a higher catalytic efficiency and maximum speed, compared to the allozyme
laaLesn-1. Finally, no differences in activity were identified in the presence of IAA
or Lys in the alloenzyme laalpsv-1, SO they could be inactive. It is unknown
whether the inactivation of this laalLrsv allele is beneficial or not for the survival of

Psv in certain cultivars, although the presence of several repeats of the TAC

46



Abstract

(Tyrosine) triplet in the sequence of its iaalrsv-1 alleles has been described
(Matas et al. ., 2009), which, according to the results obtained in this work, causes

the inactivation of the allele.

The production of the IAA-Lys amino acid conjugate is the only one described to
date in phytopathogenic bacteria, however, in this work the production of other
IAA conjugates with alanine, tryptophan, phenylalanine, aspartate and isoleucine
has been identified. In phytopathogenic bacteria, it is considered that the
predominant function of IAA conjugation is the control of free IAA concentrations,
however, the presence of IAA-Asp in the culture medium of Psv NCPPB 3335,
suggests that this conjugate could participate in the degradation of IAA, similar to
what occurs in plants. Therefore, Psv NCPPB 3335 could present in its genome
enzymes capable of metabolizing the IAA-Lys produced, as well as the rest of
the conjugates described in this work, although they have not been identified to

date.
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1. El complejo Pseudomonas syringae
El complejo Pseudomonas syringae esta formado por un enorme numero de
bacterias Gram negativas donde se encuentran algunas de las bacterias
fitopatbgenas mas relevantes del mundo, responsables de causar diversas
enfermedades en cultivos agronémicamente importantes (Mansfield et al., 2012).
Las bacterias pertenecientes a este complejo generalmente estan asociadas a
plantas, sin embargo, también se han descrito aislados ambientales de P.
syringae procedentes de reservorios no vegetales o de los componentes del ciclo
del agua, como son el suelo, las nubes o las precipitaciones (Morris et al., 2013).
Los aislados ambientales, pese a mantener genes relevantes en virulencia,
tienen un rango de huésped amplio y una menor virulencia en comparacién a los

aislados fitopatégenos (Monteil et al., 2016).

1.1.Taxonomia y filogenia del complejo P. syringae
El complejo P. syringae actualmente esta constituido por 15 especies diferentes
estrechamente relacionadas taxonbmicamente. Inicialmente, mediante el uso de
técnicas moleculares basadas en hibridaciones de DNA-DNA, se establecio la
division del complejo P. syringae en 9 genomoespecies (Gardan et al., 1999;
Marcelletti and Scortichini, 2014). Por otro lado, mediante analisis multilocus de
secuencia (MLSA, del inglés, MultiLocus Sequence Analysis) se establecieron
grupos filogenéticos utilizando la concatenacion de diferentes genes esenciales
(Mulet et al., 2010; Parkinson et al., 2010). En primer lugar, se definieron 4
filogrupos dentro del complejo P. syringae (Sarkar and Guttman, 2004), pero con
el aumento de la disponibilidad de mas secuencias de genomas de diferentes
cepas del complejo, se establecieron 7 filogrupos (Parkinson et al., 2010). Sin
embargo, los avances en tecnologias de secuenciacibn han permitido la
disponibilidad de un gran numero de secuencias gendmicas completas y
borradores de cepas del complejo P. syringae. La aplicacion de MLSA al
conjunto de genes presentes en todas las cepas (core) de P. syringae, ha
permitido un nivel de resolucibn mas elevado, llegando a los 13 filogrupos
actuales (Figura 1) (Berge et al., 2014; Gomila et al., 2017). Recientemente,

estos filogrupos se han dividido en filogrupos primarios y secundarios. Los
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filogrupos considerados primarios (1, 2, 3, 4, 5, 6 y 10) son monofiléticos y estan
integrados mayoritariamente por aislados agricolas, donde encontramos la
mayoria de las cepas tradicionalmente definidas dentro del complejo P. syringae.
Los filogrupos restantes (7, 8, 9, 11, 12 y 13) son considerados secundarios e
incluyen numerosos aislados ambientales. Ademas, las bacterias que forman
estos filogrupos secundarios son lo suficiente divergentes como para ser

considerados especies distintas (Figura 1) (Dillon et al., 2019b).

Clado Filogrupo

51 2b
55 2d
2¢ Grupo 2
2a P. amygdali
20 4 P. meliae
& Grupo 3 S
& v P. ficuserectae
< Grupo 6
12 ] P. savastanoi
Grupo 1
i |
Grupo 4
/1 10a
Bhad 0 10d
[u{ < 1
10¢c Grupo 10
101
7% = LI ‘ 10e
— 51 109
- - Grupo 5
54 9a
ob Grupo 9
8 o -— 9c
Grupo 7
02 Grupo 8
Grupo 11
” Grupo 12
Grupo 13
) C el 7. graminis

P. rhizosphaerae

Figura 1. Analisis filogenético del complejo Pseudomonas syringae. El arbol se ha obtenido
mediante la concatenacion de la secuencia de los genes cts, gyrB, gapA 'y rpoD de 216 cepas
del complejo P. syringae. Los valores en los nodos indican los porcentajes del bootstrap. En rojo
se indican los filogrupos primarios, mientras que en negro los filogrupos secundarios. Dentro del
filogrupo 3 se destaca el grupo P. amygdali, donde se encuentra P. savastanoi. Imagen adaptada
de Berge et al., (2014).
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1.2. Rango de huésped en el complejo P. syringae

A nivel intraespecifico, el complejo P. syringae esta subdividido en mas de 65
patovares (pv.), compuestos por bacterias genéticamente relacionadas y que
comparten especificidad en su rango de huésped (Almeida et al., 2010; Berge et
al., 2014; Bull et al., 2011; Hwang et al., 2005; Sarkar and Guttman, 2004). A su
vez, algunos de estos patovares se dividen en biovares, basados en su
diversidad fisiol6gica, como la produccién de toxinas (Ferrante and Scortichini,
2014), o en razas, cuando existe especificidad por el genotipo del huésped
(Joardar et al., 2005; Taylor et al., 1996).

El complejo P. syringae presenta un amplio rango de huésped formado por mas
de 180 especies de plantas. Sin embargo, la mayoria de las cepas aisladas de
cultivos agricolas muestra un elevado grado de especializacién a su hospedador
(Berge et al., 2014; Monteil et al., 2016; Morris et al., 2013). Ademas, mientras
que el complejo presenta un amplio rango de huésped, la mayoria de las cepas
individuales que lo forman, representadas en diversos filogrupos, Unicamente
presentan la capacidad de infectar una sola planta huésped (Baltrus et al., 2011;
Dillon et al.,, 2019b). Sin embargo, el rango de huésped de las cepas de P.
syringae es complicado de definir, debido a la falta de conocimiento sobre la
patogenicidad de determinadas especies en plantas no relacionadas, asi como
sobre la capacidad de cepas filogenéticamente relacionados de infectar varios
cultivos. Trabajos recientes han identificado en las cepas del complejo P.
syringae un solapamiento continuo de su rango de huéspedes, concluyendo que
las denominaciones de patovar no se corresponden necesariamente con la
biologia de P. syringae (Morris et al., 2019). Por lo tanto, la capacidad de
integracion de datos fenotipicos, genémicos y evolutivos hacen del complejo P.
syringae uno de los modelos mas relevantes para estudiar la evolucion de la
especificidad de huésped en bacterias fitopatdbgenas (Baltrus et al., 2017; Dillon
et al., 2019b; Hulin et al., 2018; O'Brien et al., 2011; Vinatzer et al., 2014).
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2. Pseudomonas savastanoi

La especie P. savastanoi incluye cinco patovares capaces de producir tumores
0 excrecencias en huéspedes lenosos, como son P. savastanoi pv. savastanoi
(Psv), P. savastanoi pv. nerii (Psn), P. savastanoi pv. retacarpa (Psr), P.
savastanoi pv. fraxini (Psf) y P. savastanoi pv. mandevillae (Psm). Sin embargo,
los ensayos de hibridacion DNA-DNA también consideraron los patovares
glycinea y phaseolicola como parte de P. savastanoi (Gardan et al., 1992a). Los
analisis de hibridaciones DNA-DNA incluyeron la especie P. savastanoi dentro
de la genomoespecie 2, definiéndola como una especie diferente a P. syringae
(Gardan et al., 1999). La especie P. savastanoitambién pertenece al filogrupo 3,
el unico filogrupo del complejo P. syringae donde se incluyen bacterias
causantes de tumores en huéspedes lenosos, como son Psv, Psn, Psr, Psm, P.
meliae, P. tremae y los patovares de P. syringae cerasicola, daphniphylli,
dendropanacis, myricae, and rhaphiolepidis. No obstante, también se
encuentran patdgenos de huéspedes no lefiosos, como P. savastanoi pv.
glycinea y phaseolicola (Berge et al., 2014; Caballo-Ponce et al., 20173a;
Lamichhane et al., 2014). Analisis filogenéticos basados en el core de cepas del
complejo P. syringae han demostrado que cepas de Psv, Psn, Psf y Psr estan
flogenéticamente mas préximas a otras bacterias fitopatbgenas que a los
patovares glycinea y phaseolicola (Baltrus et al., 2017; Nowell et al., 2014). Por
lo tanto, en esta Tesis Doctoral los patovares glycinea y phaseolicola se incluyen
dentro de la especie P. syringae y no se consideran dentro de la especie P.

savastanoi.

Trabajos recientes, incluyen la especie P. savastanoi dentro de un nuevo grupo
filogenético superior denominado P. amygdali (Figura 1). Este grupo estaria
formado por 25 patovares y englobaria las especies P. savastanoi, P. amygdali,
P. meliaey P. ficuserectae (Gomila et al., 2017; Lalucat et al., 2020).

Entre los sintomas inducidos por P. savastanoi destacan los crecimientos
hiperplasticos (tumores) y la producciéon de chancros en tallos y ramas (Figura
2). Psv, Psn, Psr, Psfy Psm se corresponden con cepas aisladas de olivo (Olea

europaea), adelfa (Nerium oleander), fresno (Fraxinus Excel sior), retama
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(Retama sphaerocarpa) y dipladenia (Mandevilla spp.), respectivamente (Bull et
al.,, 2010; Caballo-Ponce, 2017; Gardan et al., 1992a; Janse, 1981). Sin
embargo, también se ha descrito la produccién de tumores por parte de P.
savastanoi en otros huéspedes, como la forsythia (Bradbury, 1986), jazmin
(Gardan et al., 1992b), ligustro (Gardan et al., 1992b), espino (Temsah et al.,
2007a), mirto (Cinelli et al., 2014; Temsah et al., 2007b), fontanesia (Mirik et al.,
2011), granado (Bozkurt et al., 2014), dipladenia (Caballo-Ponce and Ramos,
2016; Eltlbany et al., 2012; Pirc et al., 2015; Putnam et al., 2010).

Psf Psr Psm
,y. \ P

Olea Nerium Fraxinus Retama Mandevilla
europaea oleander excelsior sphaerocarpa spp.

Figura 2. Sintomas producidos por los diferentes patovares de P. savastanoi en su huésped de
aislamiento. Psv, Psn, Psf, Psr y Psm, P. savastanoi pv. savastanoi, nerii, fraxini, retacarpa y

mandevillae, respectivamente. Imagenes cedidas por Alba Moreno Pérez.

Mediante ensayos de patogenicidad cruzada, los patovares de P. savastanoi
aislados de huéspedes lenosos han sido claramente diferenciados (Tabla 1).
Inoculaciones artificiales de cepas de Psv, Psn y Psm forman tumores en olivo y
fresno, mientras que Psn y Psm también infecta adelfa y dipladenia,
respectivamente. Los aislados de Psf producen chancros acompanados de
excrecencias tanto en fresno como en olivo. Por el contrario, Psr restringe su
rango de huésped a la retama (Alvarez et al., 1998; Caballo-Ponce, 2017;
Eltlbany et al., 2012; lacobellis et al., 1998; Janse, 1982; 1991; Ramos et al.,
2012). Ensayos de inoculaciones cruzadas realizadas recientemente, han
corroborado las diferencias presentes en el rango de huésped de la mayoria de

las cepas secuenciadas de P. savastanoi (Moreno-Pérez et al., 2020).
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Tabla 1. Patogenicidad cruzada de los patovares de P. savastanoi

Pseudomonas savastanoi pv.b

Huésped? savastanoi nerii retacarpa fraxini mandevillaec
Olivo T T - E T
Adelfa - T - - -
Retama - - T - -
Fresno T T - E T
Dipladeniac - -T - - T

aQlivo (Olea europaea), adelfa (Nerium oleander), fresno (Fraxinus excelsior), retama (Retama
sphaerocarpa) y dipladenia (Mandevilla spp.)

bT, Tumor; E, Excrecencia; -, similar al control negativo.

¢(Caballo-Ponce, 2017). Adaptado de Ramos et al., (2012).

3. Factores de virulencia de Pseudomonas savastanoi

La secuenciacion del borrador gendmico de Psv NCPPB 3335 (Rodriguez-
Palenzuela et al., 2010), primer genoma de P. savastanoi secuenciado, permitié
la identificacibn de un amplio repertorio de genes implicados en virulencia.
Posteriormente, la secuenciacion completa de sus tres plasmidos también reveld
la presencia de potenciales genes de virulencia en Psv (Bardaji et al., 2011).
Ademaés, la capacidad de producir tumores en material vegetal micropropagado
de plantas de olivo (Rodriguez-Moreno et al., 2008), hacen de Psv NCPBB 3335
una bacteria modelo para el estudio de los factores que determinan las
interacciones con huéspedes lefosos (Figura 3) (Matas et al., 2012; Ramos et
al., 2012).

El estudio de los factores de virulencia en P. savastanoi se inici6 en los anos 80
y principalmente se centr6 en la produccién de fitohormonas por parte de estas
bacterias (Smidt and Kosuge, 1978). Por la relevancia de las fitohormonas en el
desarrollo de esta tesis doctoral, los resultados obtenidos hasta la fecha se
detallan en mayor profundidad en el apartado siguiente. A continuacion, se
resumen los resultados mas relevantes obtenidos hasta la fecha relativos a otros

factores de virulencia diferentes a las fitohormonas.
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VLT

Produccién Produccion Quorum Metabolismo
de IAA de CKs 1388 dGMPo Sensing del Ca?*

Figura 3. Tumores producidos por P. savastanoi pv. savastanoi y cepas mutantes derivadas con
virulencia o patogenicidad alterada en plantas de olivos tras 90 dias posinoculacion. Las fotos se
corresponden con los tipicos sintomas inducidos por la cepa silvestre y los mutantes para los
genes jiaaMH1 (produccion de IAA), hrpR (sistema de secrecion tipo lll), dgcP (metabolismo del
di-GMPc), antA (region gendmica WHOP, del inglés, Woody Host and Pseudomonas), pssR
(Quorum Sensing) y cneA (Metabolismo del Ca2+), asi como una cepa silvestre NCPPB 3335
curada del plasmido pPsv48A, codificante del gen biosintético ptz (produccion de citoquininas).
Adaptado de Caballo-Ponce et al., (2017a).

3.1.Sistema de secrecion tipo i
El sistema de secrecion tipo Il (T3SS) es una jeringa molecular responsable de
la translocacion de proteinas especializadas, denominadas efectores, dentro del
citoplasma de la célula vegetal. La presencia de un T3SS funcional es necesaria
tanto para el desarrollo de la enfermedad en los huéspedes susceptibles como
para la activacién de la muerte celular programada o respuesta hipersensible
(HR), en huéspedes resistentes (Blttner and He, 2009; Mansfield, 2009).

En el complejo P. syringae, el T3SS esta agrupado dentro de una isla de
patogenicidad y, salvo contadas excepciones, se localiza en el cromosoma
bacteriano. El T3SS esta formado por los genes hrp (del inglés, hypersensitive
response and pathogenicity) y hrc (del inglés, hypersensitive response and
conserved). En total, el T3SS esta formado por 27 genes agrupados en 5
operones, de los cuales 4 son proteinas estructurales (Alfano et al., 2000;
Collmer et al., 2000). El unico operdn no estructural esta formado por los genes
hrpR 'y hrpS, cuyas proteinas forman un heterodimero capaz de activar la
transcripcion del gen hrpL (Hutcheson et al., 2001; Ortiz-Martin et al., 2010a;

2010b). La proteina HrpL es uno de los reguladores transcripcionales mas
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importantes del T3SS y actia como activador de los genes hrp/hrc, de las
proteinas secretadas por este sistema y de sus correspondientes chaperonas,
entre otros genes (Mucyn et al., 2014; Waite et al., 2017; Xiao and Hutcheson,
1994; Xiao et al., 1994). El gen hrpA, que da lugar a la proteina estructural del

pili, regula positivamente la expresioén del operon hrpRS.

Ademas del T3SS completo descrito anteriormente, se ha descrito la presencia
de un grupo de genes que forman un T3SS incompleto, similar al descrito en la
especie Rhizobium y que ha sido identificado en P. savastanoi, asi como en
multitud de genomas del complejo P. syringae. Sin embargo, la presencia de
este T3SS incompleto no ha sido relacionada con patogenicidad y su funcién aun
no esta clara (Baltrus et al., 2017; Martinez-Garcia et al., 2015; Rodriguez-
Palenzuela et al., 2010; Tegli et al., 2011).

En Psv la formacion de tumores es dependiente de la presencia de un T3SS
funcional (Figura 3) (Matas et al., 2012; Perez-Martinez et al., 2010). La
construccion de mutantes en elementos estructurales del T3SS como son el gen
hreCy hrpA, demostraron la incapacidad de las cepas de Psv de formar tumor
en plantas de olivo (Perez-Martinez et al., 2010; Sisto et al., 2004). Resultados
similares se obtuvieron tras la construccion de mutantes en los genes
reguladores hrpR (Matas et al., 2012; Perez-Martinez et al., 2010) y hrpL (Matas
et al., 2014). De igual forma, se ha demostrado en cepas de Psn que la ausencia
del gen hrpA es esencial para la induccion de tumores en plantas in vitro de
adelfa, asi como para la produccion de HR en plantas de tabaco. Ademas, las
cepas de Psn carentes del gen hrpA no eran capaces de inducir crecimientos
hiperplasicos en explantos de adelfa (Biancalani et al., 2016; Cerboneschi et al.,
2016).

El repertorio de efectores del T3SS se ha identificado como uno de los
determinantes mas relevantes del rango de huésped en el complejo P. syringae
(Baltrus et al.,, 2011). Los efectores del T3SS regulan diferentes procesos

celulares, como la degradacién de proteinas en proteosomas, la sefalizacién de
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fitohormonas, la estructura del citoesqueleto, el transporte de vesiculas o la

expresion génica (Buttner, 2016).

Recientemente se ha caracterizado el repertorio de efectores de 20 cepas de P.
savastanoi, incluyendo representantes de cada uno de los patovares aislados de
huéspedes lefosos. Se ha determinado la presencia de entre 28 y 31 efectores
en las diferentes cepas de P. savastanoi, encontrando 21 de estos presentes en
todas ellas (Moreno-Pérez et al., 2020). En Psv NCPPB 3335 se han identificado
31 efectores de los cuales 11 han sido caracterizados (AvrRpm2, HopA1,
HopAA1, HopAF1-1, HopAF1-2, HopAO1, HopAO2, HopAZ1, HopBK1, HopBL1
y HopBL2), es decir, se ha demostrado su translocacion a las células vegetales,
su dependencia de HrpL y su interferencia con los sistemas de defensa de las
plantas (Castafieda-Ojeda et al., 2017a; 2017b; Matas et al., 2014). Ademas, la
mayoria de los efectores identificados estan codificados en el cromosoma
bacteriano, ya que Unicamente dos de ellos (HopAF1-1 y HopAO1) son de
localizacion plasmidica (Bardaji et al.,, 2011; Castaneda-Ojeda et al., 2017a;
2017b). Los tres efectores pertenecientes a las familias HopBK (HopBK1) vy
HopBL (HopBL1 y HopBL2) han sido identificados por primera vez en Psv
NCPPB 3335 y los efectores HopBL estan asociados Unicamente a cepas
aisladas de huéspedes lefiosos, lo que sugiere un papel relevante en la

interaccién con plantas de olivo y otras plantas lefiosas (Matas et al., 2014).

3.2. Quorum sensing
Mediante andlisis metagenoémico se ha determinado la existencia de un
microbioma complejo y diverso en el interior de los tumores producidos por Psv
en plantas de olivo. Los principales componentes de esta comunidad bacteriana
son Pseudomonas spp. y Pantoea spp., representando Psv casi el 50% del
contenido bacteriano total identificado. Sin embargo, aunque la proporcion de
otros géneros varié de una muestra a otra, también aparecieron representados
los géneros Clavibacter, Curtobacterium, Enterobacter, Erwinia, Hymenobacter,
Kineococcus, Pectobacteriumy Sphingomonas (Passos da Silva et al., 2014).

Mediante métodos de cultivo tradicional se han identificado tres especies
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bacterianas no patdégenas que conviven con Psv en el interior de tumor, Pantoea
agglomerans (Marchi et al., 2006), Erwinia toletana (Rohas et al., 2004) y Erwinia
oleae (Moretti et al., 2011). Ademas, se ha demostrado que la cooperacion entre
estas cepas y Psv tiene como resultado un aumento de su virulencia, ya que la
coinoculacion de Erwinia toletana con Psv incrementd el volumen de los tumores
producidos en olivo. Las cepas E. toletana, P. agglomerans y Psv establecen
comunidades bacterianas estables en el interior del tumor, capaz de
comunicarse mediante la produccién de acil-homoserina lactonas (AHL) a través
de quorum sensing (QS) (Hosni et al., 2011). EI QS es un mecanismo de
senalizacion intraespecifico utilizado por multitud de especies bacterianas. Este
sistema implica la produccién y deteccion de determinadas moléculas sefal
capaces de provocar la regulacion de la expresion génica en respuesta a la
densidad celular (Miller and Bassler, 2001). La molécula sefial de QS mas
extendida entre las bacterias Gram negativas son las AHLs, cuyo papel en la
regulacion de la expresion de determinados factores de virulencia en planta se
ha descrito en bacterias fitopatbgenas (Bodman et al., 2003; Danhorn and
Fuqua, 2007). Las AHLs son producidas por proteinas de la familia Luxl y su
estructura es variable, ya que puede presentar diferencias en la longitud de la
cadena de acilo (4 a 20 carbonos) u oxidaciones en la posicion C-3 de la cadena.
Las AHLs producidas difunden hacia el exterior de la célula, donde pueden ser
detectadas por proteinas de la familia LuxR presentes en diferentes bacterias del
medio (Fuqua et al., 2001). Este sistema controla caracteristicas asociadas con
virulencia y el estilo de vida epifitico de las bacterias (Bodman et al., 2003).
Ademaés, se ha descrito la implicacion de este sistema en la regulacién de un
gran numero de genes en diferentes especies de Burkholderia (Coutinho et al.,
2013; Kim et al., 2014) o de P. syringae pv. tabaci (Taguchi et al., 2014).

Trabajos recientes han identificado la presencia de un sistema Luxl/LuxR
formado por los genes pssly pssR, junto a dos copias independientes de luxR
en todas las cepas de P. savastanoi aisladas de huéspedes lenosos. Mediante
la construccion de mutantes, se ha demostrado que los genes pss/y pssR no

estan implicados en la virulencia de Psv NCPPB 3335 en plantas de olivo (Figura
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3) (Caballo-Ponce et al., 2018), al contrario de lo que ocurre en Psv DAPP-PG
722, donde se observo una reduccién significativa de la virulencia en olivo (Hosni
et al., 2011). Ademas, se ha demostrado que la coinoculacién de cepas de E.
toletana pueden restablecer la virulencia en mutantes pss/ de Psv DAPP-PG
722, ya que ambas cepas sintetizan variantes de AHLs estructuralmente
idénticas, evidenciando la comunicacidén presente entre estas cepas (Hosni et

al., 2011).

3.3. Metabolismo del calcio

En organismos eucariotas, el calcio (Ca?*) presente en el citoplasma celular
actla como segundo mensajero regulando multitud de procesos celulares y
diferentes rutas de sefalizacion intercelulares (Bhosale et al., 2015; Islam, 2020;
Rajagopal and Ponnusamy, 2017). En organismos procariotas, también se ha
demostrado el papel fundamental del Ca?* en la regulacién de su fisiologia,
actuando como wun segundo mensajero intracelular implicado en el
mantenimiento de la estructura celular, division celular, expresidon génica,
regulacion del T3SS, producciéon de exopolisacaridos, eliminacion de hierro,
quorum sensing y formacion de biofilms (Cruz et al., 2012; Dominguez et al.,
2015; Fishman et al., 2018; Gode-Potratz et al., 2010; Parker et al., 2016;
Patrauchan et al., 2007; Shukla and Rao, 2013; Werthén and Lundgren, 2001;
Zhou et al., 2014).

En bacterias fitopatdgenas se ha demostrado que un correcto mantenimiento de
los niveles de Ca2?* intracelulares son esenciales para la virulencia. En P.
syringae pv. tomate DC3000 se ha identificado un sistema de dos componentes
regulado por Ca2* que controla la virulencia del patégeno (Fishman et al., 2018).
Por otro lado, en Psv DAPP-PG722 se ha demostrado que la entrada de Ca?*
desde el apoplasto vegetal esta estimulada por situaciones de baja disponibilidad
de energia, estando mediada por un transportador de Na*/Ca?+ codificado por el
gen cneA. El correcto funcionamiento de este transportador es esencial para la
virulencia de Psv, ya que un mutante en el gen cneA no induce la formacién de

tumores en plantas de olivo (Figura 3). Ademas, en este mutante disminuye la
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expresion de genes de virulencia relacionados con el T3SS (hrpL y hrpA) y la

produccion de fitohormonas (iaaMy ptz).

3.4. Metabolismo del di-GMP ciclico

El di-GMP ciclico (di-GMPc) es un segundo mensajero capaz de controlar
diversos procesos bacterianos que influyen en la virulencia, como son la
motilidad (swimmingy swarming), la produccion y secrecion de exopolisacaridos,
la adhesion, la agregacidon o formacion de biofilms. Ademas, el di-GMPc tiene un
impacto directo en la regulacién de la transicidn entre estilo de vida sésil y
planctonico (Pérez-Mendoza et al., 2014). Las proteinas diguanilato ciclasas se
caracterizan por la presencia de dominios GGDEF y son las responsables de la
sintesis del di-GMPc, mientras que las proteinas fosfodiesterasas contienen
dominios EAL o HD-GYP y se encargan de la hidrdlisis del di-GMPc (Paul et al.,
2004; Ryan et al., 2009; Sultan et al., 2011). En Pseudomonas fitopatdgenas se
ha demostrado la implicacion del c-di-GMP en aspectos importantes para la
virulencia de varias especies o patovares (Engl et al., 2014; Pérez-Mendoza et
al., 2014; Pfeilmeier et al., 2016).

Andlisis bioinformaticos han demostrado la presencia en Psv NCPPB 3335 de
mas de 34 proteinas con dominios GGDEF/EAL que podrian estar implicadas en
el metabolismo del di-GMPc (Rodriguez-Palenzuela et al., 2010). Ademas, se ha
demostrado la implicacion en virulencia de alguna de estas proteinas, ya que la
construccion de mutantes en las diguanilato ciclasas pleD y dgcP provocaron
variaciones en la motilidad tipo swimming, asi como en la formacién de biofilms,
junto a un aumento y disminucién del volumen tumoral, respectivamente (Figura
3) (Aragdbn et al., 2015a; Pérez-Mendoza et al., 2014). Por otro lado, la mutacién
de la fosfodiesterasa bifA, provocd una reduccion del tamafo tumoral, asi como

una reduccion de la motilidad de tipo swimming (Aragén et al., 2015b).
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3.5. Metabolismo de compuestos aromaticos

Trabajos recientes han descrito la presencia en Psv NCPPB 3335 y en otros
patdgenos lefiosos una region de 15 kb denominada WHOP (del inglés, Woody
Host and Pseudomonas), e implicada en el metabolismo de compuestos
aromaticos. Ademas, se ha demostrado su relevancia en la adaptacion a
huéspedes lefiosos, ya que Unicamente estaba presente en cepas aisladas de
hospedadores lefiosos de los filogrupos 1y 3 del complejo P. syringae (Caballo-
Ponce et al., 2017b; Nowell et al., 2016; Ramos et al., 2012; Rodriguez-
Palenzuela et al., 2010). Esta regidén esta formada por cuatro operones (catBCA,
antABC, ipoABC, and dhoAB) y tres genes independientes (antR,
PSA3335_3206 y benR). Los operones catBCAy antABC estan implicados en el
catabolismo del catecol y el acido antranilico, respectivamente. El operén
ipoABC esta relacionado con una actividad oxigenasa capaz de actuar sobre los
compuestos aromaticos. Sin embargo, ninguna funciébn especifica se ha
asignado todavia al operén dhoAB (Caballo-Ponce et al., 2017b). La
construccion de mutantes en los diferentes operones de la region WHOP ha
permitido conocer en Psv NCPPB 3335 su importancia durante el proceso de
formacion de tumores en plantas de olivo. Estos mutantes no mostraron cambios
en su virulencia en plantas de olivo micropropagadas, sin embargo, se observo
una reduccion en virulencia y en su multiplicacion tras su inoculacién en plantas
de olivo lefiosas (Figura 3). Por lo tanto, la region WHOP permite la degradacion
de compuestos aroméaticos y favorece la colonizacién de tejidos lefiosos de
cepas de P. savastanoiy otras cepas del complejo P. syringae (Caballo-Ponce
et al., 2017b).

3.6. Otros factores de virulencia
Ademas de los factores de virulencia y patogenicidad detallados anteriormente,
también se han identificado mecanismos adicionales o0 vias metabdlicas
necesarias para la virulencia de Psv NCPPB 3335 en plantas de olivo. Siguiendo
una estrategia de mutagénesis aleatoria, se identificaron genes relacionados con
el T3SS, la produccién de fitohormonas o con el metabolismo del di-GMP ciclico.

También se han descrito genes implicados en la biosintesis de aminoécidos,
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genes relacionados con la biosintesis de vitaminas o transportadores de citrato,
sulfato y aminoacidos. Ademas, esta estrategia también identificé genes
relacionados con los sistemas de secrecion tipo Il y IV, proteinas involucradas
en tolerancia a estrés y enzimas hidroliticas implicadas en la biosintesis de la

pared celular (Matas et al., 2012).

4. Produccion de fitohormonas

4.1.Citoquininas
Las citoquininas (CKs) son hormonas vegetales que participan en diversas
funciones, como por ejemplo en procesos de crecimiento, desarrollo y
diferenciacion de los tejidos, asi como en la modulacion de la respuesta de las
plantas a estrés (O'Brien and Benkova, 2013; Sakakibara, 2006). Estas
fitohormonas derivan de nucledsidos de adenosina (AMP, ADP o ATP) y poseen
una cadena lateral derivada del isopreno o aromatica en posicién N° (Sakakibara,
2006). En Psv se ha descrito la presencia de dos genes implicados en la

produccion de esta fitohormona, el gen ptzy el gen idi (Afiorga et al., 2020).

El gen ptz (Pseudomonas trans-zeatin producing gene) codifica una isopentenil
transferasa que cataliza la prenilacion de los nucleésidos de adenosina con
dimetilalil difosfato (DMAPP) o hidroximetilbutenil difosfato (HMBDP), principal
paso en la biosintesis de CKs (Sakakibara, 2006). Entre las CKs producidas por
P. savastanoi encontramos la zeatina, dihidrozeatina, 1’-metilzeatina,
ribosilzeatina, ribosildihidrozeatina y ribosil-1’-metilzeatina (Evidente et al., 1986;
lacobellis et al., 1994; Macdonald et al., 1986; Surico et al., 1985). El gen ptz se
encuentra ampliamente distribuido entre bacterias que interaccionan con
plantas, incluyendo bacterias beneficiosas y patogénicas, lo cual sugiere que
este gen es requerido por las bacterias para una correcta interaccién con las
plantas (Aforga et al., 2020). El gen ptz esta presente en la mayoria de cepas
tumorigénicas de P. savastanoi (Moreno-Pérez et al., 2020). En Psv NCPPB
3335 se localiza en el plasmido pPsv48A (PSPSV_A0024), y mientras que en

otras cepas de Psv la localizacibn de este gen es mayoritariamente
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cromosOmica, en cepas de Psn se localiza preferentemente en plasmidos
(Aforga et al., 2020; Caponero et al., 1995; Perez-Martinez et al., 2008; Ramos
et al., 2012). En cepas de Psr también se ha identificado este gen, aunque no se
ha precisado su localizacién (Moreno-Pérez et al., 2020). Los aislados de Psf,
productores de excrecencias en fresno, carecen del gen ptz (lacobellis et al.,
1998; Moreno-Pérez et al., 2020; Ramos et al., 2012). La comparacién de la
secuencia de este gen con sus homdlogos tmry tzs presentes en el plasmido Ti
de Agrobacterium tumefaciens e implicados en la produccion de CKs en esta
cepa, refleja un 50% de identidad con ellos, sugiriendo un origen comun de la

ruta de sintesis de CKs en ambas bacterias (Powell and Morris, 1986).

Tabla 2. Mutaciones descritas que afectan a la produccion de fitohormonas en los
patovares de Pseudomonas savastanoi.

Efecto en el
Gen Patovar Funcion desarrollo del Referencia
tumor
Metabolismo de IAA
savastanoi (Comai and Kosuge, 1980;
p-l1AAa . Biosintesis Ausencia Soby et al., 1991; Surico et
nerii
al., 1985)
AiaaMH savastanoi  Biosintesis Ausencia (Aragon et al., 2014)
AiaaM nerii Biosintesis Ausencia (Cerboneschi et al., 2016)
Aiaal nerii Conjugacion Reduccion (Glass and Kosuge, 1988)
con L-Lys
Aiaal nerii Conjugacion Aumento (Cerboneschi et al., 2016)
con L-Lys

Produccion de citoquininas
p-ptz? nerii Biosintesis Reduccion (lacobellis et al., 1994)
p-Psv48Ac  savastanoi  Biosintesis Reduccion (Bardaji et al., 2011)
p-Psv48Cc  savastanoi  Biosintesis Reduccion (Anorga et al., 2020)
Aptz savastanoi  Biosintesis Reduccion (Aforga et al., 2020)
Aidli savastanoi  Biosintesis Reduccion (Afiorga et al., 2020)

aAnalizado en cepas curadas de un plasmido que codifica el operdn iaaMH.

bAnalizado en cepas curadas de un plasmido que codifica el gen piz.

cAnalizado en cepas curadas del plasmido indicado de P. savastanoi pv. savastanoi NCPPB
3335.

Adaptado de Caballo-Ponce et al., (2017a).

El gen idi codifica una isopentenil-difosfato delta isomerasa que cataliza la
conversion de isopentenil pirofosfato en DMAPP, uno de los sustratos principales

del producto del gen ptz 'y un paso clave en la biosintesis de CKs a través de la
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ruta del mevalonato (Sakakibara, 2006). Genes homoélogos al gen idi se han
identificado en una amplia variedad de bacterias no fitopatdgenas, incluida E.
coli, sugiriendo funcionalidades diferentes o alternativas a la sintesis de CKs en
estas bacterias (Afiorga et al., 2020).

Dentro del complejo P. syringae los genes ptz e idi estan presentes en multiples
bacterias patdgenas de plantas, entre las que encontramos cepas tumorigénicas
y no tumorigénicas. El gen idi se encuentra altamente conservado, mientras que
se han identificado dos genes homologos distintos del gen ptz, siendo uno de

ellos exclusivo de las cepas de P. savastanoi (Afiorga et al., 2020).

Trabajos anteriores han demostrado la implicacibn de las CKs en la
patogenicidad y virulencia de cepas tumorigénicas de P. savastanoi (Figura 3,
Tabla 2). Los primeros trabajos ya demostraron una correlacidén positiva entre la
cantidad de CKs producida en cultivo por cepas de Psv y Psn y la produccién de
tumores mas grandes en planta, incluso después de periodos de incubacién mas
cortos (Surico et al., 1985). En Psv NCPPB 3335 los genes ptz e idiforman parte
del plasmido pPsv48A y pPsv48C, respectivamente. Ensayos de patogenicidad
realizados con cepas de Psv NCPPB 3335 curadas de estos plasmidos y, por lo
tanto, carentes de los genes piz e idi, desarrollaron tumores mas pequenos en
plantas de olivo, atribuyendo la ausencia de estos genes a una disminucién en

los niveles de CKs (Aforga et al., 2020; Bardaji et al., 2011).

Para evaluar con una mayor precision la contribucion de las CKs al ciclo de vida
bacteriano, se obtuvieron mutantes de Psv NCPPB 3335 ausentes del gen ptze
idi, donde se determind que estos son clave en el desarrollo tumoral (Tabla 2).
Inoculaciones de un mutante carente del gen idi en plantas de olivo produjeron
tumores muy reducidos y equiparables a los obtenidos con la cepa de Psv curada
del plasmido pPsv48C. Ademas, la complementacién de la cepa curada de
pPsv48C con el gen idi producia un fenotipo idéntico al obtenido en las cepas
silvestres (Aforga et al., 2020). Sin embargo, mutantes incapaces de sintetizar
CKs, pese a producir tumores mas pequenos, alcanzaron tamanos poblacionales

similar a los obtenidos en las cepas silvestres en hojas de adelfa (lacobellis et
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al., 1994). Por el contrario, inoculaciones en plantas de olivo de cepas de Psv
NCPPB 3335 mutadas en los genes ptz e idi, asi como de cepas curadas en los
plasmidos pPsv48ABC, mostraron un tamafo poblacional inferior al obtenido en
la cepa silvestre (Aforga et al., 2020). Por lo tanto, la ausencia de produccién de
CKs, asi como la ausencia de los genes pitz e idi, afectan a la capacidad de las

cepas de Psv NCPPB 3335 para multiplicarse y sobrevivir en las plantas de olivo.

4.2. Auxinas

Las auxinas son fitohormonas que juegan un papel relevante en el crecimiento y
desarrollo de los tejidos vegetales, asi como en las respuestas de las plantas a
estimulos ambientales, tanto bidticos como abidticos (Kieffer et al., 2010;
Santner and Estelle, 2009). En plantas, el acido indol-3-acético (IAA) es la auxina
mas relevante en cuanto a su cantidad y actividad, cuya homeostasis esta
mediada por una compleja red de procesos relacionados con su biosintesis,
catabolismo, conjugacion, sefalizacién y transporte (Ljung, 2013). Muchas
bacterias asociadas a planta tienen la capacidad de producir IAA, pudiendo
alterar el equilibrio de auxinas de la planta e interfiriendo en su desarrollo, por lo
que esta fitohormona se ha descrito como un factor de patogenecidad/virulencia
en bacterias fitopatébgenas (Patten et al., 2013; Spaepen and Vanderleyden,
2011).

La sintesis de IAA en bacterias ha sido bien caracterizada, encontrandose una
gran similitud entre las rutas de biosintesis descritas en plantas y bacterias.
Hasta la fecha, se han descrito cinco rutas biosintéticas de IAA (Figura 4) que
utilizan como precursor el aminoacido L-triptofano (Trp). Estas rutas se definen
como: de la indol-3-acetamida (IAM), del indol-3-piruvato (IPyA), de la triptamina
(TAM), del indol-3-acetonitrilo (IAN) y la ruta de la cadena lateral de oxidacion
del triptéfano (TSO) (Patten et al., 2013; Spaepen et al., 2007). La ruta de la IAM
es la ruta biosintesis de IAA mejor caracterizada en bacterias fitopatdbgenas
formadoras de tumores en plantas, y se caracterizd por primera vez en las
bacterias fitopatbgenas A. tumefaciens y P. savastanoi (Smidt and Kosuge,

1978; Thomashow et al., 1984). Por su importancia en este trabajo se
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desarrollard en mayor detalle mas adelante.

—N

Nitrilasa
-------------- > I \
N
M
Indol-3-acetaldoxima Indol-3-acetonitrilo
l Nitrilo hidratasa
iaaM iaaH
—_— —_—
Triptéfano Indol-3-acetamida Indol-3-acético
‘ ald
) ipdC
Amino transfesara _
. Indol-3-acetaldehido
Indol-3-piruvato
Triptéfano descarboxilasa Amida oxidasa [

Triptamina

Figura 4. Resumen esquematico de las diferentes rutas de biosintesis de IAA descritas en
bacterias. El intermediario que da nombre a cada una de las rutas se muestra indicado con el
mismo color que su ruta, indicadas por las flechas. Encima de las flechas, se indica el gen
implicado en cada paso de la ruta de biosintesis 0, si no es conocido, la actividad enzimética
predicha para ese paso. iaaM: tript6fano monooxigenasa; iaaH: indol-3-acetamida hidrolasa; ald:
aldehido dehidrogenasa; ipdC: indol-3-piruvato descarboxilasa TSO: cadena lateral de oxidacion
del triptéfano. Adaptado de Spaepen et al., (2007).

La segunda ruta de biosintesis de IAA mejor descrita es la que transcurre a
través del intermediario IPyA. Esta ruta se ha descrito en un amplio rango de
bacterias, algunas de ellas fitopatbgenas, como son P. agglomerans,
Bradyrhizobium, Azospirillum, Rhizobium o Enterobacter cloacae. El primer paso
de esta ruta es la conversion del L-Trp en IPyA mediante la transferencia de su
grupo amino a una molécula de acido a-cetoglutarico, realizada por una enzima
con actividad aminotransferasa. Posteriormente, se produce la descarboxilacion
del IPyA a indol-3-acetaldehido (IAAIld), paso catalizado por una indolpiruvato

descarboxilasa codificada en el gen ipdC (Patten et al., 2013; Spaepen et al.,
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2007). El papel del gen ipdC en la biosintesis de IAA ha sido experimentalmente
confirmado en E. cloacae (Koga et al., 1991; Ryu and Patten, 2008), A.
brasilense (Costacurta et al., 1994; Malhotra and Srivastava, 2008) y P.
agglomerans (Brandl and Lindow, 1996). El paso final de esta ruta es la oxidacion
del IAAId a IAA mediante la acciébn de una enzima con actividad aldehido
deshidrogenasa (ald) (McClerklin et al., 2018).

La ruta de la TAM se inicia con la descarboxilacién del L-Trp en TAM mediante
una enzima con actividad tript6fano descarboxilasa. Posteriormente, una amina-
oxidasa transforma la TAM en IAAld, siendo este finalmente convertido en 1AA
mediante enzimas con actividad aldehido deshidrogenasa (Spaepen et al.,
2007). Esta ruta ha sido principalmente identificada en Bacillus cereus (Perley

and Stowe, 1966) y en Azospirillum (Hartmann et al., 1983).

Enlaruta del IAN el Trp es convertido en IAA a través de los intermediarios indol-
3-acetaldoxima e IAN. Actualmente, no esta caracterizada la enzima que cataliza
la transformacién del Trp en indol-3-acetaldoxima. Sin embargo, se ha descrito
en Bacillus una aldoxima dehidratasa capaz de convertir este intermediario en
IAN. Posteriormente, proteinas con actividad nitrilasa convertiran el IAN en su
correspondiente acido carboxilico, formando IAA (Spaepen et al., 2007). En P.
syringae B728a se ha descrito la capacidad de crecer utilizando IAN como fuente
de nitrégeno, asi como de producir IAA en medio suplementado con éste
(Howden et al., 2009). El IAN también puede convertirse en IAA a través de la
ruta de la IAM, mediante la accién de una enzima con funcién nitrilo hidratasa
cuya actividad ha sido demostrada en Agrobacterium, Rhizobium, vy
Rhodococcus (Kobayashi et al., 1995; Xie et al., 2003).

Por ultimo, la ruta de la cadena lateral de oxidacion del Trp Unicamente se ha
descrito en Pseudomonas fluorescens CHAQ y participa en la conversién directa
del Trp en IAAId, el cual posteriormente sera oxidado en IAA (Oberhansli et al.,
1991).
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Trabajos recientes, han identificado la coexistencia de genes implicados en
diferentes rutas de biosintesis de IAA en la misma cepa bacteriana (Aragon et
al., 2014; Duca et al., 2014a; Manulis et al., 1998). Sin embargo, la presencia de
un gen esencial para la biosintesis de IAA no implica que la bacteria tenga la
capacidad de producir IAA a través de esta ruta (Zhang et al., 2019). La
identificacion de genes de biosintesis en todos los genomas disponibles hasta la
fecha de cepas de P. savastanoi aisladas de huéspedes lefiosos se ha abordado

en los Capitulos 1y 2 de esta Tesis Doctoral.

Ruta de la indol-3-acetamida

En P. savastanoi la biosintesis de IAA se produce a través de la ruta de la IAM.
En un primer paso el Trp es convertido en |AM por accion de la enzima triptéfano
2-monooxigenasa (gen iaaM) y posteriormente es transformada en IAA a través
de una reaccién catalizada por la enzima indol-3-acetamida hidrolasa (gen iaaH)
(Kosuge et al., 1966; Magie et al., 1963). En varias cepas de P. savastanoi se ha
descrito la presencia de los genes iaaM e iaaH con una organizacion en forma
de operon (iaaMH) (Comai and Kosuge, 1980; Comai et al., 1982; Palm et al.,
1989). Sin embargo, aunque la mayoria de las cepas de Psv codifican el operdn
iaaMH en el cromosoma, los aislados de Psn generalmente lo codifican en
plasmidos (Caponero et al., 1995; Glass and Kosuge, 1986; Perez-Martinez et
al., 2008). Trabajos posteriores han revelado que las cepas de Psv con
frecuencia codifican dos copias del operébn iaaMH (denominadas iaaMH1 e
iaaMH2), ambas con ubicacion mayoritariamente cromosoémica (Perez-Martinez
et al., 2008; Rodriguez-Palenzuela et al., 2010). En Psv NCPPB 3335, el gen
iaaM2 presenta una insercion de 22 nucleétidos y mediante la construccidén de
mutantes en ambos operones se ha demostrado que la biosintesis de IAA
depende Unicamente de la funcionalidad del operén iaaMH1, ya que, las cepas
mutantes inactivadas en el operdn iaaMH2 producian cantidades de IAA
similares a la cepa silvestre (Aragdn et al., 2014). Curiosamente, el mutante de
deleccion simple (AiaaMH1), asi como el mutante doble (AiaaMH12) de Psv
NCPPB 3335 producen cantidades residuales de IAA, sugiriendo una

redundancia de rutas biosintesis de IAA en P. savastanoi (Aragdn et al., 2014).
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La identificacion de rutas alternativas de biosintesis de IAA independientes del
operdn iaaMH en P. savastanoi pv. savastanoi se ha abordado en el Capitulo 2

de esta Tesis Doctoral.

Papel en la virulencia de P. savastanoi de la ruta de la indol-3-acetamida
El papel de la produccién de IAA en la patogenicidad y virulencia de Psv y Psn
se ha abordado mediante diferentes enfoques. Primero, se utiliz el inhibidor del
crecimiento a-metiltriptéfano para aislar cepas de Psv y Psn que mostraban una
produccion de IAA alterada. Los mutantes con deficiencias en la produccion de
IAA no lograron desarrollar tumores en plantas de olivo y adelfa, mientras que
las cepas de Psn que producian un exceso de IAA formaron tumores mas
grandes que la cepa silvestre, sugiriendo un rol importante de esta fitohormona
en la patogenicidad de P. savastanoi. Por otro lado, se han obtenido cepas de
P. savastanoi curadas de plasmidos que codifican el gen iaaM mediante el uso
de un anélogo del Trp, el 5-metiltriptéfano. Esta estrategia esta basada en la
toxicidad de este compuesto para los mutantes de P. savastanoi que carecen de
la actividad 2-monooxigenasa del gen iaaM, gen que confiere resistencia a este
compuesto y a otros analogos del Trp, pero no al a-metiltriptéfano. Por lo tanto,
mutantes de P. savastanoi sensibles a 5-metiltripto6fano y que carecen del gen
iaaM, frecuentemente debido a la curacién de plasmidos codificantes de este
gen, se seleccionaron tras un tratamiento con naranja de acridina, un agente
intercalante del DNA (Comai and Kosuge, 1980). Sin embargo, pese a que
aislados de Psn sin plasmidos que codifican iaaM pudieron inducir necrosis en
los tejidos donde se inocularon, no pudieron generar tumores en plantas de
adelfa (Tabla 2) (lacobellis et al., 1994).

Posteriormente, mediante la inoculacion en plantas de olivo de cepas mutantes
simples (AiaaMH1 e AiaaMH2) o del doble mutante (AiaaMH12) de Psv NCPPB
3335, se demostro la incapacidad de estas cepas para inducir la formacién de
tumores en olivo, proporcionando evidencias directas de la participacidén de este
operbn en la patogenicidad de Psv (Figura 3, Tabla 2) (Aragbn et al., 2014).

Ademas, cepas de Psn ESC23 carentes del gen iaaM mostrando un
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comportamiento hipovirulento en plantulas de adelfa, asi como una menor
produccion de IAA (Tabla 2) (Cerboneschi et al., 2016).

Produccion de 3-indol-acetil-e-L-lisina en P. savastanoi

Durante el proceso de infeccién, P. savastanoitambién puede regular los niveles
de IAA libre mediante su transformacion en un conjugado aminoacidico
biolégicamente menos activo, como la 3-indol-acetil-e-L-lisina (IAA-Lys). Esta
reaccion es llevada a cabo por la enzima IAA-Lys sintasa, codificada en el gen
iaal (Glass and Kosuge, 1986; Hutzinger and Kosuge, 1968). Al igual que ocurre
con los genes iaaMH, el numero de copias y la ubicaciéon del gen iaal varia en
P. savastanoi. Las cepas de Psv generalmente contienen dos paralogos del gen
iaal con ubicacién cromosOmica, mientras que las cepas de Psn generalmente
codifican el gen iaal en plasmidos (Matas et al., 2009). Ademas, se ha detectado
IAA-Lys en el sobrenadante de aislados de Psn, mientras que este compuesto
no se detect6 en sobrenadantes de cultivos de cepas de Psv (Evidente et al.,
1985). Trabajos recientes han demostrado la incapacidad de producir IAA-Lys

de un mutante de Psn ESC23 en el gen iaal (Tegli et al., 2020).

Las bacterias del complejo P. syringae, incluida P. savastanoi, codifican un
transportador de expulsion de multiples compuestos de la familia MATE (gen
matE), generalmente localizado aguas arriba del gen iaal. En P. syringae pv.
tomato (Pto) DC3000 la transcripcién de estos dos genes se produce de manera
independiente o en forma de operon (Castillo-Lizardo et al., 2015).
Recientemente, se ha demostrado el papel de este transportador en la virulencia
de Psn ESC23. El transportador MATE interviene en la expulsién de IAA al medio
de cultivo, contribuyendo, junto a la 1AA-Lys sintasa (gen iaal), al correcto
mantenimiento de los niveles intracelulares de |IAA durante el proceso de
infeccion (Tegli et al., 2020). La deleccion de cualquiera de los dos genes, resultd
en una reduccion de la virulencia de Pto DC3000 en plantas de tomate (Castillo-
Lizardo et al., 2015). Sin embargo, el papel de estos genes en P. savastanoi
parece depender de la cepa y de las condiciones experimentales utilizadas. Un

mutante de Psn PB213 en el gen iaal obtenido por insercion de un transposon
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Tn5, mostrd atenuada su virulencia en plantas de adelfa lefiosas en comparacion
a la cepa silvestre (Glass and Kosuge, 1988). Por el contrario, la inactivacion del
gen jaal en un aislado de Psn ESC23, tuvo como consecuencia una cepa
hipervirulenta, provocando un aumento del tamarno de los tumores producidos,
una mayor dispersion sistémica y un tamano poblacional mas grande que la cepa
silvestre en plantas de adelfa micropropagadas (Cerboneschi et al., 2016). Por
lo tanto, son necesarios mas estudios para aclarar la funcionalidad y el papel del
gen iaal en la sintesis de IAA-Lys y en la virulencia de cepas de P. savastanoi
aisladas de diferentes huéspedes. El andlisis de la diversidad alélica y funcional
del gen iaal en P. savastanoi ha sido uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral
(Capitulo 4).

Fitohormonas y su relacidon con otros factores de virulencia

Ademas de su capacidad para interferir en el desarrollo de la planta variando el
balance de auxinas, el IAA también se ha descrito como una molécula de
sefializacion capaz de interferir en la expresion génica (Spaepen et al., 2007).
En multitud de bacterias fitopatdgenas, se han descrito redes de interaccion
entre diferentes fitohormonas y otros factores de virulencia. En la bacteria
formadora de tumores P. agglomerans la biosintesis de IAA se lleva a cabo
mediante dos rutas diferentes, la ruta de la IAM y el IPyA, las cuales contribuyen
de manera diferencial a la formacion de tumores y al estado epifitico,
respectivamente (Chalupowicz et al., 2009; Manulis et al., 1998). La inactivacion
de la biosintesis de CKs o IAA a través de la ruta de la IAM provocé la represion
del T3SS y del sistema de QS, mientras que la inactivacién de la produccién de
IAA a través de la ruta del IPyA provocd una regulacion positiva de estos
sistemas (Chalupowicz et al., 2009). De manera similar, un mutante iaaM de
Dickeya dadantii presentd una represion de los genes del T3SS, del gen
regulador global gacAy de los genes de la pectato liasa pelD, pell y pell (Yang
et al.,, 2007). En P. savastanoi también se ha sugerido el rol del IAA como
molécula de senalizacién bacteriana. Mediante la construccion de mutantes
deficientes en la produccion de IAA en cepas de Psn, se ha comprobado como
estos mutantes exhibian una movilidad mejorada, sugiriendo que el IAA podria

estar implicado en la motilidad de P. savastanoi (Soby et al., 1991).
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Ademaés del efecto endogeno del IAA, diversos estudios han demostrado que la
aplicaciéon de IAA de manera exdgena también provoca cambios en la regulaciéon
de determinados genes bacterianos, entre los que se encuentran factores de
virulencia. En Rhizobium etli se han identificado que la adicion exégena de I1AA
modifica la expresidbn de cuatro genes implicados en el procesamiento de
sefiales de la planta, en la motilidad o en la adhesion a las raices de las plantas
(Spaepen et al., 2009). De manera similar, la aplicacion de IAA en A. brasilense
provocd una amplia respuesta en el transcriptoma de esta bacteria, ya que alter6
la expresidon de multitud de factores de transcripcion, proteinas transportadoras
y proteinas de la superficie celular. Ademas, en esta bacteria también se
identific6 una sobreexpresion de los genes del sistema de secrecion tipo VI
(T6SS) en presencia de IAA (Van Puyvelde et al., 2011). En Psv NCPPB 3335,
la adicion exdgena de IAA provoco la represion de los genes del T3SS hrpL y
hrpA, mientras que activé la transcripcién del gen vgrG del T6SS (Aragon et al.,
2014). Estos resultados concuerdan con la represion del regulén vir identificado
en A. tumefaciens en respuesta a IAA exdgeno (Yuan et al., 2008), sugiriendo
un efecto adicional del IAA durante la interacciébn de P. savastanoi con sus
huéspedes. Por otro lado, un gen homélogo a ptz, o la produccion de CKs,
parece regular la expresidn de diversos genes de virulencia en A. tumefaciens
(Hwang et al., 2013). Por lo tanto, debido a que multitud de microorganismos
beneficiosos y patégenos modulan el conjunto de fitohormonas que producen
(Boivin et al., 2016), es posible que las auxinas y las citoquininas también
contribuyan a la regulacion del ciclo de vida de P. savastanoi. En esta Tesis
Doctoral, se ha abordado el estudio del papel del IAA enddgeno y exégeno como
molécula sefal en P. savastanoi pv. savastanoi, prestando especial atencién a
la regulacién transcripcional de otros genes de virulencia previamente descritos

en este patdgeno (Capitulo 3).
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Objetivos
Identificar genes especificos de los patovares de P. savastanoi de
huéspedes lenosos, prestando especial atencibn a los genes de

biosintesis de fitohormonas.

Determinar la ruta de biosintesis de IAA independiente de los genes iaaM

e iaaH en P. savastanoi pv. savastanoi.

Estudiar el papel del IAA en la regulacién génica global de la transcripcion

en P. savastanoi pv. savastanoi.

Analizar la variacion alélica y funcional del gen iaal en P. savastanoi.
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| cAPiTULO 1|

ldentificacion mediante comparativa gendmica
de genes especificos de patovar en cepas de
Pseudomonas savastanoiaisladas de huéspedes

lenosos.

Parte del contenido de este capitulo ha sido publicado en:

Moreno-Pérez, A.*, Pintado, A.*, Murillo, J., Caballo-Ponce, E., Tegli, S.,
Moretti, C., Rodriguez-Palenzuela, P. and Ramos, C. (2020) Host Range
Determinants of Pseudomonas savastanoi Pathovars of Woody Hosts Revealed
by Comparative Genomics and Cross-Pathogenicity Tests. Front. Plant Sci. 11,
1-19. *Estos autores han contribuido por igual a este trabajo.

Anorga, M., Pintado, A., Ramos, C., De Diego, N., Ugena, L., Novak, O. and
Murillo, J. (2020) Genes ptz and idi, Coding for Cytokinin Biosynthesis Enzymes,
Are Essential for Tumorigenesis and In Planta Growth by P. syringae pv.
savastanoi NCPPB 3335. Front. Plant Sci., 1-14
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INTRODUCCION

La taxonomia del complejo Pseudomonas syringae se encuentra en constante
cambio. Los avances en las tecnologias de secuenciacion han permitido estudiar
la evolucion gendmica de este complejo, incorporando asi una mayor diversidad
a los analisis comparativos y funcionales. Estos andlisis basados en secuencias
gendmicas permitieron delimitar las especies filogenémicas, asi como realizar
analisis taxonémicos para clarificar la taxonomia del complejo (Gomila et al.,
2017). Recientemente, mediante la comparativa gen6mica de cepas
pertenecientes a este complejo, se ha subdividido la clasificacion de los 13
filogrupos definidos hasta la fecha en filogrupos primarios y secundarios (Dillon
et al., 2019b).

El complejo P. syringae esta formado por 65 patovares, los cuales se separan
en base al huésped del cual se aisl6, a su rango de huésped y a sus
caracteristicas patogénicas. Ademas, algunos de estos patovares se dividen en
biovares, basados en su diversidad genética y en la produccién de toxinas
(Ferrante and Scortichini, 2014), o en razas, cuando existe especificidad por el
genotipo del huésped (Joardar et al., 2005; Taylor et al., 1996). Muchos estudios
gendmicos se han centrado en vincular la presencia de genes de virulencia con
determinadas enfermedades o con la especificidad de huésped (Baltrus et al.,
2011; 2012; O'Brien et al., 2011). Por otro lado, se ha estudiado la evolucién de
la patogenicidad de diferentes cepas de P. syringae en un huésped comun,
encontrando diferencias en el repertorio de efectores y toxinas (Hulin et al.,
2018). Ademas, se ha evaluado la especificidad o la amplitud del rango de
huésped a diferentes cepas de P. syringae, estableciendo que el rango de
huésped es variable entre cepas, incluso entre las pertenecientes a un mismo
patovar (Morris et al., 2019). Sin embargo, la mayoria de los determinantes
genéticos que contribuyen al rango de huésped no han sido estudiados en

detalle.
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Pseudomonas savastanoi pertenece al complejo P. syringae e incluye cinco
patovares causantes de tumores o excrecencias en plantas lenosas. Estos son
P. savastanoi pv. savastanoi (Psv), pv. nerii (Psn), pv. fraxini (Psf), pv. retacarpa
(Psr) y pv. mandevillae (Psm), que comprende aislados de olivo (Olea europaea),
adelfa (Nerium oleander), fresno (Fraxinus excelsior), retama (Retama
sphaerocarpa) y dipladenia (Mandevilla spp.), respectivamente. Los patovares
de P. savastanoi han sido claramente diferenciados mediante ensayos de
patogenicidad cruzada. Inoculaciones artificiales de cepas de Psv forman
tumores en olivo y fresno, pero no en adelfa, mientras que cepas de Psn pueden
infectar los tres huéspedes. Por otro lado, las cepas de Psf inducen sintomas
tanto en fresno como olivo (Caballo-Ponce et al., 2017a; lacobellis et al., 1998;
Janse, 1982; 1991; Ramos et al., 2012). Los aislados de Psm inducen sintomas
en olivo, fresno y dipladenia, mientras que las cepas de Psr restringen su rango
de huésped Unicamente a retama (Alvarez et al., 1998; Caballo-Ponce, 2017).
Esta delimitacién tan clara del rango de huésped en las cepas de P. savastanoi,
apoya el uso de estos patosistemas como base para identificar elementos
genéticos implicados en la especificidad de huésped en bacterias formadoras de

tumores en plantas lefosas.

Durante la ultima década se ha obtenido la secuencia de un elevado numero de
genomas del complejo P. syringae, entre las que se encuentran secuencias de
P. savastanoi. Inicialmente, se publico el borrador del genoma de la especie Psv
NCPPB 3335 (Rodriguez-Palenzuela et al., 2010), asi como la secuencia
completa de sus tres plasmidos (Bardaji et al., 2011). Posteriormente, se
obtuvieron los borradores genémicos de las cepas de Psv DAPP-PG722 (Moretti
etal., 2014) y PseNe107 (Bartoli et al., 2015). Poco después, se hicieron publicas
las secuencias genémicas de las cuatro cepas tipo de P. savastanoi, como son
Psv ICMP 4352, Psn ICMP 16943 (CFBP 5067), Psr ICMP 16945 (CECT 4861)
y Psf ICMP 7711 (CFPB 5062) (Nowell et al., 2016; Thakur et al., 2016).

Por ultimo, y como parte de este trabajo se publico en la base de datos GenBank

la secuencia del borrador de la cepa de Psm Ph3 (datos no publicados), y se
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publicaron 11 secuencias gendmicas nuevas de cepas de P. savastanoi aisladas

de huéspedes lefiosos (Dillon et al., 2019b).

En este capitulo se ha llevado a cabo un analisis genémico comparativo de 21
cepas de P. savastanoi aisladas de olivo, adelfa, retama, fresno y dipladenia,
pertenecientes a los cinco patovares de P. savastanoi que incluyen cepas
aisladas de huéspedes lefosos, como son Psv (ocho genomas), Psn (cuatro
genomas), Psr (tres genomas), Psf (cinco genomas) y Psm (1 genoma). Aunque
inicialmente se incluyeron seis de las cepas aisladas de adelfa en el patovar Psn,
andlisis de patogenenicidad cruzada llevados a cabo en olivo y adelfa

determinaron su pertenencia al patovar Psv (Moreno-Pérez et al., 2020).

En el analisis llevado a cabo se determind el conjunto comin de genes de P.
savastanoi, asi como su pangenoma. Ademas, se realizaron analisis
filogenéticos y se identificd el conjunto de genes exclusivos de cepa y de patovar,
con el fin de encontrar elementos implicados en la especificidad de huésped y
en la evolucién de estas cepas en patovares. Finalmente, se analizaron los
posibles genes de virulencia codificados por todas cepas incluidas en cada
patovar, prestando especial atencibn a los genes de biosintesis de las

fitohormonas acido indol-3-acético (IAA) y citoquininas (CKs).

En este capitulo se muestran exclusivamente los resultados obtenidos por Adrian
Pintado, relacionados con el andlisis filogenético y gendmico del pangemona de
P. savastanoi, asi como del conjunto de genes exclusivos de cepa y patovar.
Estos resultados, se han incluido en una publicacién reciente que también
contiene los resultados de otros investigadores derivados de las inoculaciones
cruzadas en diversos huéspedes de varias de las cepas analizadas, asi como
de la comparativa gendmica del sistema de secrecion tipo Il (T3SS) y su
repertorio de efectores (Moreno-Pérez et al., 2020), resultados que han sido
excluidos de este Capitulo. En conjunto, todos los resultados obtenidos
proporcionan nuevos conocimientos sobre las bases de la especificidad de

huésped en patdégenos bacterianos formadores de tumores en huéspedes
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lefiosos y la evolucion de estos patdgenos en patovares. Asimismo, los
resultados aqui mostrados ofrecen una vision detallada de la distribucion de

genes de biosintesis de IAA y CKs en la especie P. savastanoi.
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MATERIAL Y METODOS

Cepas bacterianas, medios y condiciones de cultivo

Las cepas bacterianas empleadas en este estudio se muestran en la Tabla 1.
Las cepas de P. savastanoi se cultivaron a 28 °C en medio de cultivo lisogénico
(LB) (Bertani, 1951).

Manipulacion del DNA
Las técnicas moleculares de manipulacidn de DNA se realizaron siguiendo

métodos estandar (Russell and Sambrook, 2001).

Secuenciacion y ensamblaje del genoma

El DNA gen6mico de Psv NCPPB 3335, Psn ESC23, Psr CECT 4861 y Psf
NCPPB 1006 se extrajo de células bacterianas cultivadas durante la noche en
medio LB a 28 °C, usando un kit JETFLEX de purificacion de DNA genémico
(Genomed GmbH, Ldéhne, Alemania). Las muestras de DNA se purificaron
adicionalmente mediante extraccion con fenol-cloroformo, se precipitaron con

etanol y se resuspendieron en agua bidestilada.

La secuenciacion del genoma y el ensamblaje del cromosoma de Psv NCPPB
3335 se realizd en BGI Tech Solutions Co., Ltd. (Hong Kong). Para la
secuenciacion, se generd una biblioteca de fragmentos de DNA fraccionado
aleatoriamente en fragmentos de entre 0.5 y 2.0 kb, los cuales se sometieron a
secuenciacion lllumina GA Il (Solexa). Todas las lecturas generadas (cobertura
200x) fueron evaluadas cualitativamente antes de ensamblarlas con el software
“SOAP de novo” (Li et al., 2008). El ensamblaje del cromosoma de P. savastanoi
NCPPB 3335 se realiz6 tras sustraer la secuencia completa de los tres plasmidos
nativos de esta cepa (Bardaji et al., 2011), los cuales estan disponibles en NCBI
con los numeros de acceso Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)
FR820585 (pPsv48A), FR820586 (pPsv48B) y FR820587 (pPsv48C).

Posteriormente, mediante el disefio de cebadores y amplificacion por PCR se

secuenciaron los huecos restantes y se corrigieron las regiones mal
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ensambladas a causa de secuencias repetidas. La secuencia cromosOmica
completa de P. savastanoi NCPPB 3335 se anot6 automaticamente en NCBI y

se depositd con el numero de acceso de Genbank NZ_CP008742 (Tabla 1).

El borrador genémico de las cepas Psn ESC23, Psr CECT 4861, Psf NCPPB
1006 y Psm Ph3 se obtuvo utilizando la plataforma de secuenciacion lllumina GA
Il (cobertura 250x) en el Centro de Investigaciones Biomédicas (CIBIR), La Rioja,
Espana. Los genomas se ensamblaron utilizando CLC Genomics Workbench, se
anotaron automaticamente en NCBI y se depositaron con los nUmeros de acceso
de Genbank NZ_NIAY00000000 (Psn ESC23), NZ_NBYWO00000000 (Psr CECT
4861), NZ_NIAW00000000 (Psf NCPPB 1006) y NZ_NIAX00000000 (Psm Ph3).

Las caracteristicas generales de estos genomas se muestran en la Tabla 1.

Analisis del core genome y del pangenoma

Los analisis de los genes presentes en todos los genomas de las cepas
analizadas (core genome) y del pangenoma se realizaron utilizando la
herramienta de analisis genébmico “Bacterial Pan Genome Analysis (BPGA) tool
BPGA v1.3” (Chaudhari et al., 2016) con secuencias descargadas de NCBI. Para
Psv NCPPB 3335, la secuencia del cromosoma y de sus tres plasmidos se
concatendé en un solo archivo en el orden 5’-cromosoma-pPsv48A-pPsv48B-
pPsv48C-3’. Los genes ortblogos se identificaron utilizando el algoritmo
USEARCH (Edgar, 2010) con un umbral de 0.9 (90% de identidad en blastp). Se
identificaron grupos de genes ortdlogos exclusivos de un genoma especifico
(genes exclusivos) o codificados en 2 a 20 genomas (genes accesorios). Para
los analisis del core genome y el pangenoma realizados a nivel de patovar,
también se usé BPGA v1.3 con los genomas descargados de NCBI agrupados
por patovar y usando los mismos parametros descritos anteriormente. Para
determinar la apertura del pangenoma de P. savastanoiy el de sus patovares, el
valor de las medianas del numero total de genes encontrados en los andlisis del
pangenoma, se ajusté al modelo descrito en la Ley de Heap (Tabla 2) (Tettelin
et al., 2008).
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El core genome y el pangenoma también se estim6 utilizando Roary v3.12.0
(Page et al., 2015), con una identidad minima (blastp) del 90% y utilizando los
mismos genomas que con BPGA pero anotados con Prokka (Seemann, 2014),

utilizando Galaxy v1.12.0 en el servidor http://usegalaxy.org/ (Afgan et al., 2016).

Analisis filogenético

Las relaciones filogenéticas entre las cepas de P. savastanoi se analizaron
utilizando un alineamiento de 3.4 Mb formado por la secuencia de nuclebtidos
concatenada de los 3540 genes presentes en el core genome, extraido en el
analisis con Roary v3.12.0 (Page et al., 2015). La construccién del arbol se llevo
a cabo utilizando MEGA7 (Kumar et al.,, 2016) con el método de maxima
verosimilitud y 100 réplicas de bootstrap para evaluar la topologia del arbol. El
genoma de P. syringae pv. ciccaronei ICMP 5710 (ensamblaje LJPYO01) se utilizd

COmMoO grupo externo.

Identificacion de genes especificos de patovar en P. savastanoi

El contenido de genes especificos de los patovares de P. savastanoi se analiz6
utilizando Roary v3.12.0 (Page et al., 2015) como se describié anteriormente. La
matriz de presencia/ausencia generada se usé para obtener la lista de genes
presentes en los genomas de todas las cepas que pertenecen a un patovar, pero
ausentes en todos los demas genomas (genes exclusivos de patovar), asi como
los genes que estan ausentes de manera exclusiva en todos los genomas
incluidos en el mismo patovar (genes ausentes en patovar). La lista de genes
identificados para cada patovar se clasifico primero mediante enriquecimiento
funcional utilizando Smag3s.v2 (Casimiro-Soriguer et al., 2017) y, posteriormente,
se curd manualmente mediante blastx, para asignar de forma mas precisa sus
funciones y para simplificar el numero de categorias funcionales (Tabla 3, Tabla
4).

Prediccion bioinformatica de genes de virulencia

La prediccion del repertorio de genes de virulencia presentes en los genomas de

P. savastanoi se llevd a cabo utilizando PIFAR, una herramienta web de libre
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acceso para la identificacion de factores de interaccion planta-bacteria (Martinez-
Garcia et al., 2016).
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RESULTADOS

Caracteristicas generales de los genomas de las cepas de P. savastanoi
aisladas de huéspedes lenosos

Hasta la fecha, todas las cepas secuenciadas de P. savastanoi aisladas de
huéspedes lefiosos tenian disponible su secuencia genomica en forma de
borrador. Por ello, pese a disponer del borrador de la cepa Psv NCPPB 3335, se
obtuvo la secuencia completa del cromosoma, la cual se us6 como referencia en
los andlisis genémicos junto a la secuencia de sus tres plasmidos nativos (Bardaji
et al., 2011). La secuenciacién se llevd a cabo utilizando la plataforma lllumina
GA ll, generando un unico conting de un tamafio total de 6.17 Mb (58% G+C).
Se identificaron 5916 genes y 5291 secuencias codificantes de proteinas. La
secuencia anotada fue depositada en Genbank bajo el cédigo de acceso
NZ_CP008742. Ademas, con el fin de aumentar el nUmero de representantes de
los 5 patovares de P. savastanoi con su secuencia genémica disponible, se
obtuvieron los borradores genémicos de cuatro cepas cuya patogenicidad en sus
respectivos huéspedes habia sido demostrada anteriormente: Psn ESC23
(Cerboneschi et al., 2016; Tegli et al., 2011), Psf NCPPB 1006 (Janse, 1981;
1991; Tegli et al.,, 2011), Psr CECT 4861 (Alvarez et al., 1998) y Psm Ph3
(Caballo-Ponce, 2017; Eltlbany et al., 2012). Los cuatro borradores se obtuvieron
mediante secuenciacidén lllumina GA Il y se ensamblaron entre 222 y 316
contings. El contenido de G+C de estos cuatro genomas fue idéntico (58.1%) y
similar al del resto de genomas de P. savastanoi disponibles (57.9% - 58.3%), al
igual que el numero de genes y proteinas. Estos genomas se depositaron en
Genbank con los numeros de acceso NZ_NIAY00000000 (Psn ESC2, 5.84 Mb),
NZ_NBYWO00000000 (Psr CECT 4861, 5.73 Mb), NZ_NIAW00000000 (Psf
NCPPB 1006, 5.89 Mb) y NZ_NIAX00000000 (Psm Ph3, 5.87 Mb). La alta
calidad de secuenciacién obtenida para estos nuevos aislados ha permitido
descartar la secuencia de Psr ICMP 16945 e incluir la de Psr CECT 4861 en los
analisis, ya que ambos aislados se corresponden a la misma cepa procedente
de dos colecciones diferentes. Las caracteristicas generales de estos cuatro

genomas se muestran en la Tabla 1.
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aEn gris se indican cepas descartadas de los analisis bioinforméticos por disponerse de un
genoma de mayor calidad de la misma cepa procedente de otra colecciéon. PT: Cepa tipo.
bICMP 7711 y CFBP 5062; ICMP 16943 y CFBP 5067; CECT 4861 y ICMP 16945 hacen
referencia al mismo aislado obtenido de una coleccion diferente.

¢cNCPPP 3335 incluye la secuencia de su cromosoma (NZ_CP008742) y de sus 3 plasmidos:
pPsv48A (FR820585), pPsv48B (FR820586) y pPsv48C (FR820587).

dNational Centre for Biotechnology Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Los asteriscos indican cepas de adelfa incluidas en el patovar Psv.

El pangenoma y el core genome de P. savastanoi

Los andlisis genbmicos comparativos se llevaron a cabo utilizando la
herramienta de analisis del pangenoma (BPGA) y las secuencias de los 21
genomas de P. savastanoi seleccionados entre los disponibles hasta la fecha.
Estos genomas contenian un total de 136962 genes, los cuales se agruparon en
un pangenoma de 7982 grupos de ortdlogos (hard pangenome), de los cuales
3004 (38%) se encuentran en todas las cepas (hard-core genome), 3694 (46%)
se clasificaron como accesorios (presentes en 2 - 20 genomas) y los 1300
restantes (16%) se clasificaron como especificos de cepa (Figura 1, Figura 2,
Tabla 2). Estos resultados sugieren una composicién divergente de cada uno de
los 21 genomas. La Figura 2 muestra el nUumero de genes accesorios (1871 a
2402) y genes especificos de cepa (12 a 238) encontrados para cada una de las
21 cepas. Ademas, también se determiné que Unicamente 18 grupos de
ortélogos adicionales son parte del soft-core genome de P. savastanoi, es decir,
3022 grupos presentes en al menos 20 de los 21 genomas (95%).

A B
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Figura 1. Analisis del core genomey el pangenoma de las cepas de Pseudomonas savastanoi.
El nUmero de grupos de ort6logos se calcul6 con el algoritmo USEARCH (Edgar, 2010) utilizando
un umbral de 0.9 (90% de identidad de blastp). EI nUmero de nuevos grupos de ortdlogos (A) y
de grupos de genes presentes en los 21 genomas (B) se representa frente al niumero de
genomas afiadidos al analisis con BPGA. Los valores se calcularon utilizando 50 iteraciones con
un reordenamiento gendémico al azar. Las cajas indican los cambios en el nUmero de grupos de
ortlogos al aumentar secuencialmente el niumero de genomas afadidos, con los valores medios
indicados con una linea negra horizontal y la desviacion estandar con barras verticales.
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Para evaluar si el pangenoma de P. savastanoi estaba abierto o cerrado, se
estimé un parametro de ajuste (y) de 0.157 para los 21 genomas utilizando el
modelo de la Ley de Heap (Tabla 2), un valor cercano al umbral de y = 0 que
distingue a un pangenoma abierto (y > 0) de un pangenoma cerrado (y < 0).
Aunque el pangenoma de P. savastanoi no esta completamente cerrado, las
curvas de acumulacion para el pangenoma y el core genome tienden hacia una
asintota (Figura 1). Por lo tanto, el muestreo de un nimero mayor de genomas
de P. savastanoi no supondria, en principio, un aumento significativo del tamano
del pangenoma, ni una reduccién sustancial del numero de genes presentes en
el core genome de estas cepas, aunque este aspecto se discutird con mas
profundidad mas adelante.
Psf ICMP 9129 Psf NCPPB 1006

psficMp 7712 (37) (50)
(22)

Psf ICMP 9132
(74)

Psr ICMP 16946
(214)

Psr ICMP 16947
(14)

Psf CFBP 5062
(51)

Psn ICMP 13781
(219)

Psr CECT 4861

(22)

Psn ESC23
(12)
Psm Ph3
(40)
Psn ICMP 16944

(12) Psv NCPPB 3335

(73)

Psn CFBP 5067 /s

1) Psv DAPP-PG722

(24)

Psn 0485_9*

Psv PseNe107
(238) (17)

Psn ICMP 13786*

Psv ICMP 4352
(18) (15)

Psv ICMP 13519 PsV I%AP 1411
(48) (79)

B pv. fraxini |l pv. savastanoi [l pv. retacarpa [l pv- nerii [ pv. mandevillae

Figura 2. Genes especificos de cepas de Pseudomonas savastanoi. En el diagrama se
representa el nimero de genes que forman el core genome (centro), los genes accesorios
(pétalos) y los genes especificos de cepa (entre paréntesis). Los numeros se calcularon
utilizando la herramienta BPGA, del inglés, Bacterial Pan Genome Analysis (Chaudhari et al.,
2016). Psv, Psn, Psf, Psr y Psm, P. savastanoi pv. savastanoi, nerii, fraxini, retacarpa y
mandevillae, respectivamente. Los asteriscos indican cepas aisladas de adelfa e incluidas en
Psv.
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Filogenia de los patovares de P. savastanoi

Mediante analisis MLSA, del inglés MultiLocus Sequence Analysis, el complejo
P. syringae se separa en 13 filogrupos distintos (Berge et al., 2014; Gomila et al.,
2017), los cuales han sido respaldados mediante andlisis filogenéticos del core
genome (Dillon et al., 2019b; Gomila et al., 2017; Nowell et al., 2014). En estos
trabajos, los cuatro patovares de P. savastanoi aislados de huéspedes lefiosos
se han clasificado dentro del filogrupo 3. Para profundizar en las relaciones
filogenéticas entre las 21 cepas de P. savastanoi aisladas de estos huéspedes
(Tabla 1), se llevoé a cabo un andlisis filogenético utilizando un alineamiento de
nucleétidos de la secuencia concatenada de los genes presentes en el core
genome de estas cepas. La cepa P. syringae pv. ciccaronei ICMP 5710 se utiliz6
como grupo externo (Figura 3). El arbol filogenético permitié identificar cinco
grupos bien definidos, dos de ellos con caracter monofilético, formados
exclusivamente por cepas pertenecientes a Psr (Grupo Psr) y Psf (Grupo Psf).
Por el contrario, el patovar Psv parece no ser monofilético, ya que sus cepas se
distribuyen en dos clados independientes. Las cepas Psv NCPPB 3335 y Psv
ICMP 1411 forman un grupo (Grupo Psv), proximo a las cepas de Psr y bien
diferenciado del resto de cepas de Psv, las cuales se agruparon junto a los
aislados de adelfa ICMP 13786 y 0485_9 (Grupo Psv-Psn). Este ultimo grupo
contenia también a la cepa tipo Psv ICMP 4352. El resto de las cepas de Psn se
agrup6 en un clado independiente junto a la cepa Psm Ph3 (Grupo Psn-Psm).
Este grupo se encuentra dividido en dos ramas, uno formado por la cepa tipo

Psn CFBP 5067 y otro formado por las cepas de Psn y el aislado Psm Ph3.

Identificacion de genes especificos de patovar en P. savastanoi

El core genome y el pangenoma de las 21 cepas de P. savastanoi también se
analiz6 a nivel de patovar utilizando la herramienta BPGA (Tabla 2). Psf y Psr,
los Unicos que forman grupos monofiléticos en el andlisis filogenético, mostraron
el numero mas elevado de genes presentes en su soft-core genome (presentes
en al menos 20 de los 21 genomas), siendo el de Psf el de mayor tamario (4769
genes), pese a analizar cinco genomas de Psf y solo tres genomas de Psr.

Ademas, usando la Ley de Heap, también se estim6 un pardmetro de ajuste mas
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bajo a nivel de patovar para Psf (y = 0.065) que para Psr (y = 0.139), indicando
que su pangenoma se encuentra casi cerrado (y < 0). Por otro lado, Psn mostré
un soft-core genome de 4218 genes, mientras que Psv reducia su tamano a 3834
genes, indicando una mayor variabilidad en la presencia de genes en las cepas
que integran el patovar Psv. Sin embargo, ajustando los resultados del analisis
al modelo de la Ley de Heap, Psn mostr6 un pangenoma mas abierto (y = 0.1431)
que Psv (y = 0.120), pese a analizar un mayor numero de genomas. Estos
resultados sugieren que el contenido génico de las cepas de Psf es mas

homogéneo que el de los otros cuatro patovares.
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Figura 3. Analisis filogenético basado en el core genome de los patovares de P.
savastanoi. El arbol se construy6 utilizando MEGA7 (Kumar et al., 2016), con el método de
maxima verosimilitud. Las secuencias se descargaron de NCBI y se utiliz6 como referencia la
secuencia concatenada del cromosoma y de los tres plasmidos cerrados de Psv NCPPB 3335
(NCPPB 3335-pABC). P. syringae pv. ciccaronei ICMP 5710 se utiliz6 como grupo externo. Los
valores en los nodos indican los porcentajes del bootstrap. Las abreviaturas de las cepas se
indican en la Figura 2; PT, Cepa tipo.
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Actualmente, no ha sido posible abordar el analisis del pangenoma del patovar
Psm debido a la disponibilidad de un Unico aislado secuenciado. Por ultimo,
también realizamos el analisis considerando la asignacion original de los
aislados de adelfa 0485_9 e ICMP 13786 dentro del pv. nerii, que impidi6 la

identificacién de genes exclusivamente presentes en Psv (Tabla 2).

Las diferencias mostradas en el repertorio de genes entre los patovares de P.
savastanoi, se analizé utilizando la herramienta de analisis gendmico Roary
(Page et al., 2015), mediante la cual se obtuvo la lista de genes presentes en los
genomas de todas las cepas pertenecientes a cada patovar. De esta forma, se
determinaron los genes presentes en todas las cepas de un patovar, pero
ausentes en todos los demas genomas (genes exclusivos de patovar) y los
genes ausentes en todos los genomas incluidos en el mismo patovar, pero
presentes en todos los demas (genes ausentes de patovar). El analisis identifico
165 genes presentes exclusivos, asi como 62 genes exclusivamente ausentes
en un patovar. La mayoria de estos pertenecian a los patovares Psr, Psf y Psm,
con un total de 88, 71 y 65 genes, respectivamente. Sin embargo, Uunicamente
se identificaron 3 genes presentes exclusivamente en Psv, mientras que no se
identific6 ningun gen en Psn (Tabla 2). Los genes identificados para cada patovar
se agruparon en categorias funcionales y luego se clasificaron manualmente en
8 categorias (Anexos 1 y 2). Dentro de estas categorias, las formadas por
proteinas hipotéticas (HP) y los genes relacionados con el metabolismo eran las
que incluian un mayor numero de genes. Ademas, se encontraron genes
involucrados en la replicacion, recombinacidén, mutacion y reparacion del DNA,
asi como proteinas toxina/antitoxina implicadas en el mantenimiento de
plasmidos (Bardaji et al., 2019), por lo que es probable que muchos de los genes
exclusivos de patovar o ausentes de patovar sean transportados por plasmidos
u otros elementos genéticos moviles. Entre los genes exclusivos de patovar se
identificaron genes que codifican proteinas con un posible papel en la virulencia
y/o especificidad de huésped, como 13 factores de transcripcion, tres proteinas
relacionadas con el metabolismo del di-GMP ciclico, dos proteinas relacionadas

con quimiotaxis, 20 transportadores pertenecientes a ocho superfamilias
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diferentes, cuatro efectores del T3SS exclusivos de Psry 11 genes relacionados
con el sistema de secrecion tipo IV (T4SS) exclusivos de Psm (Tabla 3). Por otro
lado, en todos los genomas de Psf se identificd la ausencia de los genes
implicados en la biosintesis de la fitotoxina rizobitoxina (rtxA y rixC), los genes
hxcU, hxcP y hxcV del sistema de secrecidon tipo Il (T2SS) y los genes
ALO43_200111 y gmr_8, relacionados con la sintesis de una bacteriocina y con
el metabolismo del di-GMP ciclico, respectivamente (Tabla 4). Todos estos
genes estan ausentes en Psfy son compartidos por las cepas de los 4 patovares
tumorigénicos de P. savastanoi, por lo que podrian ser esenciales para a
induccién de tumores en diversos huéspedes de plantas.

En general, el nUmero de genes exclusivos y ausentes de patovar identificados
fue inversamente proporcional al nUmero de genomas analizados, siendo Psr
(tres genomas) y Psm (un genoma) los patovares donde encontramos un mayor
namero de genes exclusivos. Sin embargo, se identificaron 3 genes presentes
exclusivamente en Psv solo cuando las cepas aisladas de adelfa 0485_9 e ICMP
13786 se analizaron junto con las otras seis cepas de Psv (Tabla 2, Anexo 1).
Por lo tanto, las cepas 0485_9 e ICMP 13786 comparten mas genes con las
cepas de Psv que con las de Psn reforzando su asignacién al patovar Psv, que
como se indicé en la Introduccién de este Capitulo, también se apoya por el
rango huésped que mostraron estos aislados en ensayos de patogenicidad

cruzada (Moreno-Pérez et al., 2020).

Por ultimo, teniendo en cuenta que la reorganizacién de las cepas 0485_9 e
ICMP 13786 en Psv permitié la identificacibn de genes exclusivos de Psv y
debido a la proximidad filogenética la cepa Psm Ph3 y las cuatro cepas de Psn,
se llevé a cabo el andlisis gendmico reasignando la cepa Psm Ph3 como
miembro del patovar Psn, coincidiendo con el grupo Psn-Psm definido en el
analisis filogenético (Figura 3). El andlisis del core genome 'y del pangenoma del
grupo Psn-Psm, mostr6 una disminucion del tamafo del soft-core genome hasta
los 3780 genes, debido al aumento del numero de genomas en el analisis (Tabla
2). Ademas, ajustando los datos obtenidos en el analisis del pangenoma al

modelo de la Ley de Heap se obtuvo un parametro de ajuste similar (y = 0.1267)

97



Capitulo 1

pero inferior al obtenido en ausencia de Psm Ph3 (y = 0.1431).

Tabla 3. Genes presentes exclusivos de patovar.

Patovar Gen Descripcion?
Regulacion génica: Transduccion de la sefal
Psf cph2 Fitocromo
Psf MDS_1714 Proteina quimiorreceptora MCP
Psf - Diguanilato ciclasa
Psm morA Diguanilato ciclasa - fosfodiesterasa
Psr CSrA Regulador de almacenamiento de carbono
Psr cheY Transduccion de sefiales al motor flagelar
Psr gmr Diguanilato ciclasa
Regulacion génica: Regulador transcripcional
Psf cysL Regulador transcripcional de tipo HTH
Psf lysR Regulador transcripcional de la familia LysR
Psf nicS Represor transcripcional de tipo HTH
Psf prtR-2 Regulador transcripcional
Psf luxR Regulador transcripcional
Psm araC Regulador transcripcional de la familia AraC
Psm gntR Regulador transcripcional de tipo HTH
Psm lacl Regulador transcripcional de la familia Lacl
Psm trfB Represor transcripcional

Psr ALO83_200107 Nucleotidiltransferasa

Psr K788_0009225 Regulador transcripcional de la familia Xre
Psr murR Regulador transcripcional de tipo HTH
Psr PSTA9_01826 Regulador transcripcional de tipo HTH

Sistemas de secrecion

Psf traX Acetilacion de pilina F
Psm mpr Metaloproteinasa de zinc
Psm rhsB Proteina del T4SS
Psm taxB Proteina del T4SS
Psm trbL Proteina del T4SS
Psm virB11 Proteina del T4SS tipo A
Psm virB4 Proteina del T4SS tipo A
Psm virB5 Proteina del T4SS tipo A
Psm virB6 Proteina del T4SS tipo A
Psm virB8 Proteina del T4SS tipo A
Psm virB9 Proteina del T4SS tipo A
Psm virD2 Proteina del T4SS tipo A
Psm virD4 Proteina del T4SS tipo A
Psm vgrG1 Proteina del T6SS

Psr IL1374 Posible efector del T3SS

Psr - Posible efector del T3SS

Psr shcF-1 Chaperona del T3SS

Psr avrRps4 Efector del T3SS

Psr hopZ5 Efector del T3SS

Psr hopF1 Efector del T3SS

Psr JCM19235_169 Proteina del T6SS
Toxinas - Antitoxinas

Psm hth Proteina con moédulo antitoxina
Psm relE Toxina bacteriana
Psr ALO52_07095 Sistema toxina-antitoxina

Psr ALO40_200213 Sistema toxina-antitoxina
aT3SS: Sistema de secrecion tipo 3; T4SS: Sistema de secrecion tipo 4; T6SS: Sistema de
secrecion tipo 6. MCP: del inglés, Methyl-accepting chemotaxis protein; HTH: hélice-giro-hélice.

98



Capitulo 1

Tabla 4. Genes ausentes exclusivos de patovar identificados.

Patovar Gen Descripcion?
Regulacion génica: Transduccion de la sefal
Psf cheY Transduccion de sefiales al motor flagelar
Psf gmr_8 Proteina fosfodiesterasa
Psf cph2 Proteina con dominio HK/GAF
Psm ebA163 Fosfodiesterasa con dominio PAS
Psr ALO93_100394 Proteina con dominio PAS
Regulacion génica: Regulador transcripcional
Psf prtR-1 Regulador transcripcional
Psm rsuA Pseudouridina sintasa
Psm cscR Regulador transcripcional
Psr csoR Regulador transcripcional
Sistemas de secrecion
Psf hxcP Proteina del T2SS
Psf hxcV Proteina del T2SS
Psf hxcU Proteina del T2SS
Psf tssM2 Proteina del T6SS
Psr ORF2 Posible efector del T3SS
Psr cagZ Proteina del T4SS
Toxinas - Antitoxinas
Psf rtxA O-acetilhomoserina aminocarboxipropiltransferasa
Psf rxC Dihidrorhizobitoxina desaturasa
Psf ALO43_200111 Bacteriocina

aT2SS: Sistema de secrecion tipo Il; T3SS: Sistema de secrecidn tipo lll; T4SS: Sistema de
secrecion tipo IV; T6SS: Sistema de secrecion tipo VI. MCP: del inglés, Methyl-accepting
chemotaxis protein; HTH: hélice-giro-hélice; HK: histidina quinasa; GAF: dominio GAF presente
en GMP-fosfodiesterasas, adenilciclasas y FhIA.

Por otro lado, la inclusion de la cepa Psm Ph3 dentro del pv. nerii provocd
cambios en el repertorio de genes exclusivos de patovar, ya que permitié la
identificacién de un total de 14 genes exclusivos presentes, asi como 14 genes

exclusivos ausentes.

Los genes identificados se clasificaron y ordenaron siguiendo las categorias
descritas anteriormente (Tabla 5). Siguiendo la tendencia anterior, las categorias
formadas por HP (nueve genes) y los genes relacionados con el metabolismo
(seis genes) fueron las mayoritarias. En el grupo Psn-Psm, también se
identificaron elementos con un posible papel en la virulencia y/o especificidad de
huésped, como la presencia exclusiva del factor de transcripcién dksA y la

chaperona ShcF-2 del T3SS. Ademas, se identifico la ausencia en Psm y los

99



Capitulo 1

cuatro genomas de Psn del factor de transcripcién gstR'y del gen hsvC, requerido

para la biosintesis de la fitotoxina fevamina A (O'Neill et al., 2018).

Tabla 5. Genes presentes y ausentes relacionados con virulencia y/o especificidad de
huésped identificados exclusivamente en el grupo Psn-Psm.

Patovar Gen Descripciona
Replicacion, recombinacion, mutacion y reparacion del DNA

Ausente parD Determinante de estabilidad del DNA

Presente ALO37_02080 Integrasa

Presente xerC Recombinasa

Presente ALO81_200031 Proteina de uniéon a DNA de una cadena
Regulacion

Ausente gstR Regulador transcripcional

Presente dksA Factor de transcripcion de union a RNA-pol
Metabolismo

Ausente guaB1 Inosina-5'-monofosfato deshidrogenasa

Presente ALO63_04253 Inosina/uridina nucleosido hidrolasa

Presente amnD 2-aminomuconato desaminasa

Presente bbsF Degradacion de tolueno

Presente entA 3-oxoacil reductasa

Presente gabD Succinato-semialdehido deshidrogenasa
Sistemas de secrecion

Ausente orf215 Ruta de translocacién de arginina

Presente shcF-2 Chaperona del T3SS
Toxinas-Antitoxinas

Ausente hsvC Biosintesis de fevamina A

Ausente dind Proteina con médulo antitoxina

Ausente fusC Resistencia a acido fusarico
Otros

Presente inaZ Proteina de nucleacién

aT3SS: Sistema de secrecion tipo 3.

Por lo tanto, las cepas Psm Ph3 y los cuatro representantes de Psn analizados
en este trabajo presentan un contenido génico similar, ya que la formacién del
grupo Psn-Psm provoca la aparicibn de 28 genes exclusivos presentes vy
ausentes en estas cepas, permitiendo la identificacion de una serie de genes
posiblemente relacionados con virulencia y/o especificidad de huésped, los

cuales pueden ser esenciales para el desarrollo de sintomas en adelfa.

100



Capitulo 1

Identificacion de factores de virulencia mediante PIFAR

Finalmente, se realiz6 una prediccidn bioinformatica del repertorio de genes de
virulencia presentes en las 21 cepas de P. savastanoi utilizando PIFAR (Figura
4) (Martinez-Garcia et al., 2016), prestando especial atencién a los genes de
biosintesis de las fitohormonas IAA y CKs. De acuerdo con los datos publicados
previamente, el operdn ijaaMH, requerido para la biosintesis de IAA y la
formacion de tumores tanto en cepas de Psn como de Psv (Aragon et al., 2014;
Cerboneschi et al., 2016), se identificé en todos los patovares, excepto Psf. Sin
embargo, todas las cepas de P. savastanoi codifican el gen iaal, requerido en
cepas de Psn para la biosintesis del conjugado aminoacidico 3-indol-acetil-e-L-
lisina (Glass and Kosuge, 1986). Las cepas de Psf tampoco codifican los genes
ptz e idi (lacobellis et al., 1998), implicados en la biosintesis de CKs y necesarios
para la correcta formacién de tumores en Psv y Psn (lacobellis et al., 1994).
Ademas, tampoco se encontrd el gen ptz en la cepa Psn ICMP 13781 ni en los
aislados de adelfa 0485_9 e ICMP 13786. Trabajos anteriores, han demostrado
la ausencia del gen ptz en algunas cepas de Psn, lo que podria estar relacionado
con la codificacion plasmidica de este gen en la mayoria de las cepas de Psn

(Caponero et al., 1995; Perez-Martinez et al., 2008).

Entre los factores de adhesién analizados por PIFAR, encontramos que los
genes necesarios para la biosintesis de celulosa estan ausentes en todas las
cepas de Psf y que las proteinas que contienen un dominio de hemaglutinacion
solo estan codificadas en las tres cepas de Psr, Psf NCPPB 1006 y Psv ICMP
1411. El gen xadM, que codifica una adhesina requerida para una correcta
adhesién, formacion de biopeliculas y virulencia en Xanthomonas oryzae pv.
oryzae (Pradhan et al., 2012), también se encontré en casi todos los genomas
de P. savastanoi. La regibn WHOP, implicada en el metabolismo de compuestos
aromaticos, se encontré completa en todas las cepas de P. savastanoi (Figura
4).
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Figura 4. Prediccion bioinformatica del repertorio de genes de virulencia presentes en
cepas de P. savastanoi aisladas de huéspedes lefiosos. Los cuadros negros y los cuadros
blancos indican la presencia o ausencia del gen o conjunto de genes indicado, respectivamente;
el asterisco muestra genes no encontrados en el genoma correspondiente pero identificados por
PCR; los cuadros rayados muestran genes que no se encuentran en el borrador del genoma
correspondiente, pero que se encuentran en las lecturas no ensambladas. iaaM, iaaH e iaal;
genes relacionados con el acido indol-3-acético (IAA); ptz e idi, genes relacionados con
citoquininas; efe, gen de la enzima productora de etileno. MDR, transportador de resistencia a
multiples  farmacos; ACR; transportador de tipo acridina de la familia
resistencia/nodulacion/division celular (RND); SMR, familia de pequefios transportadores
multidrogas; MATE, familia de transportadores de compuestos toxicos y multidrogas; OEP,
transportador de salida de membrana externa (familia RND); attC y attG, homélogos de genes
de unién (Agrobacterium tumefaciens); xadM, homoélogo del gen de adhesién (Xanthomonas
oryzae); Celulosa, celulosa sintasa; Hema, proteina de repeticion de hemaglutinina; Usher,
proteina usher de membrana externa; Fimbrial, proteina fimbrial. Los factores de virulencia se
identificaron utilizando la herramienta web PIFAR (Martinez-Garcia et al., 2016).
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DISCUSION

Los métodos basados en gendmica han ofrecido una resolucion sin precedentes
para el andlisis de la diversidad y las relaciones evolutivas dentro del complejo
P. syringae, ademas de permitir la identificacion de genes candidatos
involucrados en la patogenicidad y la definicion del rango del huésped (Baltrus
et al.,, 2011; 2017; Bartoli et al., 2015; Dillon et al., 2019a; 2019b; Lindeberg et
al., 2009; Monteil et al., 2016). Con estos antecedentes, en este capitulo se ha
llevado a cabo la secuenciacion de cuatro nuevas cepas de P. savastanoi: Psn
ESC23, Psr CECT 4861, Psf NCPPB 1006 y Psm Ph3 y se ha realizado un
analisis gendmico comparativo de 21 cepas representantes de los cinco
patovares de P. savastanoi aislados de huéspedes lefiosos. Este analisis ha
permitido la identificacion de genes potencialmente implicados en la
determinacién del rango de huésped y, junto al analisis filogenético, ha apoyado

la correcta clasificacién de dos cepas aisladas de adelfa al patovar Psv.

El pangenoma de P. savastanoiy sus patovares

El pangenoma de P. savastanoi (21 cepas) calculado en este trabajo es
aproximadamente 10 veces mas pequefo que el obtenido en el analisis de las
cepas pertenecientes al complejo P. syringae (391 genomas) y 3.5 veces menor
que el obtenido en el analisis de todas las cepas pertenecientes al filogrupo 3
(143 genomas) (Dillon et al., 2019b). Ademas, mientras que el pangenoma del
complejo P. syringae (y = 0.425) y de las cepas del filogrupo 3 (y = 0.527) se
encuentra abierto (Dillon et al., 2019b), el de P. savastanoi esta casi cerrado (y
= 0.157) (Tabla 2). La gran homogeneidad de los genomas de P. savastanoi
resulta en un bajo contenido en genes especificos de cepa y patovar (16% de
genes especificos de cepa versus aproximadamente el 60% en el complejo P.
syringae), lo que probablemente refleja relaciones filogenéticas cercanas, un
gran repertorio de genes especificos de nicho compartidos vy, tal vez, una
incapacidad natural para adquirir DNA ex6geno (Pérez-Martinez et al., 2007).
Sin embargo, también es posible que los genomas analizados no representen la

verdadera diversidad de la especie y sus cuatro patovares de huéspedes
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lefiosos. Por lo tanto, el andlisis de genomas adicionales de P. savastanoi
procedentes de cepas aisladas del huésped lefiosos, asi como de la superficie
de plantas herbaceas o de plantas no huésped y de ambientes no agricolas,
podria afadir diversidad genética a este patdgeno, lo que resultaria en
pangenomas de P. savastanoiy de sus patovares mas abiertos, asi como en un
namero mas reducido de determinantes de rango de huésped que los
identificados en este estudio. De hecho, otros autores han publicado la existencia
de una mayor variabilidad genotipica y fenotipica entre cepas de P. savastanoi,
como por ejemplo la capacidad de producir levano o rangos huésped atipicos
(Cinelli et al., 2014; Marchi et al., 2005; Moretti et al., 2016; Morris et al., 2019;
Sisto et al., 2007).

Si se compara el tamafo del core genome de P. savastanoi con el obtenido en
otras bacterias patégenas, observamos que el core genome de Erwinia
amylovora tiene tamano similar (3414), representando mas del 80% del tamafio
total de su pangenoma, lo cual contrasta con el obtenido para P. savastanoi
(38%) (Mann et al., 2013). Estos datos sugieren una mayor diversidad genética
en la especie P. savastanoi, quizds debida a la adaptacibn a diversos
huéspedes, o bien, al andlisis gendmico de cepas muy similares en E. amylovora.
Por el contrario, Pseudomonas aeruginosa presenta un core genome de 2503
genes, que representan solo el 15% del tamafio total del pangenoma. Ademas,
el 54% de sus genes estan presentes en mas de un genoma, dato similar al
obtenido para P. savastanoi (46%), y presentaban una amplia variedad de
funciones, como genes de resistencia a antibiéticos, sistemas de secrecion de

toxinas o proteinas efectoras (Mosquera-Rendén et al., 2016).

Filogenia y rango de huésped de P. savastanoi.

La filogenia derivada del alineamiento del core genome de P. savastanoi
presenta una distribucion similar a la obtenida en el analisis filogenético
anteriormente realizado con 40 genes esenciales (Moreno-Pérez et al., 2020).
Ademas, las cepas de Psf, Psn, Psr, Psv y Psm se agruparon en una rama

independiente y estrechamente relacionadas con cepas no tumorigénicas, de
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acuerdo con lo indicado en trabajos anteriores (Dillon et al., 2019b; Gomila et al.,
2017). Esto sugiere que las cepas de Psf, Psn, Psr, Psv y Psm se originaron de
un ancestro comun, que probablemente adquirié la capacidad de inducir tumores

en plantas.

Estos patovares también se corresponden con linajes genéticos bien definidos,
que indican la presencia de distintos eventos evolutivos que llevarian a su
especificidad de huésped. En el analisis filogenético del core genome de P.
savastanoi realizado en este trabajo, se han identificado grupos formados por
cepas exclusivas de un patovar (Grupo Psf y Grupo Psr). Por otro lado, Psr
también forma un grupo monofilético independiente. Estudios anteriores
realizados mediante MLSA de cuatro genes esenciales, no incluyeron la cepa
Psr DAPP-PG769 en el mismo clado que Psv, Psn y Psf, sino que la agrupé junto
a P. syringae pv. ribicola, sugiriendo que Psr tal vez no deberia ser considerado
miembro del grupo P. savastanoi (Moretti et al., 2016). Sin embargo, analisis
posteriores utilizando un mayor numero de genes esenciales (Moreno-Pérez et
al., 2020), asi como la filogenia gendémica realizada en este trabajo, respaldan la

clasificacion de los aislados de Psr dentro de la especie P. savastanoi.

Por otro lado, el analisis filogenético del core genome demostrd que las cepas
de Psv, Psn y Psm agrupaban entre si, contrastando con el caracter monofilético
de las cepas de Psf y Psr. Las cepas de Psv se distribuyen en dos clados
separados, agrupados con Psr o Psn (Figura 3). Sin embargo, la aparicion de
diferentes linajes genéticos para un patovar no es nueva (Gironde and Manceau,
2012; Hulin et al., 2018; Martin-Sanz et al., 2012; 2013), ya que los patovares
son definidos por su capacidad de inducir sintomas y no necesariamente por su
relacion filogenética (Young et al., 1992). Ademas, también es posible que los
dos linajes genéticos de Psv muestren diferencias en su rango de huésped, ya
que en ensayos de patogenicidad en 15 hospedadores herbaceos y lefiosos se
identificd un rango de huésped mas amplio en Psv PseNe107 (Grupo Psv-Psn)
que en Psv NCPPB 3335 (Grupo Psv) (Morris et al., 2019).
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Las cepas de Psv también agruparon con dos aislados de adelfa (Grupo Psv-
Psn), supuestamente pertenecientes al pv. nerii (Figura 3). La reubicacion de las
cepas 0485_9 e ICMP 13786 formando parte de Psv, provoca la aparicion de
genes exclusivos no identificados anteriormente, indicando una mayor similitud
de estos aislados con las cepas de Psv que con las cepas de Psn (Tabla 2).
Ademas, los aislados 0485_9 e ICMP 13786, junto al resto de cepas de Psv,
codifican una secuencia DNA (datos no mostrados) especifica del patovar
savastanoi (Tegli et al., 2010), mientras que dicha secuencia no se encontr6 en
el resto de los genomas de Psn. Por ultimo, ensayos de inoculacion cruzada
entre cepas de Psv y Psn no incluidos en este trabajo han demostrado que todas
las cepas incluidas en el patovar Psv en este analisis son capaces de producir
sintomas en olivo pero no en adelfa (Moreno-Pérez et al., 2020). Por tanto, los
resultados aqui obtenidos también apoyan la inclusién de las cepas 0485_9 e
ICMP 13786 en el patovar Psv.

Por ultimo, el analisis filogenético también mostrd una clara asociacion evolutiva
entre las cepas de Psn y Psm (Figura 3). La reasignacion de Psm dentro de Psn
(Grupo Psn-Psm) provoc6 cambios en el pangenoma de estas cepas y evidencio

la alta proximidad evolutiva entre ellas.

Los andlisis gendmicos realizados en este trabajo no han descrito la presencia
de genes exclusivos de Psn, sin embargo, se han identificado 28 genes cuya
presencia o ausencia es exclusiva del grupo Psn-Psm, reforzando la teoria de
una emergencia de las cepas de Psm a partir de cepas de Psn (Eltlbany et al.,
2012). Ademas, inoculaciones artificiales de cepas de P. savastanoi han
demostrado que solo las cepas de Psn y Psm son capaces de inducir sintomas
en dipladenia (Caballo-Ponce, 2017), aunque el rango de huésped de ambos
patovares no es idéntico. Por otro lado, también se han identificado genes
exclusivos de Psm en este trabajo que podrian ser relevantes en la especificidad
de huésped, apoyando la asignacién de Psm como un patovar independiente de

P. savastanoi.

106



Capitulo 1

Genes especificos de patovar

Utilizando dos estrategias complementarias (Roary y PIFAR), en ese trabajo se
ha identificado un repertorio de genes especificos de patovar potencialmente
implicados en especificidad de huésped (Tabla 2, Figura 4, Anexo 1). La mayoria
de los genes presentes o ausentes han sido identificados en los genomas de
cepas pertenecientes a los dos grupos monofiléticos (Psr o Psf). El analisis de
su posible funcidon nos ha permitido identificar determinados genes asociados
con virulencia, que podrian estar directamente implicados en las diferencias en

el rango de huésped de estas cepas.

En Psr se han identificado tres efectores del T3SS presentes de manera
exclusiva (avrRps4, hopZ5, hopF1). EI T3SS ha sido identificado como un
elemento clave en virulencia (Cunnac et al., 2009; Mansfield, 2009), ya que
permite la translocacion de proteinas efectoras de la bacteria al citoplasma de la
célula vegetal, donde actuan suprimiendo las respuestas de defensa de la planta
a diferentes niveles (Zhou and Chai, 2008). Ademas, el repertorio de efectores
de bacterias fitopatdbgenas ha sido identificado como uno de los determinantes
mas relevantes del rango de huésped en el complejo P. syringae (Baltrus et al.,
2011). Por lo tanto, los tres efectores identificados exclusivamente en Psr
podrian jugar un papel importante en la supresion de la respuesta inmune de la

planta y estar relacionados con la interaccion especifica Psr-retama.

El T4SS también constituye un sistema de translocaciéon de proteinas al
citoplasma de células vegetales que se ha relacionado con los sistemas de
conjugacion bacteriana y con la virulencia de bacterias fitopatégenas (Christie
and Cascales, 2005; Kang et al., 2002). Psv NCPPB 3335 contiene un sistema
de secrecidn tipo IV-A completo y un tipo IV-B incompleto (Perez-Martinez et al.,
2008), y nuestros resultados sugieren la presencia en Psm de un conjunto de
genes virB/virD4 (tipo IV-A) diferente al de Psv NCPPB 3335, no presentes en
ninguna otra cepa de P. savastanoi. Estas diferencias podrian estar relacionadas
con el diferente rango de huésped de las cepas de Psn y Psm (Caballo-Ponce,
2017).
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Las cepas de Psf son las Unicas que no codifican el operén iaaMH (Figura 4) ni
los genes rtxA y rtxC, implicados en la biosintesis de la fitotoxina rhizobitoxina
(Sugawara et al., 2006). La produccion de fitotoxinas se ha relacionado con la
especializacidén de cepas de P. syringae en un huésped comuan, asi como con su
patogenicidad. Cepas de P. syringae pv. morsprunorum y P. syringae pv.
syringae productoras de coronatina, syringomicina, syringolina o syringopeptina
infectan cerezo, mientras que cepas carentes de estas toxinas no lo hacen (Hulin
et al., 2018). De acuerdo con nuestros resultados, en Bradyrhizobium japonicum
se ha descrito una correlacion entre la produccion de rhizobitoxina y produccion
de IAA (Minamisawa and Fukai, 1991). Ademas, en Xanthomonas oryzae se ha
descrito la presencia los genes rtxAC entre dos secuencias de insercidn,
formando una estructura de transposon (Sugawara et al., 2006), lo que podria
estar relacionado con la ganancia de estos genes mediante transferencia

horizontal.

El gen ptz, involucrado en la produccion de CKs, no se encontrd en las cepas de
Psf, ni en los genomas de Psn ICMP 13781, ni en las cepas de adelfa
reasignadas en Psv (0485_9 e ICMP 13786) (Figura 5). Aunque este gen es de
codificacion plasmidica en la mayoria de las cepas de Psn, algunas de ellas no
lo contienen (Caponero et al., 1995; Perez-Martinez et al., 2008). Las CKs se
han correlacionado con los sintomas inducidos por P. savastanoi en olivo y en
adelfa (Surico et al., 1985), aunque la cepa Psn ICMP 13781 no contiene ptz
pero induce tumores en plantas de olivo tan grandes como los producidos por
otras cepas de Psn que lo codifican (Moreno-Pérez et al., 2020). Por tanto, al
igual que ocurre en Psv, la induccion de sintomas completos por Psn en olivo
también depende probablemente de otros determinantes de virulencia (Caballo-
Ponce et al., 2017a).

El gen hsvC, implicado en la biosintesis de fevamina, se localizd en todos los
patovares excepto en Psn y Psm (Grupo Psn-Psm). Esta molécula, compuesta
de una espermidina, L-Fenilalanina y L-Valina modificadas, promueve el

crecimiento bacteriano suprimiendo la respuesta inmune de la planta. La
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implicacidn en virulencia de esta fitotoxina ha sido demostrada en E. amylovora
(OH et al., 2005) y, recientemente, en P. syringae pv. tomato, donde se demostro
que contribuye a la virulencia en Arabidopsis, suprimiendo la respuesta inmune

inducida por flagelina (O'Neill et al., 2018).

Por ultimo, una gran cantidad de genes especificos identificados en este trabajo
han sido anotados como proteinas hipotéticas, proteinas que representan una
coleccion diversa de genes especificos de patovar que pueden ser clave en la
de P. savastanoi con sus huéspedes. Sin embargo, conviene recordar que la
asignacion de alguno de los genes identificados como ausentes en algunos
patovares puede deberse a errores de secuenciacibn o ensamblaje de los
genomas, asi como a la exigencia en el andlisis mediante Roary de cubrirse al
menos el 90% de identidad. Por tanto, la curacibn manual gen a gen resulta

adecuada para la identificacién exacta de genes especificos de patovar.

En conclusion, ademas de los genes del T3SS, cuyo papel en la especificidad
de huésped ya se ha demostrado en el complejo P. syringae, nuestros resultados
sugieren la existencia en P. savastanoi de otros factores de virulencia que
también podrian contribuir a la definicion del rango del huésped, como las
proteinas secretadas por los diferentes sistemas de secrecidn, genes
involucrados en la biosintesis de las fitotoxinas rizobitoxina y fevamina A, una
gran cantidad de reguladores transcripcionales, proteinas involucradas en el
metabolismo de di-GMP ciclico, proteinas implicadas en la transduccion de

senales, una coleccion de transportadores, asi como diferencias metabdlicas.
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ANEXO 1 - Genes presentes exclusivos de patovar

Patovar Gen Descripcion?

Replicacion, recombinacion, mutacion y reparacion del DNA
Psf AL065_19095 Helicasa con caja DEAD/DEAH
Psf ALO40_02245 Resolvasa
Psf ALO58_00980 Integrasa

Psf rigA-1 Integrasa

Psf rigA-2 Integrasa

Psf rulA Proteina de resistencia a ultravioleta
Psf rulB DNA polimerasa

Psm ALO43_200551 Relaxasa

Psm GDI0028 Transposasa

Psm mobC Relaxasa

Psm orfA Transposasa

Psm repA Proteina de replicacion plasmidica RepA
Psm res Resolvasa

Psm tnpR Resolvasa

Psm parA Proteina de particion ParA

Psm parB Proteina de particion ParB

Psm TO66_31695  DNA primasa
Psn-Psm ALO37_02080 Integrasa

Psn-Psm xerC Tirosina recombinasa XerC
Psn-Psm ALO81_200031 Proteina de unibn a DNA monocatenario
Psr repA Proteina de replicacion plasmidica RepA

Psr ALO53_01572 DNA methylasa
Psr ALO58_00980 Integrasa

Psr comM Proteina de iniciacién de la replicacion
Psr mobB Relaxasa
Psr orf268 Proteina de alivio de la restricciéon

Psr PLA106_27901 Proteina de segregacién cromosémica SMC
Psr PSPPH_4558 Proteina con dominio MutT

Psr Rmet_6256 Proteina de circularizacion del DNA
Psr tniB Transposasa
Psr umuC DNA polimerasa V
Psr - Fago integrasa
Regulacion génica: Transduccion de la sefal
Psf cph2 Fitocromo
Psf MDS_1714 Proteina quimiorreceptora MCP
Psf - Diguanilato ciclasa
Psm morA Diguanilato ciclasa - fosfodiesterasa
Psr CsrA Regulador de almacenamiento de carbono
Psr cheY Transduccion de sefiales al motor flagelar
Psr gmr Diguanilato ciclasa
Regulacion génica: Regulador transcripcional
Psf cysL Regulador transcripcional de tipo HTH
Psf lysR Regulador transcripcional de la familia LysR
Psf nicS Represor transcripcional de tipo HTH
Psf prtR-2 Regulador transcripcional
Psf luxR Regulador transcripcional
Psm araC Regulador transcripcional de la familia AraC
Psm gntR Regulador transcripcional de tipo HTH
Psm lacl Regulador transcripcional de la familia Lacl
Psm trfB Represor transcripcional
Psn-Psm dksA Factor de transcripcion de uniéon a RNA-pol

Psr ALO83_200107 Nucleotidil transferasa
Psr K788_0009225 Regulador transcripcional de la familia Xre
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Patovar Gen Descripcion?
Psr murR Regulador transcripcional de tipo HTH
Psr PSTA9_01826 Regulador transcripcional de tipo HTH
Metabolismo
Psf glf UDP-galactopiranosa mutasa
Psf Iy 4-hidroxiphenilpiruvato dioxigenasa
Psf nicB 6-hidroxi-3-succinoilpiridina 3-monooxigenasa HspA
Psf nirB Nitrito reductasa
Psf parA Acido covirinico sintasa
Psm arnB UDP-4-amino-4-deoxi-L-arabinosa-oxoglutarato aminotransferasa
Psm bauA Piruvato aminotransferasa
Psm fdhA Treonina dehidrogenasa Zn-dependiente
Psm gph Fosfoglicolato fosfatasa
Psm HEARO0070 Flavoproteina oxidoreductasa
Psm purM Fosforibosilformilglicinamidina ligase
Psm mitC Transglicosilasa C
Psn-Psm  ALO63_04253 Nucleédsido hidrolasa
Psn-Psm amnD 2-aminomuconato deaminasa
Psn-Psm bbsF Succinil-CoA:(R)-benzilsuccinato CoA-transferasa
Psn-Psm entA 3-oxoacil reductasa FabG
Psn-Psm gabD Succinato-semialdehido dehydrogenasa
Psr AC504_3245  3-oxoacil sintasa lll
Psr ALO61_200120 Acetiltransferasa
Psr AN403_4723  Dioxigenasa
Psr hutl Amidohidrolasa
Psr kamA Lisina 2,3-aminomutasa
Psr lgrC Péptido sintasa
Psr mshD Micotiol acetiltransferasa
Psr nasA Nitrato reductasa
Psr wbaZ Glicosil transferasa
Psr yhdN Aldo-ceto reductasa
Psr - Carbamoil-fosfato sintasa
Sistemas de secrecion
Psf traX Acetilacion de pilina F
Psm mpr Metaloproteinasa de zinc
Psm rhsB Proteina del T4SS
Psm taxB Proteina del T4SS
Psm trbL Proteina del T4SS
Psm virB11 Proteina del T4SS tipo A
Psm virB4 Proteina del T4SS tipo A
Psm virB5 Proteina del T4SS tipo A
Psm virB6 Proteina del T4SS tipo A
Psm virB8 Proteina del T4SS tipo A
Psm virB9 Proteina del T4SS tipo A
Psm virD2 Proteina del T4SS tipo A
Psm virD4 Proteina del T4SS tipo A
Psm vgrG1 Proteina del T6SS
Psr IL1374 Posible efector del T3SS
Psr - Posible efector del T3SS
Psr shcF-1 Chaperona del T3SS
Psr avrRps4 Efector del T3SS
Psr hopZ5 Efector del T3SS
Psr hopF1 Efector del T3SS
Psr JCM19235_169 Proteina del T6SS
Psn-Psm shcF-2 Chaperona del T3SS
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Patovar Gen Descripcion?

Toxinas - Antitoxinas
Psm hth Proteina con moédulo antitoxina
Psm relE Toxina bacteriana

Psr ALO52_07095 Sistema toxina-antitoxina
Psr ALO40_ 200213 Sistema toxina-antitoxina

Transporte
Psf ALO44_200151 Transportador LrgA, Mureina hidrolasa
Psf exuT Transportador MFS
Psf mglA2 Transportador ABC — galactosa/metil galactosida
Psf nasA Transportador MFS
Psf nhaP Antiporter monovalente cation/proton
Psf Pgy4_28675  Transportador aminoacidico LysE
Psf proW Transportador ABC
Psf yddO Transportador ABC
Psf yiiY Porina especifica de oligogalacturonato
Psm proV Transportador ABC
Psm tonB Proteina con dominio TonB
Psr DM41_6341 Transportador MFS
Psr emrY Transportador MFS
Psr imeA Transportador MFS
Psr mgIB Transportador ABC
Psr setC Transportador MFS
Psr fauA Sulfonate/nitrate/taurine transport system substrate-binding protein
Psr triC Bomba de flujo catiébn/multidroga (Transportador RND)
Psr yijE Transportador de membrana interna yiJE
Psr ytbD Transportador MFS
Otros
Psm htrC Proteina C de estrés térmico
Psm luxA Luciferasa
Psn-Psm inaZ Proteina de nucleacion
Psr pupB Receptor especifico de sifer6foros
Proteinas hipotéticas
Psf 5 Psr 19
Psm 18 Psv 3
Psn 0 Psn-Psm 3
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ANEXO 2 - Genes ausentes exclusivos de patovar

Patovar Gen Descripcion?
Replicacion, recombinacion, mutacion y reparacion del DNA
Psf umuD DNA polimerasa V
Psf LT42_00900 Profago, dominio nucleasa tipo ParB
Psf AL065_07845 Helicasa
Psn-Psm parD Determinante de estabilidad del DNA
Psr ALO37_100605 Transposasa
Psr AC504_2402  Proteina de unién a DNA
Psr repA Proteina de replicacion plasmidica RepA
Psr inpS Proteina S de cointegraciéon

Psv ALO74_101392 Transposasa
Regulacion génica: Transduccion de la sefal

Psf cheY Transduccion de sefiales al motor flagelar
Psf gmr_8 Proteina fosfodiesterasa

Psf cph2 Proteina con dominio HK/GAF

Psm ebA163 Proteina fosfodiesterasa con dominio PAS

Psr ALO93_100394 Proteina con dominio PAS
Regulacion génica: Regulador transcripcional

Psf prtR-1 Regulador transcripcional
Psm rsuA Pseudouridina sintasa
Psm cscR Regulador transcripcional
Psn-Psm gstR Regulador transcripcional
Psr csoR Regulador transcripcional
Metabolismo
Psf PSPPH_1510 Polisacarido liasa
Psf ALO61_200159 O-acetllhomoserina aminocarboxipropiltransferasa
Psf PSPSV_C0023 Metiltransferasa
Psf glnA Glutamina sintasa GInA
Psf pelP Pectato liase
Psf puuD Gamma-glutamil-gamma-aminobutirato hidrolasa
Psf metA Homoserina O-succiniltransferasa
Psf phnW 2-aminoetilfosfonato--piruvato transaminasa
Psf AL058_24755  Propionil-CoA carboxilasa
Psm phaG Polihidroxialkanoato sintasa
Psn-Psm guaB1 Inosina-5'-monofosfato deshidrogenasa
Psr hutl Amidohidrolasa relacionada con omidazolonepropionasa
Psr hcaD Piridina nucledétido-disulfito oxidoreductasa
Psr CSgA Glucosaribitol dehidrogenasa
Psr Psyr_1434 Monooxigenasa relacionada con la biosintesis de antibiéticos
Psr mshD Micotiol acetiltransferasa
Sistemas de secrecion
Psn-Psm orf215 Ruta de translocacién de la arginina gemela
Psr ORF2 Efector putativo del T3SS
Psf hxcP Proteina del T2SS
Psf hxcV Proteina del T2SS
Psf hxcU Proteina del T2SS
Psr cagZ Proteina del T4SS
Psf tssM2 Proteina del T6SS
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Descripcion?

Patovar Gen
Toxinas - Antitoxinas
Psf rtxA
Psf rtxC
Psf ALO43_200111
Psn-Psm hsvC
Psn-Psm dind
Psn-Psm fusC
Transporte
Psf rhtB
Psf proW
Psm rcnA
Psr potC
Psr mglB
Psr yeaN
Otros
Psf algY
Psf tipO
Psf ALO39_100267
Psn-Psm inaZ
Proteinas hipotéticas
Psf 7
Psm 1
Psn 0

O-acetilhomoserina aminocarboxipropiltransferasa
Dihidrorhizobitoxina desaturasa

Bacteriocina

Biosintesis de fevamina A

Proteina con moédulo antitoxina

Resistencia a acido fusarico

Proteina de salida de homoserina’/homoserina lactona
Transportador ABC

Sistema de expulsién de niquel/cobalto

Transportador ABC

Transportador ABC de azucares

Transportador de cianato

Proteina de unién a calcio

Glicosiltransferasa putativa del pili (Type IV pili)
Lipoproteina

Proteina de nucleacion

Psr 4
Psv 0
Psn-Psm 6
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Identificacion de nuevas rutas de biosintesis de acido
indol-3-acético en Pseudomonas savastanoli pv.

savastanoi NCPPB 3335.
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INTRODUCCION

Las bacterias fitopatégenas han desarrollado una amplia variedad de estrategias
para garantizar una interaccién planta-patdbgeno satisfactoria. Entre estos
mecanismos encontramos la translocacion de proteinas efectoras directamente
a la célula vegetal a través del sistema de secrecion tipo Il (T3SS) o la
produccion de fitohormonas. Estas estrategias son importantes para suprimir las
defensas de la planta o para modular la fisiologia de ésta, promoviendo la
colonizacion y el desarrollo de la enfermedad (Jones and Dangl, 2006; Xin and
He, 2013). Muchas bacterias fitopatbgenas asociadas a plantas tienen la
capacidad de sintetizar acido indol-3-acético (IAA), estando su produccion
implicada en la virulencia del patégeno, ya que altera el equilibrio de auxinas de
la planta, interfiiendo en una amplia gama de procesos de crecimiento,
desarrollo y de respuesta a estimulos ambientales (Patten et al., 2013; Spaepen
and Vanderleyden, 2011; Zhao, 2010). La producciéon de IAA por parte de
bacterias fitopatbgenas como Agrobacterium tumefaciens (Kobayashi et al.,
1995), Pantoea agglomerans (Manulis et al., 1998) o Pseudomonas savastanoi
(Aragbn et al., 2014), promueve la proliferacidén celular durante el desarrollo de
los tumores inducidos en planta. Sin embargo, el IAA también es sintetizado por
muchas bacterias no patdégenas asociadas a plantas presentes en la rizosfera
(Patten et al., 1996). En las bacterias promotoras del crecimiento Azospirillum
brasilensese y Pseudomonas putida se ha demostrado que la produccién de I1AA
participa en el desarrollo del sistema radicular, estimulando su crecimiento
(Dobbelaere et al., 1999; Patten and Glick, 2002).

En bacterias, se han caracterizado cinco rutas de biosintesis de IAA utilizando el
aminoacido triptdéfano (Trp) como precursor (Spaepen and Vanderleyden, 2011;
Spaepen et al.,, 2007). Entre estas rutas encontramos la ruta de la indol-3-
acetamida (IAM), indol-3-piruvato (IPyA), la triptamina (TAM), el indol-3-
acetonitrilo (IAN) y la ruta de la cadena lateral de oxidacion del triptéfano (TSO)
(Introduccion general, Figura 4) (Howden et al., 2009; Patten et al., 2013;

Spaepen et al., 2007). Recientemente se ha identificado en P. syringae pv.
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tomato DC3000 una ruta de biosintesis de IAA no caracterizada hasta la fecha,
en la que participa una indol-3-acetaldehido deshidrogenasa (McClerklin et al.,
2018).

P. savastanoi produce IAA a través de la ruta de la indol-3-acetamida, la mejor
caracterizada en bacterias fitopatogenas. En esta ruta intervienen los genes
iaaM e iaaH, los cuales no estan presentes en cepas aisladas de fresno (Psf), ni
se encuentran ampliamente distribuidos en el complejo Pseudomonas syringae.
En P. savastanoi pv. savastanoi (Psv) NCPPB 3335, los genes iaaM e iaaH se
encuentran por duplicado en el cromosoma bacteriano y organizados en forma
de opero6n (operones iaaMH1 e iaaMH?2) (Gaffney et al., 1990; Palm et al., 1989;
Perez-Martinez et al., 2008; Rodriguez-Palenzuela et al., 2010). La construccion
de un mutante de Psv NCPPB 3335 en el operdn iaaMH1 provoca una
disminucion de los niveles de IAA sintetizados y de su sintomatologia en plantas
de olivo. Por el contrario, un mutante en el operdn iaaMHZ2 produce una cantidad
de IAA similar a la cepa silvestre y no muestra su virulencia atenuada (Figura
1A). Esto es debido a la presencia de un codon de parada prematuro en el gen
iaaM de dicho operon, sugiriendo que podria tratarse de un pseudogen (Ramos
et al., 2012). Ademas, la construccién de un mutante en Psv NCPPB 3335 en
ambos operones (AiaaMH1-2) reduce drasticamente los niveles de |AA
producidos, aunque en el sobrenadante de cultivos de esta cepa aun se detecta
una cantidad basal de IAA (Figura 1B) (Aragbn et al., 2014). La presencia de una
cantidad basal de IAA en los mutantes de Psv AiaaMH1-2, similar a la presente
en cultivos de cepas de Psfy de P. syringae carentes de estos genes, sugiere la

presencia de una ruta de biosintesis de IAA alternativa en estas cepas.

Para abordar la identificacidn de estas vias alternativas de produccion de 1AA,
en este capitulo se ha analizado la presencia de metabolitos con caracter
indélico producidos en Psv NCPPB 3335, prestando especial atencién a los

producidos en la cepa Psv AiaaMH1-2 en presencia de Trp.
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Psv NCPPB 3335 AiaaMH1 AiaaMH2 AiaaMH1-2

Psv

NiaaMH1 — AiaaMH2 — AiaaMH1-2
NCPPB 3335 22 aa aa

Figura 1. (A) Ensayo de virulencia de los mutantes iaaMH de P. savastanoi pv. savastanoi
NCPPB 3335 en plantas de olivo lignificadas. Los tumores se analizaron 90 dias después de la
inoculacion. (B) Cuantificacion de los niveles de IAA mediante HPLC. Los datos se representan
en ug de IAA por peso seco (dry weight, DW) de células bacterianas. Adaptado de Aragén et al.,
(2014).

El analisis metabolédmico identific6 un conjunto de posibles compuestos
intermediarios implicados en la produccion de IAA en estas cepas. Ademas,
mediante un abordaje gen6mico se determiné la presencia de genes implicados
en rutas de produccion de IAA a partir del Trp ya descritas en otras bacterias.
Por ultimo, y mediante andlisis transcriptomico, se identificaron potenciales
genes que aumentaban su expresion en presencia de Trp, pudiendo jugar un

papel relevante en la biosintesis de IAA en Psv.
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MATERIALY METODOS
Abreviaturas
IAA: Indol-3-acético IAAId: Indol-3-acetaldehido
IAM: Indol-3-acetamida IPyA: Indol-3-piruvato
IAN: Indol-3-acetonitrilo TAM: Triptamina

Cepas bacterianas, medios y condiciones de cultivo

Las cepas bacterianas se cultivaron a 28 °C (cepas de P. savastanoi) o 37 °C
(cepas de Escherichia coli) en medio de cultivo lisogénico (LB) (Bertani, 1951) o
medio de cultivo super éptimo (SOB) (Hanahan, 1983). Ademas, las cepas de P.
savastanoi se cultivaron en medio minimo manitol-glutamato (MG) suplementado
con citrato férrico (10 g/L de manitol, 2 g/L de acido L-glutamico, 0.5 g/L de
KH2PO4, 0.2 g/L de NaCl, 0.2 g/L de MgSOs, pH 7) (Bronstein et al., 2008). Las
cepas bacterianas empleadas en este estudio se indican en la Tabla 1. Cuando
fue necesario, los medios de cultivo se suplementaron con las concentraciones

de antibidticos adecuadas (Tabla 2).

Construccion de cepas bacterianas y plasmidos

Los plasmidos y oligonucle6tidos utilizados en este trabajo se indican en las
Tablas 3y 4, respectivamente. Para la generacion de las cepas mutantes de Psv
NCPPB 3335 se amplificaron fragmentos de aproximadamente 1 kb de las
regiones flanqueantes del gen u operén a eliminar, las cuales se fusionaron
mediante tres reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) independientes,
utilizando DNA gendémico de Psv NCPPB 3335 y la polimerasa de alta fidelidad
Q5 (New England Biolabs, Hitchin, UK). Los productos resultantes se clonaron
en pGEM-T (Promega, Madison, WI, USA) utilizando las enzimas de restriccion
incluidas en los oligonucleétidos (pAP1, pAP2, pAP4) o mediante clonacion T/A
(pPAP3, pAP5), como ha sido descrito en Matas et al., (2014). La ligacion de los
fragmentos de DNA se realizd utilizando la enzima T4 DNA ligase (Takara
Biotech Cor.; Kaohsiung, Taiwan), manteniendo una proporcién 1:3 de vector e
inserto. Una vez comprobada la ausencia de mutaciones en la secuencia, se

extrajo el casete de resistencia a Km de los plasmidos pGEM-T-KmFRT-BamHI
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y pGEM-T-KmFRT-Hindlll y se clon6 en los vectores construidos anteriormente

utilizando las enzimas de restriccion BamHI (pAP1-Km, pAP2-Km, pAP4-Km,
pAP5-Km) o Hindlll (pAP3-Km).

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.

Cepa

Caracteristicas relevantes

Referencia

P. savastanoi pv. savastanoi

NCPPB 3335

AaldA

AaldB

AaldD

AiaaMH1-2

AiaaMH1-2 AaldA

AiaaMH1-2 AaldB

AiaaMH1-2 AaldC

AiaaMH1-2 AaldD

Escherichia coli

DH5a

GM2929

Cepa silvestre

Mutante por delecién de aldA de la cepa
NCPPB 3335 (PSA3335_RS26890) (KmR)

Mutante por delecién de aldB de la cepa
NCPPB 3335 (PSA3335_RS17745) (KmR)

Mutante por delecién de aldD de la cepa
NCPPB 3335 (PSA3335_RS12170) (KmR)

Doble mutante por delecién de los dos
operones AiaaMH1-2

Mutante por delecién de aldA de la cepa
AiaaMH1-2 (PSA3335_RS26890) (KmR)

Mutante por delecién de aldB de la cepa
AiaaMH1-2 (PSA3335_RS17745) (KmR)

Mutante por delecién de aldC de la cepa
AiaaMH1-2 (PSA3335_RS12925) (KmR)

Mutante por delecién de aldD de la cepa
AiaaMH1-2 (PSA3335_RS12170) (KmR)

F-, $80d/acZAM15, A(lacZYA-argF)U169,
deoR, recA1 endA1, hsdR17(r«- mg+),
pPhoA, supE44, \-, thi-1, gyrA96, relAl.

F-ara-14 leuB6 thi-1 tonA31 lacY1 tsx-78
galK2 galT22 ginV44 hisG4 rpsL 136, xyl-5
mtil-1 dam13::Tn9 decm-6 mcrB1 hsdR2
mcrA recF143. (StrR CmR)

(Pérez-Martinez et al.,
2007)

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
(Aragobn et al., 2014)
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

(Hanahan, 1983)

(Palmer and Marinus,
1994)

Tabla 2. Concentracién de antibi6ticos utilizada en los medios de cultivo.

Antibiético Pseudomonas E. coli
Kanamicina (Km) 10 pg/mi 50 pg/mi
Ampicilina (Ap) - 100 pg/ml

Nitrofurantoina (Nf) 20 pg/mi
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Los plasmidos generados para la construccion de mutantes en Psv NCPPB 3335
fueron vectores suicidas no replicativos. Los plasmidos pAP1-Km, pAP2-Km,
pAP3-Km, pAP4-Km y pAP5-Km se utilizaron para la construccidon de los
mutantes aldA, aldB, aldC, aldD, respectivamente. Los plasmidos se transfirieron
a Psv NCPPB 3335 mediante electroporacion y los transformantes se
seleccionaron en medio LB-Km (Pérez-Martinez et al., 2007). Posteriormente, se
selecciond el intercambio alélico (doble recombinacién) y se descartd la
integracion del plasmido (recombinacion Unica) mediante la réplica de colonias
individuales en medio LB-Ap, donde se descartaron las colonias ApR.
Finalmente, se realizaron analisis de Southern blot para verificar la integracion
correcta del casete de Km en el genoma de Psv NCPPB 3335 (Russell and
Sambrook, 2001). La sonda utilizada en la hibridacion se marcé mediante PCR
con dNTPs marcados con digoxigenina, utilizando el kit Dig-Labeling Mix (Roche;

Mannheim, Alemania) y los oligonucleétidos indicados en la Tabla 4.

Analisis metabolémico

A partir de un cultivo en medio MG de las cepas Psv NCPPB 3335 y del mutante
Psv AiaaMH1-2 cultivadas durante toda la noche, se incubaron tres cultivos
independientes de estas cepas en medio MG en presencia y en ausencia de L-
Trp durante 20h hasta alcanzar una fase exponencial (ODeoonm = 0.5). Para
analizar la acumulacién de compuestos con caracter indolico presentes en el
sobrenadante de estos cultivos, se realizd una extraccidn con acetato de etilo. El
sobrenadante se mezclé con el mismo volumen de acetato de etilo y se incub6
en agitacion durante 30 min a temperatura ambiente. Finalmente, la fraccion de
acetato de etilo extraida se evapordé a temperatura ambiente y el liofilizado
obtenido se resuspendié en 1 ml de MeOH/H20 (10:90 v/v). El perfil metabdlico
completo se obtuvo utilizando un sistema de cromatografia liquida de ultra-
rendimiento  Acquity (UPLC, del inglés Ultra-Performance Liquid
Chromatography; Waters, Mildford, MA, EEUU), acoplado a un espectrémetro de
masas de tiempo de vuelo con cuadrupolo (Q-TOF, del inglés Quadrupole Time-
Of-Flight; Q-TOF MS Premier). La separacion cromatografica se realizd

utilizando una columna analitica Kinetex C18, con un tamafo de particula de 1.7
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pHm, 50 mm x 2.1 mm (Phenomenex). Para la elucién de las muestras se aplicd
un gradiente de MeOH y agua con 0.01% de HCOOH y un flujo de 0.3 ml/min. El
espectrometro de masas se utilizd en modo “full scan” y la ionizacion por
electroespray (ESI) se usé en modo ionizacion positiva y negativa. Para la
correcta identificacion de los compuestos, se utilizaron las colecciones, asi como

los parametros de Q-TOF MS descritos en Gamir et al., (2014).

Tabla 3. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Nombre Caracteristicas relevantes Referencia
PGEM-T easy Vector de clonacion orif1, lacZ (ApR) EJPSroAr;ega, Madison, W,
pGEM-T-KmFRT-

BamHI Vector que contiene el casete KmR de pKD4

flanqueado por sitios BamHI (ApR KmR) (Ortiz-Martin et al., 2010b)

PGEM-T-KmFRT-  vector que contiene el casete KmR de pKD4

Hindl flanqueado por sitios Hindlll (Ap? Km®) (Aragon et al., 2014)
Vector derivado de pGEM-T que contiene 1kb

pAP1 de las regiones flanqueantes del gen aldA Este trabajo
(ApF)
Vector derivado de pGEM-T que contiene 1kb

pAP1-Km de las regiones flanqueantes del gen aldA Este trabajo

interrumpidas por el gen nptll (ApR KmR)
Vector derivado de pGEM-T que contiene 1kb

pAP2 de las regiones flanqueantes del gen aldB Este trabajo
(ApF)
Vector derivado de pGEM-T que contiene 1kb

pAP2-Km de las regiones flanqueantes del gen aldB Este trabajo

interrumpidas por el gen nptll (ApR KmR)
Vector derivado de pGEM-T que contiene 1kb

pAP3 de las regiones flanqueantes del gen aldC Este trabajo
(ApF)
Vector derivado de pGEM-T que contiene 1kb

pAP3-Km de las regiones flanqueantes del gen aldC Este trabajo

interrumpidas por el gen nptll (ApR KmR)
Vector derivado de pGEM-T que contiene 1kb

pAP4 de las regiones flanqueantes del gen aldD Este trabajo
(ApF)
Vector derivado de pGEM-T que contiene 1kb

pAP4-Km de las regiones flanqueantes del gen aldD Este trabajo

interrumpidas por el gen nptll (ApR KmR)
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Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo.

Nombre Secuencia (5’ — 3’)2 Enzi[na_c,ie
restriccion

Construccion de cepas mutantes
AldA_TA-F TTAAATGAATTCGCAAACAACAAAACCCGTCG EcoRl
AldA_TA-R GGATCCGACTCACTATAGGGCAGGGTGGTCATTTGCATGT  BamHI
AldA_TD-F CCCTATAGTGAGTCGGATCCTGCCTTCGACAAATACACCG BamHI
AldA_TD-R TTAAATAAGCTTCTTTCACCCAGCACGAAGAC Hindlll
AldB_TA-F TTAAATGAATTCAAGAACTGGCTGCCGAAAAG EcoRl
AldB_TA-R GGATCCGACTCACTATAGGGCTTGATCGAGTTGTGGGCAG  BamHI
AldB_TD-F CCCTATAGTGAGTCGGATCCGAAGTCATGGCGTCATTCCC BamHI
AldB_TD-R TTAAATCTGCAGCAGGGTGAACAGCTGAACAA Pstl
AldC_TA-F CCCTCTCGGTACACCTCAAA -
AldC_TA-R AAGCTTGACTCACTATAGGGGCTGTTCAAGGACTGTGAGG Hindlll
AldC_TD-F CCCTATAGTGAGTCAAGCTTCCGGACAAGTGCATCTGAAC Hindlll
AldC_TD-R CAATGTCATGCCTTACACGC -
AldD_TA-F TTAAATAAGCTTGATTTTGTTGGTTCAGCGCG Hindlll
AldD_TA-R GGATCCGACTCACTATAGGGGCAACACAGAGCCTCTACAG  BamHI
AldD_TD-F CCCTATAGTGAGTCGGATCCATGGACGCTCTGCCTATTCA BamHI
AldD_TD-R TTAAATGAATTCAGCTCACTCCTACGGCATAG EcoRl

Southern blot
SondaAldA-F
SondaAldA-R
SondaAldB-F
SondaAldB-R
SondaAldC-F
SondaAldC-R
SondaAldD-F
SondaAldD-R

RT-gPCR
iaaM_F293
iaaM_R501
trpD_F465
trpD_R595
gyrA-F
gyrA-R

GGTGGCAAAAGCCCGAATAT
TCTGGAGATATTGGCGGTCC
AGCCTTACCCGCTTTCAGAT
TGTTCCGATGGCTTTAGGAC
ATCACCGAACATTCTGCTGC
CAAGATCCTGCCCCTGTACA
AGAAGTTCACCAAAGCGCTG
GTTTCGACCCAGACGCTTTT

TACCAAAGTGACCAGCGACT
AACAAACGCGGTCCCTTAAC
ATGTTCGCCCAGTCTCATCA
TAACGCCTGATTGAACACGC
GACGAGCTGAAGCAGTCCTACC
TTCCAGTCGTTACCCAGCTCG

aEl subrayado indica la secuencia reconocida por la enzima de restriccion.

124



Capitulo 2

Deteccion de compuestos inddlicos

La cantidad de IAA producida por las cepas bacterianas se cuantificd siguiendo
el método colorimétrico de deteccibn de compuestos inddlicos Salkowski
(Ehmann, 1977) y mediante cromatografia. Para la deteccidén de los compuestos
con caracter inddlico se utilizé6 un sistema de cromatografia liquida de ultra-
rendimiento  Acquity (UPLC, del inglés Ultra-Performance Liquid
Chromatography; Waters, Mildford, MA, EEUU), acoplado a un espectrémetro de
masas de triple cuadrupolo (TQD, del inglés Triple Quadrupole Detector; Waters,
Manchester, Reino Unido). Las muestras se diluyeron siguiendo la misma
proporcion en 1 ml MeOH/H20 (10:90 v/v) tras afadir los estandares internos a
una concentracion final de 100 ng/ml. La columna usada en la separacion
cromatografica fue la misma que la indicada anteriormente y se siguieron los

parametros descritos en Gamir et al., (2014).

Analisis de datos metabolémicos

Los datos sin procesar se transformaron en archivos .cdf utilizando el paquete
Data-Bridge proporcionado por Masslynx 4.1. Las sefales derivadas de ESI (+)
y ESI (-) se procesaron por separado. La correccion, agrupaciéon y senalizacion
de los picos se procesaron con el software estadistico R, utilizando el paquete
XCMS para la cuantificacion relativa (Smith et al., 2006). La agrupacién de los
compuestos y la construccion de los mapas de calor se realizaron con
MetaboAnalyst 3.0 (Xia et al., 2015), y para la identificacion de los compuestos
se utilizo el paquete de software Marvis (Kaever et al., 2015). Los compuestos
detectados por Marvis se verificaron mediante la comparacion de los picos
cromatograficos, asi como de los espectros de fragmentacion obtenidos, con una

coleccion de estandares previamente preparada.

Analisis genémico de las rutas de biosintesis de IAA
La presencia de los genes implicados en las diferentes rutas de biosintesis de
IAA a partir de Trp en Psv NCPPB 3335 se analizé mediante blastn, utilizando el

software Geneious v7.1.13 (http://www.geneious.com) junto a la secuencia de

nucleétidos correspondientes a dichos genes.
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RNAseq

A partir de un cultivo de Psv AiaaMH1-2 en medio MG incubado durante toda la
noche, se obtuvieron 2 cultivos independientes que se incubaron en medio MG
en presencia y en ausencia de L-Trp durante 20h hasta alcanzar una fase
exponencial (ODsoonm = 0.5). EI RNA total de cada muestra se extrajo utilizando
el kit de purificacion de RNA “RNeasy® Mini Kit” (QIAGEN, Hilden, Alemania) y
se elimind el DNA de las muestras con el kit TURBO DNA-freeTM Kit (Invitrogen,
MA, EEUU) siguiendo las indicaciones del fabricante. EI RNA ribosémico se
eliminé de las muestras de RNA total utilizando el kit lllumina Ribo-Zero Plus
rBRNA Depletion para bacterias, siguiendo las recomendaciones del fabricante
(lumina; California, EEUU). Por altimo, las genotecas de cDNA se obtuvieron
utilizando el kit TruSeq Stranded mRNA (lllumina; California, EEUU). La
secuenciacion de las genotecas se realiz en los servicios de ultrasecuenciacion

(http://www.scbi.uma.es/site/omics/ultraseq) de la Universidad de Malaga

(Espana), utilizando un equipo Illlumina NextSeq550 (lllumina; California, EEUU)
obteniendo lecturas pareadas de 75pb de longitud. La secuenciacion produjo un
total de 400 millones de lecturas, y utilizando el software SeqTrimNext

(http://www.scbi.uma.es/seqtrimnext) se eliminaron las lecturas con homologia a

RNA ribosomales. Posteriormente, las lecturas se procesaron con SeqTrim para
eliminar adaptadores, secuencias de baja calidad o ambiguas. Las secuencias
inferiores a 25 pb también fueron eliminadas. Las lecturas resultantes se
alinearon frente al genoma cerrado de Psv NCPPB 3335 (NZ_CP008742) y
frente a la secuencia de sus tres plasmidos (pPsv48A, FR820585.2; pPsv48B,
FR820586.1 y pPsv48C, FR820587.2) utilizando BWA (Burrows-Wheeler
Aligner) (Li and Durbin, 2009). Las lecturas alineadas de forma exclusiva se
utilizaron para calcular el numero de lecturas de cada gen, mientras que las
lecturas con alineamientos ambiguos fueron rechazadas. Los genes expresados
diferencialmente entre dos muestras se analizaron utilizando DEgenes Hunter
(Gayte et al., 2017).
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RT-qPCR

La reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) se
llevd a cabo utilizando 1 yg de RNA por muestra y oligonucleétidos inespecificos
incluidos en el kit iScript de sintesis de cDNA (BioRad, Hercules, CA, EEUU). El
diseno de los oligonucleétidos para RT-PCR cuantitativa (RT-qPCR), asi como
las pruebas de eficiencia y especificidad, se llevaron a cabo siguiendo las
recomendaciones de Thornton and Basu, (2011) y Vargas et al., (2011). La
abundancia relativa de transcritos se calculé utilizando el método de AA cycle-
threshold (Ct) (Livak and Schmittgen, 2001). Los datos transcripcionales se
normalizaron a la expresion del gen gyrA. La expresion relativa se calculé como
la diferencia entre los Ct del gen a analizar y los del gen gyrA (ACt = Ctgen de
interés — CtgyrA). Un ciclo de RT-gPCR representa una diferencia de dos veces
con respecto a la abundancia en la muestra, por lo que la tasa de variacion se
calculé como 2-22Ct (Pfaffl, 2001). La RT-qgPCR se realizd por triplicado. Los

oligonucleétidos utilizados se indican en la Tabla 4.
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RESULTADOS

La produccidén de IAA en Psv AiaaMH1-2 es dependiente de Trp

Muchas cepas de P. syringae son capaces de producir IAA en cultivo,
especialmente cuando son suplementadas con Trp. En Psv, cuyo precursor para
la biosintesis de IAA es el Trp, se ha demostrado un aumento de la produccion
de IAA en cultivo tras suplementar con Trp (Glickmann et al., 1998). Para
determinar la procedencia del IAA producido en el doble mutante AiaaMH1-2 de
Psv NCPPB 3335 (Psv AiaaMH1-2), carente de la ruta principal de biosintesis
de IAA, se comprobd si los niveles de IAA producidos también aumentaban en
presencia de Trp en el medio. Para ello, se compar6 la produccion de IAA en
medio de cultivo MG con la obtenida tras suplementar con Trp (concentracion
final 2.5 mM). Inicialmente, se utiliz6 el reactivo de Salkowski para llevar a cabo
una deteccién colorimétrica de los compuestos indélicos presentes en el
sobrenadante de ambos cultivos, tras incubarlos en agitacion a 28 °C durante
20h. En ausencia de Trp, no se detectaron compuestos de caracter indolicos en
el sobrenadante, mientras que en presencia de Trp se obtuvieron 43,58 pgr/mg
de peso seco (PS) (Figura 2). Debido a las limitaciones de la detecciéon
colorimétrica con el reactivo de Salkowski, y con el fin de obtener una medida
mas precisa de los niveles de IAA, se llevd a cabo una cuantificacion de los
niveles de IAA en el sobrenadante de estos cultivos mediante UPLC-TQD.
Cuando la cepa mutante se cultivd en ausencia de Trp se detectaron 0,024 ugr
de IAA por mg de PS, mientras que tras suplementar con Trp se obtuvieron 7,97
ugr de IAA por mg de PS (Figura 2). Por lo tanto, la cepa Psv diaaMH1-2 muestra
un comportamiento similar a la cepa silvestre de Psv NCPPB 3335 y a otras
cepas del complejo P. syringae, produciendo una cantidad significativamente

mayor de IAA (=300 veces mas) en medio suplementado con Trp.
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Psv AiaaMH1-2
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Figura 2. Cuantificacion de los niveles de IAA producidos por Psv AiaaMH1-2 en ausencia o
presencia de triptéfano (Trp). La cuantificacién se llevo a cabo mediante el reactivo de Salkowski
(gris, SK) y cromatografia liquida de ultra-rendimiento acoplado a un espectrometro de masas
de tiempo de vuelo con cuadrupolo (UPLC-TQD) (negro, MS/MS). Los datos se representan
como ug de IAA por mg del peso seco (PS) bacteriano. Cada barra es la media de tres réplicas
biologicas y las barras de error representan la desviacion estandar.

Analisis global de la produccion de IAA en Psv NCPPB 3335.

El aumento de los niveles de IAA detectados en el sobrenadante de un cultivo
de Psv AiaaMH1-2 tras suplementar el medio con Trp, sugiere la existencia de
una ruta de producciéon de IAA con el Trp como precursor e independiente de la
ruta de la indol-3-acetamida. Con el fin de identificar metabolitos acumulados de
manera diferencial que podrian participar como intermediarios o estar
relacionados con esta ruta, se llevd a cabo un anélisis metabolémico utilizando
UPLC acoplado a un espectrometro de masas Q-TOF. Para obtener una visién
global de estos metabolitos, se compararon los perfiles metabdlicos de los
sobrenadantes de cultivos de la cepa Psv AiaaMH1-2 tras 20h de incubacion en
medio MG y en medio MG suplementado con Trp. El anélisis de componentes
principales (PCA) muestra el comportamiento global de las diferentes muestras
en modo de ionizacion (ESI) positiva y negativa (Figura 3A). En ambos modos,

el comportamiento observado fue similar, ya que los dos componentes
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principales explicaron el 77.2% (PC1 =71.5% y PC2 =5.7%) y el 79.9% (PC1 =
74.9% y PC2 = 5%) de la variabilidad total en modo ESI positivo y negativo,
respectivamente. La presencia de Trp en el medio modificé la acumulacién de
metabolitos, provocando la separacion de ambas condiciones en el analisis por
PCA. Utilizando el software Marvis cluster se llevé a cabo la agrupacion
algoritmica de los compuestos acumulados en ambas condiciones,
identificandose mas de 800 compuestos acumulados en mayor cantidad en
presencia de Trp, mientras que en medio sin suplementar Unicamente se
identificaron 200 compuestos (Figura 3B). Tras la agrupacion de los compuestos,
se seleccionaron los grupos con una mayor acumulacién en presencia de Trp, y
utilizando el programa Marvis pathway se identificaron las rutas metabdlicas en
las que podrian participar estos compuestos (Figura 3C). Entre las rutas
identificadas se encuentran las rutas de degradacion de compuestos aromaticos,
compuestos relacionados con el metabolismo del Trp, arginina y prolina o de
acidos oxocarboxilicos. Ademas, se identificaron compuestos relacionados con
la biosintesis de aminoacidos y con transportadores ABC. No se obtuvieron
grandes diferencias en el nUmero de compuestos identificados entre ambos
modos de ionizacién. Para identificar posibles metabolitos intermediaros
implicados en la produccion de IAA, se analizaron los 21 compuestos
identificados y relacionados con el metabolismo del Trp (Tabla 5). Mediante la
comparacién de los espectros de fragmentacion de estos compuestos con

colecciones de estandares previamente construidas, o con los espectros de

fragmentacion obtenidos de bases de datos (https://massbank.eu/MassBank/),
se identificaron 6 compuestos con caracter indélico acumulados en mayor
proporciéon en presencia de Trp (Figura 3D). Entre ellos encontramos, ademas
de IAA, IAM e indol-3-acetaldehido (IAAld), dos compuestos intermediarios
relacionados previamente con la produccion de IAA. Ademas, también se
identificd indol-3-lactato, indol-3-etanol e indol, todos ellos precursores o

derivados de la molécula del 1AA.
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Figura 3. (A) Analisis de componentes principales (PCA) y (B) agrupacion de los principales
metabolitos identificados en sobrenadantes de cultivos de Psv AiaaMH1-2 en presencia (+ Trp)
0 ausencia (- Trp) de triptéfano, obtenidos en los modos de ionizacion (ESI) + y - mediante
andlisis no dirigido UPLC-QTOF. Los colores del mapa de calor representan valores de
acumulacién promedio en cada grupo de metabolitos. La linea negra inferior indica los grupos
seleccionados para el analisis. (C) Rutas metabdlicas identificadas con el software Marvis en las
que participan los compuestos acumulados en mayor proporcién en presencia de Trp. (D)
Compuestos con caracter ind6lico acumulados en mayor proporcion en presencia de Trp. Entre
paréntesis se indica el nUmero de veces de aumento.
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Tabla 5. Compuestos identificados en el analisis metabolomico y relacionados con el
metabolismo del Trp.

Ratio
Compuesto? ESIb m/z +Trp/-Trp

Indol-3-acético (IAA) + 176.068 978.9
Indol-3-acético (IAA) - 174.057 476.8
Indol - 116.054 421.7
Indol Lactato + 206.080 280.1
Acido 4-Hidroxi-2-quinolina carboxilico + 190.049 93.8
2-Aminomuconato - 156.048 58.4
2-Aminomuconato + 158.088 22.9
Indol-3-etanol - 160.042 21.6
(Z)-5-Oxohex-2-enediolato + 159.064 19.7
5-(2'-Carboxietil)-4;6-dihidroxipicolinato - 226.053 18.2
Acido 4-Hidroxi-2-quinolina carboxilico - 188.038 17.4
3-Metildioxindol - 162.058 17.3
Indol-3-acetaldehido (IAAId) + 160.074 15.6
Indoxil + 134.059 13.1
5-Hidroxindol acetato - 190.052 12.5
4-(2-Aminofenil)-2;4-dioxobutanoato - 206.047 9.6
7,;8-Dihidroxi-Kinurenina - 220.063 6.8
L-Triptéfano + 205.085 6.7
5-Hidroxi-N-formil-L-kinurenina - 251.057 6.0
Indol-3-acetamida (IAM) + 175.135 4.8
5-(3'-Carboxi-3'-oxopropil)-4;6-dihidroxipicolinato + 256.085 4.1

aEn gris se indican los compuestos verificados mediante comparacién con colecciones de
estandares o bases de datos online.
bESI: Modo de ionizacién.

La presencia de 1AM e IAAId en los cultivos de Psv AiaaMH1-2 en presencia de
Trp, sugiere la participacidbn de estos compuestos en rutas alternativas de
produccion de IAA en esta cepa. Ademas, la deteccion de IAM, pese a la
ausencia de los genes iaaM e iaaH en estos cultivos, sugiere la existencia de
vias alternativas de produccion de este intermediario en Psv. Con el fin de
determinar las concentraciones de estos compuestos, se cuantific6 mediante
UPLC-TQD su produccién en cultivos de Psv NCPPB 3335 y Psv AiaaMH1-2 en
medio MG y en medio MG suplementado con Trp. Ademas, se incluyeron en el
analisis los principales intermediarios de las rutas de produccion de IAA descritos
previamente (Tabla 6). En ausencia de Trp, se identifico la acumulaciéon de IAA
e IAN en ambas cepas. Ademas, Unicamente se detectdé IAM en Psv NCPPB
3335. La presencia de Trp en el medio provocd una mayor acumulacion de IAA

en ambas cepas de Psv, tal y como se ha descrito previamente. Sin embargo,
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los niveles de IAN no se vieron modificados, sugiriendo que su biosintesis podria
ser independiente del Trp 0 no ser un intermediario de la ruta alternativa de
biosintesis de IAA en Psv AiaaMH1-2. Por Gltimo, unicamente se detectd IAM en
Psv AiaaMH1-2 tras suplementar el medio con Trp. En este ensayo, no se
detecté acumulacién de TAM o IPyA. Sin embargo, los experimentos de medida
de IPyA no fueron concluyentes debido a la inestabilidad del IPyA en solucion
(Bentley et al., 1956). Para el IAAId no se pudo obtener una medida cuantitativa
mediante TQD, aunque se detectd su presencia mediante Q-TOF (datos no

mostrados).

El analisis metaboldmico realizado ha permitido identificar la produccion de los
compuestos intermediarios IAM, IAN e IAAId por la cepa mutante Psv AiaaMH1-
2. Sin embargo, no se han descrito genes implicados en la produccion de estos
compuestos en Psv NCPPB 3335. Por lo tanto, se llevé a cabo un analisis
gendmico con el fin de identificar la presencia en Psv NCPPB 3335 de enzimas
implicadas en rutas de biosintesis de IAA a partir de Trp descritas previamente

en otras bacterias (Tabla 7).

Tabla 6. Analisis mediante UPLC-TQD de los compuestos intermediarios implicados en
la produccién de IAA en Psv NCPPB 3335.

Concentracién (ng/mg PS)b

Psv NCPPB 3335 Psv AiaaMH1-2
RT -Tr + Tr - Tr +Tr
Compuesto  Transicion  ESl2  (min) P P P P
IAM 173.2>129.9 - 217 21.9x21 21347+8887 0 31.8+0.4
IPyA 202.1>202.1 - ND ND ND ND ND
IAN 154.9>154.9 - 2.68 67 +4.9 116.5+34.9 703+51 684+43
TAM 160.9>144.1 + - 0 0 0 0
IAA 176>130 + 2.71 10468 + 836190 + 18.8+1.1 22490 +
568.9 16533 7560

aESI: Modo de ionizacién.
bPS: Peso seco; Trp: Triptéfan; ND: Compuesto no detectado.

133



Capitulo 2

Tabla 7. Enzimas relacionadas con rutas de biosintesis de IAA identificadas en Psv
NCPPB 3335.

Ruta Enzima2 Cobertura Identidad®
IAM  Trp 2-Monooxigenasa (PSA3335_RS05390) 100% + (100%)
Indol-3-acetamida hidrolasa (PSA3335_RS05385) 100% + (100%)

IPyA  Trp aminotransferasa (D9621_08530) - -
Indol-3-piruvato descarboxilasa (DCC84_05270) - -
Aldehido deshidrogenasa (PSPTO_0092)c 100% + (87%)

IAN Acetaldoxima deshidratasa (Psyr_0006) - -
Nitrilasa (Psyr_0007) - -

TAM  Trp descarboxilasa (PP_2552) - -

Amida oxidasa (PSYR_RS02355) 100% + (96%)
Aldehido deshidrogenasa (PSPTO_0092)c 100% + (87%)
TSO Aldehido deshidrogenasa (PSPTO_0092)c 100% + (87%)

aTrp: Tript6fano. Entre paréntesis se indica el cdédigo de acceso del gen.

b+, secuencia identificada; -, secuencia no identificada. Entre paréntesis se indica el porcentaje
de identidad obtenido mediante blastn.

cAldhehido deshidrogenasa comun a las rutas IPyA, TAM y TSO.

Mediante blastn se identificaron en Psv NCPPB 3335 los genes iaaM e iaaH
implicados en la ruta IAM, tal y como se ha descrito anteriormente (Aragén et al.,
2014). Ademas, se encontraron genes homélogos al gen PSYR_RS02355, que
codifica una enzima con actividad amida oxidasa implicada en la ruta TAM en P.
syringae pv. syringae B728a. Por otro lado, también se encontraron genes
homélogos al gen aldA (PSPTO_0092), que codifica una aldehido
deshidrogenasa cuyo papel en la biosintesis de IAA ha sido recientemente
descrita en P. syringae pv. tomato (McClerklin et al., 2018). Ademas, esta enzima
podria participar en multiples rutas, ya que se ha descrito su participacion en las
rutas IPyA, TAM y TSO. Por el contrario, no se identificaron en Psv NCPPB 3335
genes homologos a los implicados en las rutas IPyA o IAN en otras bacterias.
Asimismo, tampoco se encontraron genes que completasen la ruta TAM,
identificandose unicamente 2 de los 3 genes que forman esta ruta y sugiriendo

la existencia de ésta de manera incompleta en Psv NCPPB 3335.
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En resumen, los analisis gendmicos y metabolomicos han permitido identificar la
presencia de los compuestos intermediarios IAN, IAM e IAAId en Psv AiaaMH1-
2, asi como la presencia de genes relacionados con la ruta de la TAM y de una
aldehido deshidrogenasa implicada en mdltiples rutas (Figura 4). Ademas, la
deteccion de IAAId junto a la presencia de genes homélogos cuya relacién con
la biosintesis de |AA ha sido descrita previamente, sugiere que Psv diaaMH1-2
podria producir IAA mediante una o mas rutas donde estarian implicadas

proteinas con actividad aldehido deshidrogenasa.

| A\

N N
“

Indol-3-acetonitrilo

Indol-3-acetamida Indol-3-acético

TSO ‘ ald

Triptéfano

Indol-3-acetaldehido

Amida oxidasa ‘

Figura 4. Resumen esquemético de las diferentes rutas de biosintesis de IAA propuestas en Psv
AiaaMH1-2. En negro se indican los genes presentes en el genoma o los compuestos
identificados en sobrenadante de Psv AiaaMH1-2. En gris se indican genes y compuestos no
identificados. Encima de las flechas se indica el gen implicado en cada paso de la ruta de
biosintesis 0, en su ausencia, la actividad enzimatica. iaaM: triptofano monooxigenasa; iaaH:
indol-3-acetamida hidrolasa; ald: aldehido deshidrogenasa; ipdC: indol-3-piruvato descarboxilasa
TSO: cadena lateral de oxidacion del triptéfano; AO: amida oxidasa. Adaptado de Spaepen et
al., (2007).
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Los genes ald participan en la produccién de IAA en Psv AiaaMH1-2
Recientemente, se ha descrito en Pto DC3000 la presencia de genes con
actividad aldehido deshidrogenasa, implicados en la produccion de IAA
(McClerklin et al., 2018). Utilizando los genes aldA (PSPTO_0092), aldB
(PSPTO_2673) y aldC (PSPTO_3644) descritos en Pto, se llevé a cabo la
identificacidn de potenciales genes codificantes de aldehido deshidrogenasas en
Psv.  NCPPB 3335 mediante bastn, identificAndose los genes
PSA3335_RS26890 (86.9%), PSA3335_RS17745 (88.6%) y
PSA3335_RS12925 (85.5%), respectivamente. Ademas, utilizando el gen
AY850388 de A. brasilense, cuya implicacion en la produccion de IAA ha sido
demostrada previamente mediante la construccion de mutantes, se identifico el
gen PSA3335_RS12170 (aldD) (Xie et al., 2005).

Con el fin de comprobar la implicacién de estos genes en la produccidn de 1AA,
se construyeron mutantes por reemplazamiento génico de cada uno de los
cuatro genes ald en la cepa silvestre Psv NCPPB 3335 y en el mutante Psv
AiaaMH1-2. La pérdida de los genes, asi como la correcta integracion del casete
de Km en el genoma de estas cepas, fue verificada mediante Southern blot
utilizando sondas especificas marcadas con digoxigenina. Las cepas mutantes
se incubaron en medio MG suplementado con Trp (2.5 mM) durante 20h y se
cuantificaron los niveles de IAA en el sobrenadante de estos cultivos mediante
UPLC-TQD. En ambas cepas, los mutantes ald mostraron una reduccién en la
produccion de IAA. En los cultivos de los mutantes ald de la cepa silvestre se
redujo aproximadamente un 50% la acumulacion de IAA, no encontrandose
diferencias significativas entre ellos (Figura 5A). En el fondo genético de Psv
AiaaMH1-2, los mutantes aldA y aldB, mostraron una reduccion de
aproximadamente el 30%, mientras que en los mutantes aldCy aldD se observo
una reduccion del 68%. Las diferencias de acumulacién entre los mutantes aldA
y aldB, asi como entre aldC y aldD, no fueron significativas (Figura 5B). Estos
resultados sugieren un papel importante de los genes ald en la sintesis de I1AA

en Psv, tanto en la cepa silvestre con la ruta IAM activa, como en la cepa mutante
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afectada en esta ruta. Ademas, en la produccién de IAA estan implicados

multiples genes con actividad aldehido deshidrogenasa.
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Figura 5. Cuantificacion de los niveles de IAA producidos en los mutantes ald de Psv NCPPB
3335 (A) y Psv diaaMH1-2 (B). La acumulacion de IAA se cuantificé en sobrenadantes de cultivos
de la cepa silvestre, el mutante Psv AiaaMH1-2 'y de sus mutantes aldA, aldB, aldCy aldD tras
20 h de incubacion en medio MG. Los datos se representan como ng de IAA por mg del peso
seco bacteriano. Cada barra representa la media de tres réplicas biolégicas y las barras de error
representan la desviacién estandar. Las letras indican diferencias significativas entre las
muestras (p<0.01).

Psv NCPPB 3335 codifica multiples genes potencialmente implicados en la
sintesis de IAA

Anteriormente, se ha demostrado mediante la construccion de cepas mutantes
la implicacién de los genes aldA, aldB, aldC y aldD en la produccién de IAA en
Psv AiaaMH1-2. Sin embargo, pese a obtener una reduccion de mas del 60%,
no se consiguid eliminar por completo la produccion de IAA en Psv AiaaMH1-2.
Por lo tanto, la sintesis de IAA en esta cepa podria producirse exclusivamente
mediante la accibn combinada de estas cuatro enzimas, o bien, con la
contribucion de mas genes ald no identificados, o mediante la accion de otros
genes que participen en rutas diferentes, quizas incompletas, que

complementarian la ruta principal (IAM) de Psv NCPPB 3335.

El andlisis de secuencia de las proteinas codificadas por los genes aldA, aldB,
aldC'y aldD utilizando Pfam (Finn et al., 2016) revel6 la presencia de un dominio
Pfam con actividad aldehido deshidrogenasa (PF00171) completamente

conservado en estas proteinas. Por lo tanto, se analiz6 el genoma de Psv
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NCPPB 3335 con el fin de identificar la presencia de mas proteinas con este

dominio conservado (Tabla 8).

Tabla 8. Proteinas con dominio Pfam PF00171 (aldehido deshidrogenasa) identificados
en el genoma de Psv NCPPB 3335.

Identidad (%)

ID Producto aa AldA AldB AIldC AldD
WP_002551517 Aldehido deshidrogenasa (AldA) 497 100 417 381 36.9
WP_002553607 Carnitina dehidratasa (AldB) 493 419 100 385 45
WP_002554234 Aldehido deshidrogenasa (AldC) 486 379 385 100 359
WP_002554375 Aldehido deshidrogenasa (AldD) 505 40.8 441 36 100
WP_002555618 Aldehido deshidrogenasa 490 39 44 382 357
WP_002555554  Aldehido deshidrogenasa 506 39.4 404 37 37.5
WP_002555506 Metilmalonato-aldehido deshidrogenasa 497 341 305 339 277
WP_002554365 Aldehido deshidrogenasa 496 29.1 309 284 295
WP_002554087 Metilmalonato-aldehido deshidrogenasa 500 30.1 304 344 30
WP_002553972 Ketoglutarato semialdehido deshidrogenasa 529 26 266 36.7 241
WP_002553455 Salicilaldehido deshidrogenasa 482 333 347 342 349
WP_002553448 Benzaldehido deshidrogenasa 493 339 335 343 36.6
WP_002553613 Sucinato-semialdehido deshidrogenasa 476 323 329 36.1 343
WP_002553596 Sucinato deshidrogenasa 463 30 341 346 315
WP_002551958 Metilmalonato-aldehido deshidrogenasa 508 30 288 351 295
WP_002555339 Gamma-glutamil-fosfato reductasa 421 291 0 0 0

En total, se identificaron 16 proteinas con dominio Pfam PF00171, entre los
cuales también se encontraban las 4 proteinas ALD analizadas en este trabajo.
La mayoria de las proteinas identificadas estaban anotadas como aldehido
deshidrogenasa y su tamano fue similar (421 — 529 aa). Ademas, se analiz6 la
homologia de las diferentes proteinas identificadas con la secuencia de las
proteinas AldA, AldB, AldC y AldD. Los valores de identidad obtenidos fueron
inferiores al 45% en todos los casos. Sin embargo, las 4 proteinas ALD
analizadas en este trabajo también mostraron un valor maximo de identidad
entre ellas del 45%. Por lo tanto, las 12 proteinas, junto a las proteinas AldA,
AldB, AIdC y AldD, podrian estar potencialmente implicadas en la biosintesis de
IAA en Psv AdiaaMH1-2.

Efecto global de la adiciéon de Trp sobre la transcripciéon en Psv AiaaMH1-2
Para profundizar en la identificacion de genes que podrian estar implicados en
la produccion de IAA en Psv AiaaMH1-2, y teniendo en cuenta la mayor
acumulacion de IAA que se da en los cultivos de esta cepa en medio con Trp

(Figura 1), se realiz6 un analisis transcriptobmico comparativo mediante RNAseq
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de la cepa Psv diaaMH1-2 en medio MG suplementado y sin suplementar con
Trp. Psv AiaaMH1-2 se incub6 en estos medios durante 20h y la extraccidon del

RNA se realiz6 como se describe en material y métodos.

Para comprobar si las condiciones utilizadas garantizan la induccién de la
transcripcion de genes implicados en el metabolismo del Trp, antes de proceder
a la secuenciacion del RNA se analizé6 mediante RT-qPCR la expresiéon de los
genes trpD e iaaM en ambos medios, cuya variacién de expresion en presencia
de Trp ha sido descrita previamente. El gen trpD, el cual forma parte del operén
de biosintesis de Trp, se utiliz6 como control positivo de la induccion por Trp, ya
que se ha demostrado su represion en presencia de éste en multiples
organismos como, como por ejemplo, P. aeruginosa (Merino et al., 2008). Como
control negativo, se utiliz6 el gen iaaM, debido a su ausencia en la cepa Psv
AiaaMH1-2. La expresion del gen trpD en Psv AiaaMH1-2 en medio MG
suplementado con Trp fue 4.6 veces menor que en el medio sin suplementar, y
no se detectd expresion del gen iaaM en ninguna de las condiciones analizadas.
Tras la verificacion de las condiciones de cultivo utilizadas, se secuenciaron dos
muestras independientes de RNA por cada condicibn como se describe en
material y métodos. En la Tabla 9 se indica el numero total de lecturas obtenidas
en la secuenciacion para cada muestra (entrada), asi como el total de lecturas
utilizadas en el analisis (salida), estas ultimas obtenidas tras eliminar las lecturas
correspondientes a los adaptadores, a las secuencias de baja calidad, y a las

secuencias ambiguas o de tamano inferior a 25 pb.

Tabla 9. Numero de las lecturas obtenidas en la secuenciacion RNAseq

Muestra Entrada Salida Eliminadas % Eliminadas
Psv AiaaMH1-2 MG1 45,897,058 42,956,306 1,778,582 3.88
Psv AiaaMH1-2 MG2 50,074,880 46,648,122 2,065,875 413
Psv AiaaMH1-2MGTrp 1 52247 420 48,803,308 2,185,233 418
Psv AiaaMH1-2MGTrp2 50,661,538 47,352,040 2,026,945 4.00

139



Capitulo 2

La varianza observada entre las diferentes muestras se analizd6 mediante un
analisis de PCA, el cual permiti6 determinar la varianza entre las diferentes
réplicas y condiciones (Figura 6A). Como era de esperar, la mayor varianza (PC1
= 93%) se obtuvo para la comparacion de las dos condiciones analizadas (MG
vs. MGTrp), mientras que la varianza entre las diferentes réplicas biol6gicas de
la misma condicién fue menor (PC2 = 5%). Ademas, la variabilidad entre las
muestras también se analiz6 mediante la agrupacion jerarquica de éstas y el
célculo de distancias siguiendo la correlacion de Pearson (Figura 6B),
permitiendo un control adicional de la calidad de las diferentes réplicas
biol6gicas. Las réplicas pertenecientes a la misma condicion agruparon juntas y

fueron muy similares entre si, lo cual, de nuevo, es indicativo de una muy baja

variabilidad.
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Figura 6. (A) Analisis de componentes principales (PCA) de las muestras incluidas en el ensayo
de RNAseq. El nombre de cada muestra representa el transcriptoma de réplicas bioldgicas
independientes. MG, muestra de Psv AiaaMH1-2 en medio MG sin Trp; MGTrp, muestra de Psv
AiaaMH1-2 en medio MG suplementado con Trp. (B) Agrupacion jerarquica de muestras y
cuantificacion de la similitud de los perfiles de expresion obtenidos en ausencia (azul) o presencia
(naranja) mediante la correlacién de Pearson.

Tras procesar las lecturas como se describe en material y métodos, se
seleccionaron como genes diferencialmente expresados aquellos con un logz
(tasa de variacion) superior a 1 e inferior a -1, es decir, aquellos que mostraban
una sobreexpresion o represion de 2 veces, respectivamente, en presencia de

Trp (Figura 7A). El analisis transcriptdmico comparativo identific6 un total de
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1023 genes diferencialmente expresados entre ambas condiciones, con 611
genes sobreexpresados y 412 genes reprimidos en presencia de Trp en el medio
(Figura 7B). Con el fin de conocer la funcién principal de los genes
diferencialmente expresados se realizé6 una asignacién de términos GO (del
inglés, Gene Ontology) utilizando el software Sma3s.v2 (Casimiro-Soriguer et al.,
2017). Posteriormente, se realiz6 un enriquecimiento funcional utilizando el
paquete de R topGO (Alexa and Rahnenfuhrer, 2020), seleccionando las
categorias que mostraron una probabilidad (p-value) inferior a 0.05 (Figura 7C).
Ademas, se analizd especificamente la expresion de los genes presentes en Psv
AiaaMH1-2 e implicados en las rutas de biosintesis de IAA descritas hasta la
fecha (Tabla 7), no encontrando diferencias en la expresion de ninguno de estos

genes (datos no mostrados).
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Sin embargo, el anadlisis por RNAseq permitié la identificaron de una serie de
genes, sobreexpresados en presencia de Trp y anotados con actividad
deshidrogenasa, que podrian estar implicados en la produccion de IAA (Tabla
10). Entre los genes identificados, se encontraron genes implicados en el
metabolismo de D-aminoacidos y dos genes que codifican una aspartato-
semialdehido deshidrogenasa, la cual participa en el metabolismo de los
aminoacidos glicina, serina y treonina, asi como en la biosintesis de lisina.
Ademas, también se identificaron genes relacionados con el metabolismo de
monosacaridos (glucosa, manosa y sorbosa) y relacionados con el metabolismo
energético. Por ultimo, también se identificdé un gen que codifica una proteina

con actividad aldehido deshidrogenasa.

Tabla 10. Genes anotados con actividad deshidrogenasa y sobreexpresados en Psv
AiaaMH1-2 en presencia de Trp.

ID Producto logz(TC)a Ta(r: :)no D;‘;‘a‘ ::,:o
PSA3335_RS07235 Aspartato-semialdehido deshidrogenasa 2.20 113 -

PF03721;

PSA3335_RS16205 g;i;g:g‘;‘;szp'ma”osa 2.08 464  PF00984;

PF03720

PF02913;

PSA3335_RS17105 Gilicerol-3-fosfato deshidrogenasa 1.91 1015 PF01565;

PF13183

PSA3335_RS10130 Aldehido deshidrogenasa 1.79 159 DUF2383

PSA3335_RS23405 L-sorbosa deshidrogenasa 1.20 442 PF07995

PSA3335_RS15460 Acil-CoA deshidrogenasa 1.13 337 PF02770

PSA3335_RS21420 Aspartato-semialdehido deshidrogenasa 1.06 336 PF01118

PSA3335_RS09900 Glicina deshidrogenasa 1.03 954 PF02347

PSA3335_RS27845 L-iditol deshidrogenasa 1.01 257 PF13561

PSA3335_RS20985 L-sorbosa deshidrogenasa 1.00 430 PF07995

PSA3335_RS26835 D-Aminoacido deshidrogenasa 0.99 433 PF01266

aTC, Tasa de cambio

Ademas, utilizando Pfam se analizé la secuencia de las proteinas codificadas en
los genes identificados en el analisis por RNAseq, con el fin de determinar la
presencia de dominios funcionales en estas proteinas. Sin embargo, no se
identifico ninguna proteina con un dominio funcional caracteristico de las
proteinas aldehido deshidrogenasa (PF00171), presente en las proteinas AldA,
AldB, AldC y AldD analizadas en este trabajo.
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En resumen, en este trabajo se ha demostrado que 4 proteinas con actividad
aldehido deshidrogenasa (AldA, AldB, AIdC y AldD) estan individualmente
implicadas en la produccién de IAA en Psv AdiaaMH1-2. Sin embargo, la
produccion remanente de IAA observada en los cultivos de todos los mutantes
sugiere que la accibn combinada de estas 4 enzimas ALD podria ser
responsable de la sintesis de IAA en Psv AdiaaMH1-2, o bien, que existan
enzimas adicionales que contribuyan a la sintesis de IAA en esta cepa. Psv
NCPPB 3335 codifica en su genoma hasta 16 proteinas con dominios
funcionales aldehido deshidrogenasa, alguna de las cuales podria intervenir en
la sintesis de IAA. Ademas, el analisis transcriptomico RNAseq realizado en este
trabajo ha permitido identificar 11 genes con actividad deshidrogenasa cuyos
niveles de expresion aumentan en presencia de Trp. Sin embargo, la presencia
de intermediarios de otras rutas de biosintesis de IAA en Psv diaaMH1-2, como
IAN o IAM, sugiere que la produccién de IAA también podria llevarse a cabo

mediante la accién combinada de dos o mas rutas.
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DISCUSION

La capacidad de producir de IAA es un proceso ampliamente distribuido entre
las bacterias fitopatdbgenas pertenecientes al complejo P. syringae, proceso que
la mayoria de las bacterias realizan a partir de Trp, utilizando al menos cinco
rutas diferentes (Spaepen and Vanderleyden, 2011; Spaepen et al., 2007). En
bacterias tumorigénicas, como P. savastanoi, A. tumefaciens 'y P. agglomerans
la produccion de IAA es un elemento fundamental para el desarrollo de sintomas
hiperplasticos y ocurre principalmente a través de la ruta de la IAM. Sin embargo,
también se ha descrito la presencia de mdultiples rutas en una misma bacteria
(Duca et al., 2014b; Patten et al., 2013). En A. tumefaciensy P. agglomerans se
ha demostrado que la produccion de IAA se produce también a través de las
rutas IAN e IPyA, respectivamente. En P. agglomerans la expresion de las rutas
ocurre de manera diferencial, predominando la produccion de IAA a través de la
ruta IPyA durante el proceso de colonizacién epifitica y la ruta IAM durante el

proceso de infeccion (Kobayashi et al., 1995; Manulis et al., 1998).

Sin embargo, dentro del complejo P. syringae también existen otras cepas
productoras de IAA donde no se ha descrito la presencia de genes relacionados
con su biosintesis. La construccibn de un mutante en la ruta principal de
biosintesis en Psv NCPPB 3335 (Psv AdiaaMH1-2), demostr6 una reduccion
significativa de los niveles de IAA producidos por dicho mutante. Sin embargo,
continuaba detectandose una produccién basal de IAA en cultivos de esta cepa
en medio rico LB (Aragdn et al., 2014). En este trabajo, se ha demostrado que
este mutante Psv diaaMH1-2 muestra una induccién de la produccién de IAA en
presencia de Trp similar a la descrita para el resto de cepas del complejo P.
syringae (Figura 2). Este comportamiento también se ha observado en multiples
patovares de P. syringae, entre los que destaca Pto DC3000, carente de los
genes iaaM e iaaH y que aumentan sus niveles de IAA en presencia de Trp,
produciendo concentraciones similares de IAA (Glickmann et al., 1998) que el

mutante Psv AdiaaMH1-2 (Figura 2). Este hecho, sugiri6 la posibilidad de que
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exista una ruta de produccion de IAA independiente de la ruta IAM y compartida

entre diversas cepas del complejo P. syringae.

En este trabajo, se ha identificado en Psv NCPPB 3335 la presencia de cuatro
genes con actividad aldehido deshidrogenasa e implicados en la produccion de
IAA. En las condiciones probadas y en el fondo genético de la cepa mutante Psv
AiaaMH1-2, la eliminacién individual de los genes aldC y aldD reduce la
produccion de IAA en mayor medida que aldA 'y aldB. Sin embargo, en la cepa
silvestre Psv NCPPB 3335 todos los mutantes mostraron una reduccion similar
de la acumulacién de IAA (Figura 4AB). La reduccién de los niveles de IAA en
todas las cepas mutantes indica que la actividad aldehido deshidrogenasa
responsable de la sintesis de IAA se encuentra distribuida entre mdltiples
enzimas presentes en el genoma de Psv. Por lo tanto, la presencia de |IAA en los
cultivos de todos los mutantes de los genes ald, sugiere la necesidad de llevar a
cabo la construccién de mutantes multiples en estos genes, para analizar si el
efecto sobre la produccién de IAA es acumulativo. Sin embargo, un doble
mutante en genes ald en Pto DC3000 no redujo de manera significativa los
niveles de IAA producidos por esta cepa (McClerklin et al., 2018), lo que sugiere
que para lograr un cese completo de la produccion de |IAA podria ser necesaria
la pérdida de funcion de otros genes ald o con otras actividades. A diferencia de
Pto DC3000, todos los mutantes ald en Psv AiaaMH1-2 redujeron de manera
significativa los niveles de IAA producidos. Ademas, la mutacion del gen aldD,
no analizado en Pto DC3000, también confirmd su contribucion a la produccion
de IAA en Psv AiaaMH1-2. Por lo tanto, cabe la posibilidad de que la construccion
de dobles o triples mutantes en genes ald provoque una mayor disminucion de
la cantidad de IAA producido en Psv diaaMH1-2y en Pto DC3000.

Con el fin de identificar otras proteinas potencialmente implicadas en la
produccion de IAA en Psv AiaaMH1-2, los analisis gendmicos realizados en este
trabajo identificaron 12 proteinas ALD con dominios funcionales con actividad
aldehido deshidrogenasa (Tabla 7). Los valores de identidad obtenidos entre las

proteinas ALD analizadas en este trabajo y las diferentes proteinas identificadas
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fueron inferiores al 45%. Sin embargo, las proteinas AldA, AldB, AldC y AldD, las
cuales contribuyen la produccién de IAA en en Psv AiaaMH1-2, también
muestran un valor de identidad del 45% entre ellas. De manera similar, las
proteinas ALD descritas en Pto DC3000 también muestran entre ellas una
identidad de aproximadamente el 40% (McClerklin et al., 2018). Recientemente,
se ha definido la estructura tridimensional de la proteina AldA y AldC de Pto
DC3000, que, junto a analisis bioquimicos, ha revelado sus caracteristicas clave
para la sintesis de IAA, incluida la base molecular de la especificidad por su
sustrato (IAAld). Ademas, también se ha determinado que algunas de las
enzimas ALD de esta cepa podrian tener afinidad por diferentes sustratos,
teniendo mayor preferencia por otro tipo de sustratos de tipo aldehido vy
derivados del naftaleno en lugar de por IAAId (Lee et al., 2020; McClerklin et al.,
2018)

Por lo tanto, teniendo en cuenta: 1) la baja identidad de secuencia entre las
diferentes proteinas ALD identificadas en Psv NCPPB 3335 y en Pto DC3000, 2)
las diferencias de actividad y afinidad por IAAld que muestran las proteinas ALD
de Pto DC3000 vy, 3) la preferencia de algunas de estas enzimas ALD por otro
tipo de sustrato tipo aldehido, es posible que la produccion de IAA a través de
esta ruta no sea el proceso principal en el que estas enzimas participan
preferentemente, contribuyendo de manera indirecta a la produccion de IAA a
partir de IAAld. Ademas, también cabe la posibilidad de que la produccion de IAA
en Psv AdiaaMH1-2 esté mediada por enzimas diferentes, sin actividad aldehido

deshidrogenasa y no identificadas hasta la fecha.

Para profundizar en el estudio de la produccién de IAA en la cepa mutante Psv
AiaaMH1-2, se realizd también un analisis transcriptdmico RNAseq en presencia
y ausencia de Trp. La adicion de Trp al medio provocd una variacion en la
expresion de aproximadamente el 20% de los genes del genoma de Psv
AiaaMH1-2 (Figura 7). El analisis de los genes sobreexpresados bajo estas
condiciones, ha permitido la identificacion de un gen anotado como aldehido

deshidrogenasa, aunque carece del dominio funcional caracteristico de estas
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proteinas (Tabla 10). Ademas, también se han identificado otras proteinas con
actividad deshidrogenasa, relacionadas directamente con el metabolismo de
otros aminoacidos, monosacaridos o con el metabolismo energético, muchas de
las cuales, posiblemente no estén implicadas en la biosintesis de IAA. Trabajos
anteriores en los que se han realizado andlisis transcriptdmicos utilizando
microarrays, han revelado que algunas rutas metabdlicas de produccién de
aminoacidos, como la arginina, son sensibles a cambios en las concentraciones
de Trp en el medio (Khodursky et al., 2000). Aunque la anotacion de estos genes
no se corresponde con proteinas ALD, la actividad deshidrogenasa presentes en
estas rutas sugiere que podrian estar contribuyendo de manera indirecta a la
produccion de IAA a partir de IAAld, pese a que su funcién principal sea
independiente de esta. En este trabajo, se ha demostrado mediante mutagénesis
dirigida, que nuevos genes no descritos anteriormente (aldD) también
contribuyen a la produccién de IAA en Psv NCPPB 3335. Por lo tanto, la
identificacidbn y mutacion de otros genes potencialmente implicados en la
biosintesis de IAA es esencial para determinar su contribucion a la produccion
de IAA en Psv AdiaaMH1-2 y otras cepas del complejo P. syringae que puedan

compartirlos.

En el andlisis transcriptdmico, no se encontr6 una correlacion entre el aumento
de la produccion de IAA y un aumento en la expresion de ninguno de los genes
implicados en las rutas de produccion de IAA descritas anteriormente, incluidos
los genes ald descritos en este trabajo (Tabla 7). No obstante, esto no es
sorprendente, ya que en Psv, el gen iaaM, implicado en la ruta principal de
biosintesis de IAA en esta bacteria, tampoco modifica sus niveles de expresion
al suplementar con Trp. Este gen, Unicamente se encuentra regulado por el
acceso limitante al Trp y mediante un bucle de regulacion negativa provocado
por su producto (Hutchesong y kosugue, 1985). Por lo tanto, los genes ald
podrian tener un comportamiento similar, condicionando su capacidad de
produccion de IAA a la disponibilidad de Trp. La adicién de Trp al medio de cultivo
provocaria un aumento notable de los niveles de IAA producidos por estas

proteinas, sin afectar a su actividad o a sus niveles de expresién.
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En los sobrenadantes de Psv diaaMH1-2 cultivada en medio MG suplementado
con Trp, se identificd mediante espectrometria de masas, la acumulacion de IAM,
IAN e IAAld, compuestos intermediarios de otras rutas de biosintesis de I1AA
(Tabla 6). Ademas, analisis genémicos revelaron la existencia de un gen
posiblemente implicado en la ruta TAM en Psv (Tabla 7). Conjuntamente, estos
datos sugieren que la produccion remanente de IAA en Psv diaaMH1-2, asi
como en otras cepas del complejo P. syringae, también podria deberse a nuevas
rutas biosintéticas no caracterizadas donde estos compuestos participarian

como intermediarios.

Recientemente, se ha demostrado que en aproximadamente la mitad de las
bacterias cuya secuencia genémica se encuentra disponible en NCBI, existe una
coexistencia de genes implicados en diferentes rutas de biosintesis de |AA,
siendo las rutas TAM e IPyA las mas representadas. En bacterias asociadas a
plantas, las rutas TAM e IAM fueron las predominantes. Sin embargo, muchas
de estas bacterias, pese a contener enzimas implicadas en estas rutas de
biosintesis, no codifican las enzimas requeridas para completar las rutas (Zhang
et al., 2019). En Psv AiaaMH1-2, se ha identificado una amida oxidasa, cuya
actividad esta relacionada con la produccién de IAA a través de la ruta TAM.
Ademas, la ausencia de genes implicados en pasos anteriores, junto con la
ausencia de TAM en los cultivos de esta cepa, en las condiciones ensayadas,
sugieren que posiblemente esta ruta no participe en la produccion de IAA en Psv
AiaaMH1-2. Por lo tanto, la presencia en un genoma de un gen esencial para la
produccion de IAA a través de una determinada ruta, no capacita

necesariamente para producir IAA a través de ella.

En Psv, no hemos identificado genes implicados en la ruta del IAN, descrita
principalmente en P. syringae pv. syringae B728a. Sin embargo, la ausencia de
los genes encargados de la conversion del Trp en IAN no es sorprendente, ya
que trabajos anteriores han descrito la pérdida de estos genes en mdultiples

cepas de P. syringae procedentes de cultivos agricola (Howden et al., 2009).
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Asimismo, no se detecté acumulacion de indol-3-acetaldoxima (IAOx) en el
sobrenadante de cepas de Psv. En plantas, la IAOx se produce a partir de Trp y,
posteriormente, es transformado en IAA a través de la IAM o el IAN. Sin
embargo, en plantas de arroz y maiz, andlisis dirigidos a la produccion de I1AA a
través de esta ruta no detectaron IAOx (Sugawara et al., 2009). Del mismo modo,
en Psv desconocemos si la produccion de IAN o IAM podria proceder de 1AQOX,
ya que el gen descrito como implicado en este proceso no se ha identificado. Por
otro lado, la adicién de Trp no supuso un aumento de la acumulacion de IAN, ni
en las cepas Psv silvestre ni en Psv AiaaMH1-2 (Tabla 6). En plantas, se ha
sugerido la presencia de rutas de biosintesis de IAA independientes del Trp
(Bartling et al., 1994; Normanly et al., 1993), por lo que el IAN identificado en Psv
podria proceder de rutas independientes del Trp. Trabajos recientes, han
relacionado la produccién de IAA a través de estas rutas con procesos de
regulacion del desarrollo en plantas. Ademas, se ha propuesto que la produccion
de IAA a través de esta ruta independiente de Trp podria producirse a partir de
metabolitos con caracter inddlico, como el indol, y a través de enzimas no
identificadas hasta la fecha (Nonhebel, 2015; Wang et al., 2015).

Por ultimo, la presencia de IAM en la cepa Psv AiaaMH1-2, carente de la ruta
principal de produccion de IAM, sugiere la presencia de una via de produccion
de IAM independiente del gen iaaMy no descrita en P. savastanoi hasta la fecha.
En plantas, se ha sugerido que la produccion de IAM podria derivarse del IAOXx,
el cual se transformaria en IAA, sin embargo, no se han identificado en Psv los
genes implicados en su biosintesis (Sugawara et al., 2009). En A. tumefaciensy
Rhizobium spp. se han identificado genes con actividad nitrilo hidrolasa vy
amidasa, implicadas en la conversion de IAN en IAA, a través de IAM, aunque
no se identificaron genes homoélogos en Psv (Kobayashi et al., 1995). Ademas,
se ha sugerido la presencia de una potencial ruta de transformacién del IAM en
IAAId (Krause et al., 2015).

En conclusiéon, en este trabajo se ha demostrado la implicacion de proteinas
aldehido deshidrogenasa en la produccion de I1AA en Psv. Ademés, y debido a

la ausencia en Psv de genes implicados en las rutas descritas hasta la fecha, se
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ha planteado que la sintesis de IAA podria realizarse a través de una via que
implica la conversiéon del Trp a IAAId a través de una actividad TSO. Sin
embargo, la deteccion de IAM e IAN en la cepa mutante de Psv AiaaMH1-2 abre
las puertas a la identificacién de otras rutas no identificadas hasta la fecha y
sugiere que la produccién de IAA estaria mediada por la accidn combinada de
multiples rutas con estos compuestos intermediarios como protagonistas (Figura
8). Por lo tanto, sigue siendo necesario realizar un estudio mas detallado del

metabolismo del IAA en las cepas del complejo P. syringae productoras de esta

fitohormona.
__________________________________________________________________ -
1
1
| | =N [
1 | :
: B |
! I » 1
! f N !
1
1
' R Indol-3-acetonitrilo !
| | !
1 ~
1 S : v
| N M
1 A
————— >
L -3- i Indol-3-acético
Indol Triptéfano Indol 3Iacetamlda i
1
: TSO L""""""""""': ald
e i [N
[
v

Indol-3-acetaldehido

Amida oxidasa ‘

Figura 8. Resumen esquematico de las diferentes rutas de biosintesis de IAA descritas y
propuestas en Psv AiaaMH1-2 en este trabajo. En negro se indican los genes presentes en el
genoma o los compuestos identificados en Psv AiaaMH1-2. En gris se indican genes y
compuestos no identificados. Mediante una linea negra punteada, se indican posibles rutas de
biosintesis de IAA en Psv AiaaMH1-2 no descritas hasta la fecha. En rojo se indican potenciales
rutas alternativas e independientes del Trp en esta bacteria. Encima de las flechas se indica el
gen implicado en cada paso de las rutas de biosintesis 0, en caso de conocerse el gen, la
actividad enzimética. iaaM: triptéfano monooxigenasa; iaaH: indol-3-acetamida hidrolasa; ald:
aldehido deshidrogenasa; ipdC: indol-3-piruvato descarboxilasa TSO: cadena lateral de
oxidacion del triptéfano; AO: amida oxidasa. Adaptado de Spaepen et al., (2007).
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INTRODUCCION

El 4cido indol-3-acético (IAA) es una auxina que desempena un papel importante
en la regulacion del desarrollo celular de las plantas. En plantas, las auxinas
regulan la expresion génica a nivel transcripcional de manera eficiente y
selectiva, actuando mediante regulacién positiva y negativa (Paponov et al.,
2008; Teale et al., 2006). En bacterias fitopatdgenas, la produccion de IAA se ha
definido como un factor de patogenicidad o virulencia, cuya accion induce
modificaciones en la fisiologia del huésped que facilitan el proceso de infeccion
(Patten et al., 2013; Van Puyvelde et al., 2011). En Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi (Psv), la produccién de IAA es un factor de patogenicidad esencial
durante el proceso de formacion del tumor en plantas de olivo. En la cepa modelo
de Psv utilizada en esta Tesis Doctoral, NCPPB 3335, mas del 90% del IAA
producido se sintetiza a través de la ruta de la indol-3-acetamida (IAM), a través
de la cual, el Triptéfano (Trp) es convertido en IAM, para posteriormente
transformarse en IAA mediante la intervencion de los genes iaaM e iaaH,
respectivamente (Aragon et al., 2014). En el Capitulo 2 de esta Tesis Doctoral,
se ha sugerido que en Psv NCPPB 3335 el IAA no producido a través de la ruta
de la IAM podria sintetizarse gracias a la transformacién de indol-3-acetaldehido
(IAAId) en IAA, mediante la accion de proteinas con actividad aldehido
deshidrogenasa, al igual que ocurre en otras bacterias del complejo P. syringae
carentes de los genes iaaM e iaaH (McClerklin et al., 2018). En otras bacterias
asociadas a plantas que sintetizan IAA a través de la ruta del indol-3-piruvato
(IPyA), como la bacteria fijadora de nitrégeno Azospirillum brasilense, el IPyA se

transforma en IAAld mediante la accion del gen ipdC.

En Psv, la transcripcidbn del gen iaaM esta regulada negativamente por su
producto final, el IAA (Hutcheson and Kosuge, 1985). Por el contrario, en A.
brasilense, el IAA regula positivamente de la transcripcion del gen ipdC (Vande
Broek et al., 1999). Estos resultados, sugieren la existencia de elementos
reguladores capaces de responder a la auxina y que actuen en la region
promotora de los genes iaaM e ipdC. En plantas, los factores de respuesta a

auxinas (ARFs, del inglés, auxin response factors) son reguladores
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transcripcionales positivos 0 negativos que, en respuesta a concentraciones de
IAA, se unen a los promotores que contienen la secuencia TGTCTC,
denominada elementos de respuesta a auxinas (AuxRE, auxin response
element). Este mecanismo de regulacion es responsable de las alteraciones
rapidas y especificas que se producen por IAA a nivel transcripcional (Hagen and
Guilfoyle, 2002).

En bacterias, se ha demostrado la existencia de un AuxRE en el promotor del
gen ipdC de A. brasilense, elemento que resulta esencial para la regulacion de
este gen por IAA (Lambrecht et al., 1999; Vande Broek et al., 1999; 2005).
Ademas, en P. savastanoi pv. nerii (Psn) ESC23, se han identificado
recientemente cajas AuxRE en el promotor del gen iaal, implicado en la
produccion del conjugado IAA-Lisina, y en el del operdn formado por los genes
iaaM e iaaH (Cerboneschi et al.,, 2016). Estos resultados sugieren que, en
bacterias productoras de IAA, podria existir una regulacién transcripcional
mediada por una forma ancestral procariota del elemento AuxRE, responsable
de modificar la expresién génica por IAA, lo que refuerza el papel de esta
hormona como molécula de sehnalizacion también en bacterias, incluida P.

savastanoi.

La regulacion por IAA de otros factores de virulencia es un proceso descrito en
multitud de bacterias fitopatbgenas. En la bacteria formadora de tumores
Pantoea agglomerans, la biosintesis de IAA se lleva a cabo mediante dos rutas
diferentes, la ruta de la IAM y del IPyA, las cuales contribuyen de manera
diferencial a la formacién de tumores y al estado epifitico, respectivamente
(Chalupowicz et al., 2009; Manulis et al., 1998). La inactivacion de la biosintesis
de IAA através de la ruta de la IAM provoca la represion del sistema de secrecion
tipo Il (T3SS) y del sistema de regulacion quorum sensing (QS), mientras que la
inactivacion de la produccion de IAA a través de la ruta del IPyA induce estos
sistemas (Chalupowicz et al., 2009). De manera similar, un mutante iaaM de

Dickeya dadantii muestra una represion de los genes del T3SS, del gen
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regulador global gacAy de los genes de la pectato liasa pelD, pell y pell (Yang
et al., 2007).

Ademas del efecto enddgeno del IAA en la regulacion génica, diversos estudios
han demostrado que la aplicacion de IAA de manera exégena también provoca
cambios en la transcripcién de determinados genes bacterianos, entre los que
se encuentran genes codificadores de factores de virulencia. En Psv NCPPB
3335, la adicién exdgena de IAA provoca la represion de los genes del T3SS
hrpL 'y hrpA, y la activacién de gen vgrG del sistema de secrecion tipo VI (T6SS)
(Aragon et al., 2014). De manera similar, Agrobacterium tumefaciens muestra
una represion del reguldn vir del sistema de secrecion tipo IV (T4SS) en
respuesta a IAA exdgeno (Yuan et al., 2008), sugiriendo un efecto adicional del
IAA sobre otros genes no estudiados durante la interaccion de P. savastanoi con

sus huéspedes.

Hasta la fecha, la regulacion transcripcional por IAA enddgeno y exdgeno en
bacterias se ha analizado a nivel global, utilizando microarrays o RNAseq, en
Escherichia coli (Bianco et al., 2006a; Bianco et al., 2006b), D. dadantii (Yang et
al., 2007), A. tumefaciens (Yuan et al., 2008), Sinorhizobium meliloti (Imperlini et
al., 2009), A. brasilense (Van Puyvelde et al., 2011) y Bradyrhizobium japonicum
(Donati et al., 2013). En este capitulo, nos hemos centrado en el papel del IAA
como molécula de sefalizaciéon en Psv NCPPB 3335, estudiando los cambios
transcriptébmicos provocados como resultado de la sintesis y adicion exégena de
esta fitohormona. Mas especificamente, hemos analizado los cambios
transcripcionales provocados por el IAA en genes codificantes de factores de

virulencia previamente descritos en esta bacteria.
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MATERIAL Y METODOS

Cepas bacterianas, medios y condiciones de cultivo

Las cepas bacterianas de P. savastanoi se cultivaron a 28 °C en medio de cultivo
lisogénico (LB) (Bertani, 1951) o en medio minimo manitol-glutamato (MG)
suplementado con citrato férrico (10 g/L de manitol, 2 g/L de &acido L-glutdmico,
0.5 g/L de KH2PO4, 0.2 g/L de NaCl, 0.2 g/L de MgSOs4, pH 7) (Bronstein et al.,
2008). Las cepas bacterianas empleadas en este estudio se indican en la Tabla
1.

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.

Cepa Caracteristicas relevantes Referencia

P. savastanoi pv. savastanoi

(Pérez-Martinez et al.,
2007)

(Aragodn et al., 2014)

NCPPB 3335 Cepa silvestre

Doble mutante por delecién de los dos

AiaaMH1-2 operones AiaaMH1-2

RNAseq

A partir de un cultivo de Psv NCPPB 3335 y del mutante Psv AiaaMH1-2 en
medio MG incubado durante toda la noche, se obtuvieron 2 cultivos
independientes en medio MG que se incubaron durante 20h hasta alcanzar la
fase exponencial (ODesoonm = 0.5). Por otro lado, a partir de un cultivo de Psv
NCPPB 3335 incubado en medio LB durante toda la noche, también se
inocularon 4 cultivos independientes en medio LB y se incubaron hasta alcanzar
la fase exponencial (ODsoonm = 0.5). Posteriormente, 2 de los cultivos de LB
resultantes, se transfirieron a medio de induccion HRP (Huynh et al., 1989), y los
otros dos se transfirieron a medio de induccién HRP suplementado con 1 mM de

IAA, donde se incubaron durante 6h.

El RNA total de cada muestra se extrajo utilizando el kit de purificacion de RNA
“‘BNeasy® Mini Kit” (QIAGEN, Hilden, Alemania) y se elimin6 el DNA de las
muestras con el kit TURBO DNA-freeTM Kit (Invitrogen, MA, EEUU) siguiendo
las indicaciones del fabricante. EI RNA ribosémico se elimin6 de las muestras de

RNA total utilizando el kit lllumina Ribo-Zero Plus rRNA Depletion para bacterias,
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siguiendo las recomendaciones del fabricante (lllumina; California, EEUU). Por
ultimo, las genotecas de cDNA se obtuvieron utilizando el kit TruSeq Stranded
mRNA (lllumina; California, EEUU). La secuenciacion de las genotecas se
realizé en los servicios de ultrasecuenciacion

(http://www.scbi.uma.es/site/omics/ultraseq) de la Universidad de Malaga

(Espana), utilizando un equipo lllumina NextSeq550 (lllumina; California, EEUU)
y obteniéndose lecturas pareadas de 75 pb de longitud. La secuenciacion
produjo un total de 400 millones de lecturas, y utilizando el software SeqTrimNext

(http://www.scbi.uma.es/seqtrimnext) se eliminaron las lecturas homdlogas a

RNA ribosomales. Posteriormente, las lecturas se procesaron con SeqTrim para
eliminar adaptadores, secuencias de baja calidad o ambiguas. Las secuencias
inferiores a 25 pb también fueron eliminadas. Las lecturas resultantes se
alinearon frente al genoma cerrado de Psv NCPPB 3335 (NZ_CP008742) y
frente a la secuencia de sus tres plasmidos (pPsv48A, FR820585.2; pPsv48B,
FR820586.1 y pPsv48C, FR820587.2) utilizando BWA (Burrows-Wheeler
Aligner) (Li and Durbin, 2009). Las lecturas alineadas de forma exclusiva se
utilizaron para calcular el numero de lecturas de cada gen, mientras que las
lecturas con alineamientos ambiguos fueron rechazadas. Los genes expresados
diferencialmente entre dos muestras se analizaron utilizando DEgenes Hunter
(Gayte et al., 2017).

Analisis bioinformatico

La prediccion de los posibles RNA mensajeros (mMRNA) diana regulados por
pequefios RNA (sRNA) identificados en este trabajo se llevo a cabo utilizando
CopraRNA (Wright et al., 2014). Las regiones promotoras de los genes se
extrajeron manualmente utilizando Geneious 8.1.9 (Kearse et al., 2012). La
representacion gréfica de la abundancia de las diferentes secuencias se realiz

utilizando la herramienta WebLogo (https://weblogo.berkeley.edu/).
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RESULTADOS

indices de calidad de la secuenciacién RNAseq

Para analizar el efecto enddégeno y exégeno del IAA sobre el transcriptoma de
Psv NCPPB 3335 se realizaron RNAseq comparativos. Para analizar el efecto
enddgeno, se comparé el transcriptoma de la cepa silvestre Psv NCPPB 3335
con la cepa mutante Psv AdiaaMH1-2, la cual carece de los genes iaaM e iaaH,
implicados en la biosintesis de mas del 90% del IAA producido por esta cepa
(Capitulo 2). Para ello, ambas cepas se incubaron en medio de cultivo manitol-
glutamato (MG) durante 20h. Por otro lado, el efecto exdégeno del IAA se analizé
incubando la cepa Psv NCPPB 3335 en medio de induciéon HRP, un medio
minimo que imita las condiciones del apoplasto vegetal, suplementado o no con
1 mM de IAA. Se siguieron unas condiciones de cultivo idénticas a las descritas
anteriormente (Capitulo 2) y la extraccion de RNA se realizd tal y como se
describe en material y métodos. Posteriormente, se llev a cabo la secuenciacion
de dos muestras independientes de RNA para cada una de las condiciones como

se describe en material y métodos.

Tabla 2. Resumen de las lecturas obtenidas en las secuenciaciones RNAseq

Muestra Entrada Salida Eliminadas % Eliminadas

Efecto endégeno de IAA

Psv WT R1 43,297,180 40,273,582 1,809,500 418
Psv WT R2 44,165,714 40,534,846 2,093,266 474
Psv diaaMH1-2 R1 45,897,058 42,956,306 1,778,582 3.88
Psv diaaMH1-2 R2 50,074,880 46,648,122 2,065,875 413
Efecto exdgeno de IAA2

HRP R1 41,289,538 37,174,762 2,305,317 5.58
HRP R2 40,704,762 38,429,940 1,336,980 3.28
IAA R1 130,017,076 116,400,190 7,965,853 6.13
IAA R2 128,077,966 115,783,938 7,472,774 5.83

a8 HRP, muestras del medio HRP sin IAA; IAA, muestras del medio HRP suplementado con 1 mM

de IAA
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En la Tabla 2 se indica el numero de lecturas obtenidas en la secuenciacion para
cada una de las muestras (entrada), asi como el total de lecturas utilizadas en el
analisis (salida) tras eliminar las lecturas correspondientes a los adaptadores y

las secuencias de baja calidad, ambiguas o de tamano inferior a 25 pb.
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Figura 1. (A) Andlisis de componentes principales (PCA) de las muestras RNAseq
correspondientes al andlisis del efecto endégeno (arriba) o exdgeno (abajo) del IAA en Psv
NCPPB 3335. El nombre de cada muestra representa el transcriptoma de réplicas biolégicas
independientes. (B) Agrupacion jerarquica de las diferentes muestras. Psv WT, Psv NCPPB
3335; Psv diaaMH1-2, cepa carente de la principal ruta de biosintesis de IAA en Psv; HRP,
muestras del medio HRP sin IAA; IAA, muestras del medio HRP suplementado con 1 mM de IAA.
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La varianza entre las diferentes muestras se analizO mediante analisis de
componentes principales (PCA), permitiendo detectar las diferencias existentes
entre réplicas y condiciones (Figura 1A). En la comparativa entre la cepa silvestre
de Psv NCPPB 3335 (Psv WT) vs. Psv AiaaMH1-2, la mayor varianza (PC1 =
85%) se identifico entre las dos condiciones. Por el contrario, entre las diferentes
réplicas biologicas la varianza fue menor (PC2 = 14%). De manera similar, en el
analisis del efecto exdgeno de IAA, el 98% de la varianza (PC1) se debia a la
diferencia entre las dos condiciones, HRP (medio HRP sin IAA) vs. IAA (medio
HRP con 1 mM de IAA), mientras que la diferencia entre las réplicas bioldgicas
unicamente fue del 1% (PC2). Ademas, en la agrupacion jerarquica de las
diferentes muestras, agruparon juntas las réplicas pertenecientes a la misma

condicion (Figura 1B).

La disminucién de la concentracion de IAA enddégena provoca cambios en
el transcriptoma de Psv NCPPB 3335

Tras procesar las lecturas como se describe en material y métodos, se
seleccionaron los genes expresados diferencialmente con un logz (tasa de
variacion) superior a 1 e inferior a -1, es decir, aquellos que mostraban una
sobreexpresion o represion de al menos 2 veces, respectivamente, en la cepa
Psv AiaaMH1-2 en comparacién con Psv WT (Figura 2A). En total se identificaron
53 genes diferencialmente expresados, de los cuales 14 genes estaban
sobreexpresados y 39 genes reprimidos en Psv AdiaaMH1-2 (Figura 2B).
Utilizando el software Sma3s.v2 (Casimiro-Soriguer et al., 2017), se llevo a cabo
una asignaciéon de términos GO (del inglés, Gene Ontology) y enriquecimiento
funcional para identificar la funcion principal de los genes expresados
diferencialmente. Posteriormente, se llevo a cabo una curacion manual mediante
blastx para asignar de una forma mas precisa sus funciones, que se clasificaron

en 9 categorias (Figura 2C, Tabla 3).
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Dentro de estas categorias, las formadas por proteinas hipotéticas y los genes
relacionados con el metabolismo fueron las que incluian un mayor nUmero de
genes. Como era de esperar, se identificaron genes relacionados con la
biosintesis de IAA, como los genes iaaM e iaaH, que aparecen reprimidos en
Psv diaaMH1-2, que carece de ellos. Ademas, también se identifico un gen
anotado con actividad aldehido deshidrogenasa reprimido en Psv diaaMH1-2.
Por otro lado, se identificaron genes reguladores, implicados en la transduccion
de sefales 0 que actian como reguladores transcripcionales. En este ultimo
grupo, destacan los genes hrpR y hrpS, los cuales se encuentran
sobreexpresados en Psv AiaaMH1-2. Los genes hrpR y hrpS codifican dos
reguladores transcripcionales encargados de la activacion del gen hrpL mediante

la formacion del heterodimero HrpRS.
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Tabla 3. Genes expresados diferencialmente en Psv AiaaMH1-2 respecto a Psv

NCPPB 3335 y presencia de cajas AuxRE en su region promotora.

IDa Descripcion/Producto log2(TC)» AuxRE

Biosintesis de IAA
PSA3335_RS05385*  Indol-3-acetamida hidrolasa (iaaH) -5.134899 -
PSA3335_RS05390* Triptéfano 2-monooxigenasa (iaaM) -2.623719 -
PSA3335_RS08645*  Triptéfano 2-monooxigenasa (iaaM) -5.408368 :::g%;g'.?
PSA3335_RS08650* Indol-3-acetamida hidrolasa (iaaH) -3.062397 -

. . TGTCGA
PSA3335_RS10130 Aldehido deshidrogenasa -1.104148 TGTCGT
Metabolismo
PSA3335_RS02225 N-metilglicina oxidasa -1.11012 -
PSA3335_RS04380 Enoil-CoA hldratasA -1.149644 TGTCGA
PSA3335_RS09155* Proteina de unién a NAD(P) 1.848626 -
PSA3335_RS09160* Oxidoreductasa NAD(P)-dependiente 1.633415 -
PSA3335_RS09465* eDF')?;terfg;Zf(’%%er”Opte””a SEETS 2 1314393 TGTCGA
PSA3335_RS09470* GTP ciclohidrolasa (folE) 1.33789 -
PSA3335_RS15110 Peptidasa de serina (familia S8) -1.04892 -
PSA3335_RS22055*  N-acetilglutaminil glutamina amidotransferasa -1.042397 -
PSA3335_RS22060*  N-acetilglutaminil glutamina sintetasa -1.078516 -
PSA3335_RS22535 Acetil-coenzima A sintetasa -2.037802 TGTCGC
RNA no codificantes
PSA3335_RS03555  tRNA-Tyr -1.359431 -
PSA3335_RS04020 tRNA-Leu -1.037844 -
PSA3335_RS10935  tRNA-Leu -1.331551 -
PSA3335_RS20355  tRNA-Ser -1.086621 -
PSA3335_RS20795 Pequefio RNA (sRNA) -1.162928 TGTCGT
PSA3335_RS21235 tRNA-Leu -1.140033 -
Regulacion: Regulador transcripcional
PSA3335_RS09165* Factor de transcripcion nuclear 1.571786 -
PSA3335_RS09615 Regulador transcripcional LysR -1.021508 -
PSA3335_RS10545 HrpR 1.103468 TGTCCT
PSA3335_RS10550 HrpS 0.97673 TGTCGA
PSA3335_RS16900 Regulador transcripcional LysR -1.308089 -
Regulacion: Transduccion de senales
PSA3335_RS02295*  Proteina de unién a nucleétidos ciclicos -1.630242
PSA3335_RS03015 Proteina con dominio PAS -1.693612
PSA3335_RS09145* Metiltransferasa SAM-dependiente clase 1 1.971378
PSA3335_RS12405 Metiltransferasa SAM-dependiente clase 1 1.097062 TGTCAT
PSA3335_RS13750 Methyl-accepting chemotaxis protein -1.535836 TGTGCA

aEn gris se indican los genes sobreexpresados. Con un asterisco se indican genes
potencialmente expresados en forma de operén.

bTC, Tasa de cambio
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Tabla 3 (Continuacién). Genes expresados diferencialmente en Psv diaaMH1-2

respecto a Psv NCPPB 3335 y presencia de cajas AuxRE en su region promotora.

IDa Descripcion log2(TC)® AuxRE
Replicacion, mutacion y reparaciéon del DNA
PSA3335_RS02155 RNA polimerasa factor sigma-70 -1.410994 -
PSA3335_RS02290* 3'-5'exonucleasa -1.268338 TGTCGG
PSA3335_RS05380 Transposasa -1.562949 -
PSA3335_RS09170* Deoxiribodipirimidina fotoliasa 1.284761 -
PSA3335_RS09580 RNA polimerasa factor sigma-70 -1.129338 -
PSA3335_RS17020 RNA polimerasa factor sigma-70 -1.126516 TGTCGC
Sistemas de secrecion
PSA3335_RS25050 Proteina de ensamblaje del pilus Flp (RecpC/CpaB) -1.367724 TGTCGC
PSA3335_RS25060 ATPasa del sistema de secrecion tipo 11/1V -1.183105 TGTCGC
Transporte
PSA3335_RS06920 Bacterioferretina -1.067799 -
PSA3335_RS22115 Simporte cation/acetato -1.985887 TGTCGT
Proteinas hipotéticasc
PSA3335_RS09140 Proteina con dominio DUF2878 1.4423 TGTCTT
PSA3335_RS20090 - -1.4525 TGTGCA
PSA3335_RS20600 Proteina con dominio DUF3509 -1.2912 TGTCTG
PSA3335_RS20995 Proteina con dominio DUF2256 1.1782 TGTCCT

aEn gris se indican los genes sobreexpresados. En cursiva se indican genes potencialmente
expresados en forma de operoén.

bTC, Tasa de cambio

cUnicamente se indican las proteinas hipotéticas con cajas AuxRE identificadas.

El gen hrpL codifica el principal regulador positivo encargado de la induccion del
T3SS y de sus efectores mediante su union a cajas hrp altamente conservadas
en las regiones promotoras de los genes del T3SS (Xie et al., 2019). Sin
embargo, no se identificaron cambios en la expresion de otros genes

reguladores, estructurales o codificadores de efectores del T3SS.

Por ultimo, también se identificd la represion de genes implicados en la
replicacion, mutacion y reparacion del DNA, transporte o en la formacion del
pilus, asi como genes relacionados con el sistema de secrecion tipo Il (T2SS) y
el T4SS. Ademas, entre los genes reprimidos también destaca la identificacion
de RNA no codificantes, como los RNA de transferencia (tRNA) de leucina,
serina y tirosina, o los pequefios RNA (sRNA). Utilizando la herramienta

CopraRNA (Wright et al., 2014) se analizaron posibles genes diana de
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interaccién del sRNA. En la Tabla 4 se muestran los 10 genes identificados por
CopraRNA como posibles mRNA dianas del sRNA PSA3335_RS20795.

Tabla 4. Genes potencialmente regulados por el gen PSA3335_RS20795, un pequefio
RNA reprimido en Psv AiaaMH1-2.

Energia Posicion Posicion

ID p-value (kcal/mol) mRNA SRNA log2(TC)a Anotacion
550 -- Regulador
PSA3335_RS16330 0.0017  -11.47 546 32--59 0.2075 transcripcional
LysR
PSA3335 RS16395 0.0028 -1569 1997 3261 -0.1425 acetil-CoA
192 carboxilasa
PSA3335_RS05625 0.0072  -8.96  22--42 15--33 03416 | PsF/GutQazucar-
fosfato isomerasa
Proteina

PSA3335_RS06975 0.0076 -4.57 89--125 28--63 0.0540 transportadora
hierro-sulfato

PSA3335 RS17405 0.0080 -12.02 192~  34_.57 og33 Mdroximethilglutaril-
185 CoA liasa
208 -- Sensor histidina
PSA3335_RS09970 0.0089  -9.96 o7 8897 09904 R e
PSA3335_RS05010 0.0119 -10.40 1--20 62--84 0.0667 Carbzrigf;sf;’Sfato
Subunidad

PSA3335_RS14090 0.0138 -4.32 62--78 40--54 0.1937 oxidoreductasa
NADH-quinona

PSA3335_RS06310 0.0149  -10.89 22;" 34--56 -0.2558 Transportador MFS
PSA3335_RS17790 0.0227 -5.39 25;7 91--97 0.0944 Transportador ABC

aVariacion de la expresion en el andlisis por RNAseq de los genes identificados por CopraRNA.
En gris se indican los genes cuya expresion varia de manera significativa en la cepa Psv
AiaaMH1-2. TC, tasa de cambio.

Entre las dianas identificadas destacan reguladores transcripcionales de la
familia LysR, transportadores MFS y ABC o genes relacionados con el
metabolismo. Ademas, también se identificd una posible diana de este sRNA,
cuyo gen esta implicado en la transduccion de sefiales. Por otro lado, se analizé
la variacion de la expresion de los genes diana identificados por CopraRNA en
la cepa Psv AdiaaMH1-2. No se identificaron cambios significativos en la
expresion de los diferentes genes, a excepcidn del gen que codifica una proteina
sensora histidina quinasa con dominios funcionales PAS, el cual, al igual que el
sRNA, disminuye su expresion en un ambiente de baja concentracion de IAA
(Tabla 4).
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Identificacion de cajas AuxRE en genes diferencialmente expresados en
Psv AiaaMH1-2

La presencia de cajas AuxRE en las regiones promotoras de plantas ha sido
ampliamente estudiada y relacionada con la regulacién por IAA (Dharmasiri et
al., 2005; Hagen and Guilfoyle, 2002; Ulmasov et al., 1995; 1997).

Sin embargo, en bacterias unicamente se ha descrito la presencia de estas cajas
AuxRE en la region promotora del gen ipdC de A. brasiliense y de los genes
iaaM, matE e iaal de Psn ESC23, todos ellos implicado en el metabolismo del
IAA (Cerboneschi et al., 2016; Lambrecht et al., 1999). Las cajas AuxRE
identificadas en la regién promotora de estos genes son secuencias cortas de 6
nucleétidos, siendo TGTCCC el motivo presente en el promotor del gen ipdC 'y
TGTCCA el motivo identificado en el promotor de todos los genes descritos en
Psn ESC23. Por lo tanto, con el fin de analizar si la variacion en la expresion
génica debida a la disminucion de la concentracidon de IAA en la cepa Psv
AiaaMH1-2 se relaciona con la codificacion de cajas de regulacién AuxRE, se
analiz6 la regién promotora de estos genes. Para ello, se analiz6 manualmente
la presencia de cajas AuxRE en las 500 pb aguas arriba del inicio de los genes,
para los expresados en forma de operdn, Unicamente se analiz la presencia de
la caja en el gen situado en primera posicion. De los 14 genes sobreexpresados
en ausencia de IAA, 7 de ellos se expresaban individualmente o estaban
situados en la primera posicion del operdn. De estos 7 promotores, se identifico
la presencia de cajas de regulacion AuxRE en 6 de ellos (Tabla 3). Por otro lado,
35 de los 39 genes reprimidos en presencia de I|AA, se expresaron
individualmente o estaban situados en la primera posicién del operon. De los 35
promotores analizados se identifico la presencia de cajas AuxRE en 14 de ellos
(Tabla 3). En total se identificaron 9 cajas AuxRE diferentes, siendo TGTCGA la
Unica secuencia comun presente en el promotor de los genes sobreexpresados
y reprimidos. En la Figura 3 se muestra una representacion esquemética de la
secuencia consenso (TGTCNN) identificada en el promotor de los genes

sobreexpresados (Figura 3A) y reprimidos (Figura 3B).
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Figura 3. Representacion de la variacion en la secuencia de nucleétidos de los motivos AuxRE
identificados en los genes sobreexpresados (A) o reprimidos (B) en Psv AiaaMH1-2. Los
numeros indican la posicién correspondiente para cada nucle6tido en sentido 5’-3'.

La adicion de IAA exdégeno modifica la expresion de genes en Psv NCPPB
3335

El procesado de las lecturas y la seleccibn de los genes expresados
diferencialmente en medio HRP con y sin 1 mM de IAA se realiz6 tal y como se
ha descrito en el apartado anterior, los resultados se muestran en la Figura 4A.
En total se identificaron 567 genes diferencialmente expresados en el andlisis
transcriptobmico comparativo, con 213 genes sobreexpresados y 354 genes
reprimidos en presencia de IAA exogeno (Figura 4B). La funcion principal de los
genes identificados se analizd utilizando el software Sma3s.v2 (Casimiro-
Soriguer et al., 2017) y, posteriormente, se realizé un enriquecimiento funcional
utilizando el paquete de R topGO (Alexa and Rahnenfuhrer, 2020),
seleccionandose las categorias que mostraron una probabilidad (p-value) inferior
a 0.05 (Figura 4C).

La mayoria de los genes sobreexpresados se clasificaron unicamente en tres
categorias con un numero abundante de genes: biosintesis de compuestos
nitrogenados y genes relacionados con la traduccion y el metabolismo de

proteinas.
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Por el contrario, los genes reprimidos se clasificaron en multiples categorias con
un numero variable de genes, destacando la represidn de genes clasificados en
las categorias relacionadas con secrecion, patogénesis y regulacion de las
defensas del huésped. Trabajos anteriores realizados en Psv NCPPB 3335 han
demostrado una variacion de la expresién de determinados genes del T3SS en
presencia de IAA, como son los genes hrpA'y hrpL (Aragbn et al., 2014). Por lo
tanto, el IAA ex6geno provoca la represion de multiples genes relacionados con

secrecion, sugiriendo una regulacién del T3SS a través del 1AA.
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El IAA ex6geno regula la expresion de multiples genes relacionados con la
virulencia en Psv NCPPB 3335

En bacterias patdgenas, el IAA se ha descrito como una molécula de
senalizacion capaz de modificar la expresion de multiples factores de virulencia,
como el T3SS y el T6SS o QS (Chalupowicz et al., 2009; Van Puyvelde et al.,
2011). Con el fin de obtener una vision integrada de la regulacion de los
diferentes factores de virulencia descritos en Psv NCPPB 3335 provocada por el
IAA, se analiz6 manualmente el efecto del IAA en la expresidbn de genes
relacionados con estos factores (Caballo-Ponce et al., 2017a). Entre los factores
de virulencia analizados, se identificaron cambios en la expresion de genes
relacionados con la produccion de la fitohormona citoquinina y fitotoxinas,
elementos del T3SS y genes relacionados con el metabolismo de compuestos
aromaticos presentes en la region gendmica denominada WHOP (del inglés,
Woody Host and Pseudomonas).

Sin embargo, no se identificaron cambios en la regulacion de genes relacionados
con la producciéon de IAA, metabolismo del diGMP ciclico, QS o elementos del
T4SS y T6SS.

La presencia de IAA exdgeno en el medio provoco variaciones en la expresion
de la mayor parte de los genes hrp (del inglés, hypersensitive response and
pathogenicity) y hrc (del inglés, hypersensitive response and conserved)
constituyentes del T3SS. De los 27 genes que forman estos grupos, 24 de ellos
mostraron una tasa de cambio inferior a -1, indicando una represion generalizada
del T3SS en presencia de IAA (Figura 5A; Tabla 5). Ademas, los 24 genes
reprimidos estaban constituidos Unicamente por genes estructurales del T3SS,
con la excepcién de hrpK, el cual se encuentra junto al conjunto de genes hrp/hrc,
y cuya funcion es desconocida. Por ultimo, los genes reguladores del T3SS hrpL
(-0.65), hrpR (-0.28) y hrpS (-0.59), mostraron una tendencia a disminuir su
expresion en presencia de IAA, pese mostrar una tasa de cambio superior a -1

y no mostrar una disminucion significativa de su expresion.
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Por otro lado, en Psv NCPPB 3335 se han identificado la presencia de 31
proteinas efectoras del T3SS (Moreno-Pérez et al., 2020). En presencia de 1AA
exdgeno, unicamente se modifico el perfil de expresion de 4 de estos genes
(avrPto1, hopAA1, hopM1y hopAET), los cuales mostraron una tasa de cambio
inferior a -1 (Tabla 5). Ademas, también se identificaron cambios en la expresion
de genes asociados al T3SS, como hrpW, un gen que codifica una proteina
translocadora encargada de ayudar en el proceso de translocacion de efectores,
o los genes shcA y shcV, unas chaperonas que facilitan el proceso de a la

translocaciéon de efectores (Tabla 5).

En presencia de IAA ex6geno, los genes que forman parte de la region genémica
denominada WHOP (del inglés, Woody Host and Pseudomonas) e implicada en
el metabolismo de compuestos aromaticos, también vieron alterados sus niveles

de expresion (Figura 5B, Tabla 5). La regién, formada principalmente por 4
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operones, mostré una represidn significativa de los genes que forman parte de
los operones catBCA, antABC y dhoAB en presencia de IAA. Sin embargo, los
niveles de expresion de los genes del operon ipoABC no se vieron alterados. De
manera similar a lo obtenido en el T3SS, no se modifico la expresidon de los genes
reguladores antR o benR, como suele ocurrir por la expresion constitutiva de

muchos genes reguladores de operones catabdlicos.

Ademas del T3SS y la region WHOP, el IAA exdgeno también reprimié la
expresion de los genes rtxAy rixC, encargados de la biosintesis de la fitotoxina
rizobitoxina. Por ultimo, el gen ptz, implicado en la biosintesis de citoquininas,

aument6 de manera significativa su expresion.
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Tabla 5. Genes de virulencia expresados diferencialmente en Psv NCPPB

3335 en presencia de IAA exdgeno.

Capitulo 3

ID Gen Log2 ratio ID Gen Log2 ratio
T3SS Efectores T3SS
PSA3335_RS10545 hrpR -0.28 PSA3335_RS01620 avrPto1 -1.03
PSA3335_RS10550 hrpS -0.59 PSA3335_RS10490 hopAA1 -2.45
PSA3335_RS10555 hrpA -3.87 PSA3335_RS10525 hopM1 -1.25
PSA3335_RS10560 hrpZ -3.14 PSA3335_RS24240 hopAE1 -1.20
PSA3335_RS10565 hrpB -2.46 Proteinas asociadas al T3SS
PSA3335_RS10570 hred -2.88 PSA3335_RS10495 hroWw1 -1.68
PSA3335_RS10575 hrpD -2.85 PSA3335_RS10690 shcA -1.35
PSA3335_RS10580 hrpE -1.77 PSA3335_RS15920 sheV -2.08
PSA3335_RS10585 hrpF -4.02 Region WHOP
PSA3335_RS10590 hrpG -3.48 PSA3335_RS13075 antA -5.239
PSA3335_RS10595 hreC -2.87 PSA3335_RS13080 antB -5.295
PSA3335_RS10600 hrpT -2.30 PSA3335_RS13085 antC -6.152
PSA3335_RS10605 hrpV -1.58 PSA3335_RS13100 catA -3.328
PSA3335_RS10620 hreU -1.03 PSA3335_RS13090 catB -4.584
PSA3335_RS10625 hrcT -1.88 PSA3335_RS13095 catC -4.157
PSA3335_RS10630 hrcS -2.98 PSA3335_RS13070 antR -0.342
PSA3335_RS10635 hrcR -1.93 PSA3335_RS13065 PSA3335_3206 -0.796
PSA3335_RS10640 hreQB -3.11 PSA3335_RS13060 ipoC -0.442
PSA3335_RS10645 hrcQA -3.06 PSA3335_RS13055 ipoB NA
PSA3335_RS10650 hrpP -3.51 PSA3335_RS13050 ipoA -0.860
PSA3335_RS10655 hrpO -3.79 PSA3335_RS13045 dhoB -0.947
PSA3335_RS10660 hreN NA PSA3335_RS13040 dhoA -1.115
PSA3335_RS10665 hrpQ -2.85 PSA3335_RS13035 benR 0.113
PSA3335_RS10670 hrcV -2.69 Otros
PSA3335_RS10675 hrpJ -3.56 PSA3335_A0024 ptz 1.352
PSA3335_RS10680 hrpL -0.65 PSA3335_RS08630 rtxA -1.692
PSA3335_RS10685 hrpk -2.14 PSA3335_RS08625 nxC -1.545
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DISCUSION

En este trabajo, se ha analizado el efecto del IAA en la expresion génica de Psv
NCPPB 3335, diferenciando entre el IAA producido por ella misma (IAA

enddgeno) y el IAA anadido al medio de cultivo (IAA exdgeno).

Papel del IAA enddgeno en el transcriptoma de P. savastanoi

Trabajos anteriores, han demostrado que la pérdida de funcién por mutacién en
los genes iaaM e iaaH (Psv AiaaMH1-2), implicados en la biosintesis de IAA en
Psv NCPPB 3335, reducia de manera severa los niveles de IAA producidos por
esta bacteria (Aragdn et al., 2014), condiciones que se han reproducido en el
Capitulo 2 de esta Tesis Doctoral.

En el capitulo anterior, se comprobd que las condiciones de cultivo en medio MG
empleadas resultaban adecuadas para identificar cambios en la expresion de
ciertos genes. Por lo tanto, el efecto de regulacion provocado por la produccién
de IAA enddgeno se analiz6 comparando el perfil transcriptomico de la cepa Psv
NCPPB 335 frente al de la cepa mutante Psv AiaaMH1-2 en medio de cultivo
MG. En total se han identificado 53 genes expresados de manera diferencial en
la cepa Psv AiaaMH1-2 respecto a Psv NCPPB 3335. Entre los genes
seleccionados, como cabia esperar, se identificaron los genes iaaM e iaaH, junto
a un gen anotado como aldehido deshidrogenasa, los cuales mostraron una
menor expresion en la cepa mutante. Los genes codificadores de aldehido
deshidrogenasas, ampliamente distribuidos en los genomas bacterianos, estan
implicados en multitud de procesos, entre los que destaca un papel relevante en
la produccién de IAA, transformando el IAAId en IAA y participando en multiples
rutas (McClerklin et al., 2018; Xie et al., 2005) (Capitulo 2). Ademas, cabe
destacar que el gen aldehido deshidrogenasa identificado en este andlisis
(PSA3335_RS10130), también fue identificado en el analisis transcriptdmico
llevado a cabo en la cepa mutante Psv AiaaMH1-2 en presencia de Trp en el
medio de cultivo MG (Capitulo 2). En medio suplementado con Trp, los niveles
de IAA producidos por Psv AiaaMH1-2 son superiores, provocando su

sobreexpresion (Capitulo 2), mientras que en condiciones de baja concentracion
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de IAA se produciria la represion de éste (Tabla 3). Por lo tanto, aunque
desconocemos su papel en el metabolismo del IAA, este gen presenta una
expresion diferencial en base a la cantidad de de Trp e IAA presentes en el
medio, sugiriendo que podria estar potencialmente implicado en la biosintesis de
IAA en Psv AiaaMH1-2.

Los genes anotados como proteinas hipotéticas, con funcién desconocida o
genes relacionados con el metabolismo, fueron las categorias donde se
englobaron un mayor numero de genes (Figura 4). La identificacion de un
elevado numero de genes metabdlicos alterados, posiblemente esté relacionada
con la adaptacién del metabolismo de la cepa mutante Psv diaaMH1-2 al nuevo
entorno provocado por la disminucién de la concentracidén de IAA. Ademas, entre
los genes metabdlicos destacOd la sobreexpresion de genes anotados como
oxidoreductasas NADP dependientes. Trabajos recientes, han identificado
proteinas NADP dependientes con actividad aldehido deshidrogenasa, por lo
que podrian estar contribuyendo a la produccién de IAA en Psv diaaMH1-2,
actuando como aldehido deshidrogenasas pese a mantener una funcién
principal diferente (Koppaka et al., 2012; Napora-Wijata et al., 2014) (Capitulo
2).

Junto a la variacion en la expresion en genes metabdlicos, también se
identificaron genes no codificantes con un perfil de expresidon modificado en Psv
AiaaMH1-2. Entre ellos destaca un sRNA (PSA3335_RS20795) que podria
realizar una regulacién postranscripcional de los 10 genes cuyos mRNA diana
fueron identificados mediante el software CopraRNA (Tabla 4). En bacterias, a
menudo el alineamiento de un sRNA con el mRNA diana no es completamente
exacto, permitiéndose de esta forma la regulacion simultanea de multiples genes
diana (Waters and Storz, 2009). Ademas, entre los genes potencialmente
regulados por este SRNA destacan varios genes reguladores, como un regulador
transcripcional LysR o un sensor histidina quinasa con dominio PAS, los cuales
podrian a su vez regular otros genes, lo que se ha sugerido en trabajos anteriores

en los que se ha demostrado que un solo sRNA puede regular directamente
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multiples genes, debido a efectos pleiotrépicos (Gottesman et al., 2006). Por otro
lado, aunque también se identificaron genes metabdlicos o transportadores
como posibles dianas del SRNA, no se observaron grandes variaciones en la
expresion de éstos en el analisis transcriptomico (Tabla 4). Sin embargo, esto no
es sorprendente, ya que el sRNA hibridaria con el mRNA, provocando una
regulacion postranscripcional e impidiendo observar cambios en la cantidad de
mRNA de los genes diana, sino en la cantidad de proteina presente. Unicamente
se observo un aumento de la expresion del gen PSA3335_RS09970, codificante
del sensor histidina quinasa, el cual podria estar regulado por IAA a través del
sRNA, ya que la ausencia de IAA en el medio provocaria la represion del sRNA,
el cual cesaria su regulacién negativa sobre el gen PSA3335_RS09970 y este
aumentaria sus niveles de expresion. Ademas, el sSBRNA se encuentra altamente
conservado en multitud de cepas del complejo P. syringae, sugiriendo un papel
clave en la regulacion por IAA en estas bacterias (datos no mostrados). Sin
embargo, el grado de conservacién de este sRNA no es sorprendente, ya que
muchos RNA no codificantes presentes en Pseudomonas se encuentran
conservados (Livny, 2006). Ademas, el sRNA identificado en Psv diaaMH1-2 se
encuentra indirectamente influenciado por el regulador global de respuesta
GacA, ya que su expresion se encuentra alterada en una cepa mutante de Psv
NCPPB 3335 en el gen gacA (Carla Lavado, comunicacion personal). EIl sRNA
llamado RgsA, ampliamente estudiado en Pseudomonas aeruginosa, tiene una
expresion dependiente del factor sigma RpoS y, al igual que el sSRNA identificado
en este trabajo, de GacA (Gonzélez et al., 2008). Por lo tanto, el IAA podria estar
desempefiando un papel clave en el control de la expresién de genes, actuando

como un factor esencial para la correcta expresion génica.

Por otro lado, la reduccion del IAA intracelular también modifica la expresion de
diferentes reguladores transcripcionales, como la represion de reguladores de la
familia LysR o la sobreexpresion de los genes hrpR y hrpS, reguladores del
T3SS. Estos genes, producen las proteinas HrpR y HrpS, las cuales forman un
heterodimero capaz de activar la transcripcion del gen hrpL, el cual a su vez

regula la expresién de multiples genes relacionados con el T3SS, como genes
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estructurales o proteinas efectoras (Xie et al., 2019). Sin embargo, en el andlisis
transcriptomico realizado en este trabajo no se detectd un aumento en la
expresion del gen hrpL y otros genes relacionados con el T3SS. Ademas del
heterodimero HrpRS, la expresion del gen hrpL requiere, entre otros factores, la
presencia de un factor sigma denominado rpoN (PSA3335_RS05600), el cual no
presenta alterados sus niveles de expresion (0.15) en Psv AiaaMH1-2 (Xie et al.,
2019). Por lo tanto, pese a estar inducida la expresion de los genes hrpR'y hrpS,
los niveles de expresion del gen rpoN podrian no ser suficientes para lograr la
inducion del gen hrpL y la consecuente activacion del T3SS. Ademas, el gen
hrpL también se encuentra regulado por las condiciones ambientales, por lo que
para lograr una activacion completa del T3SS y sus efectores, es necesario que
las condiciones de cultivo sean similares al apoplasto de la planta, las cuales se
imitan de manera satisfactoria empleando el medio de cultivo HRP (Huynh et al.,
1989).

La variacion de la expresion de los reguladores hrpR'y hrpS indica que el IAA
endogeno estaria actuando al nivel de estos reguladores, aunque no se
observan cambios en la expresion de mas genes de T3SS ya que seria necesaria

la activacién de otros factores.

En resumen, la disminucion de los niveles de IAA en Psv NCPPB 3335, modifica
la expresidn génica en esta bacteria. Sin embargo, Unicamente se alter6 la
expresion de aproximadamente un 0.9% del genoma de Psv NCPPB 3335,
siguiendo una tendencia similar a la observada para A. brasilense, donde la
comparativa de la variacién de la expresion génica entre la cepa silvestre y un
mutante en el gen ipdC, productor de una baja concentracién de IAA, provoco
una alteraciéon del 2.63% del genoma de A. brasilense (Van Puyvelde et al.,
2011). Ademas, es posible que la menor tasa de variacion observada en Psv
AiaaMH1-2, se deba a que la produccion basal de IAA presente en esta cepa,
sea aun suficiente para mantener la regulacion interna producida por el IAA. Por
lo tanto, el trabajo realizado en el Capitulo 2 de la presente Tesis Doctoral, donde

se aborda la construccion de un mutante de producciéon cero de IAA en Psv
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AiaaMH1-2, seria esencial para identificar todos los genes regulados por

auxinas.

Por otro lado, el mecanismo de regulacion de estos genes en respuesta a I1AA
aun no esta claro, aunque multiples son los trabajos que han demostrado que el
IAA produce cambios en el transcriptoma bacteriano (Malhotra and Srivastava,
2008; Yang et al., 2007; Yuan et al., 2008). Posiblemente, el IAA regule la
expresion génica mediante ARFs capaces de controlar la expresion de

determinados genes (Hagen and Guilfoyle, 2002).

En este trabajo, se ha identificado la presencia de hasta 11 secuencias AuxRE
diferentes en la region promotora de multiples genes cuya expresién estaba
alterada en Psv AiaaMH1-2 (Tabla 3; Figura 3). Hasta la fecha, la caja AuxRE
del gen ipdC de A. brasilense es la Unica que se ha relacionado con la respuesta
a auxinas (Lambrecht et al., 1999). Ademas, en Psn ESC23 también se ha
propuesto que la presencia de cajas AuxRE en el promotor de los genes iaaM e
iaaL, relacionados con la sintesis y conjugacién del IAA, respectivamente, podria
permitir la regulacién de éstos. Sin embargo, en Psv NCPPB 3335 no solo se ha
identificado la presencia de cajas AuxRE en uno de los operones formados por
el gen iaaM y el gen iaaH, sino que también se han identificado en los genes
hrpR'y hrpS, implicados en la regulacion del T3SS. Por lo tanto, la identificacion
de cajas AuxRE en genes no relacionados con la produccion de IAA, sugiere la
existencia de un mecanismo de regulacién a nivel transcriptomico, provocado
por el IAA y mediado por estas secuencias AuxRE y que posiblemente esté
presente en otras bacterias productoras de IAA. Por Gltimo, la presencia de cajas
AuxRE variables en su secuencia (TGTCNN), sugiere una regulacién de la
expresion de los diferentes genes provocada por el IAA en funcion de la afinidad
de las proteinas reguladoras con la caja AuxRE, ya que, por ejemplo, los
promotores de los genes reprimidos estaban enriquecidos en la secuencia
TGTCGN (Tabla 3; Figura 3).
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Por lo tanto, para continuar profundizando en el papel del IAA en la regulacion
de otros genes no relacionados con el metabolismo del 1AA, seria necesario
realizar una busqueda bioinformatica global de la presencia de estas cajas
AuxRE en la regién promotora de los genes de Psv NCPPB 3335, asi como

ampliar la busqueda de secuencias a otras bacterias productoras de IAA.

IAA Exégeno en la regulacion de P. savastanoi

La evaluacién del efecto exégeno del IAA en el transcriptoma de Psv NCPPB
3335 se analiz6 mediante la adiccién de IAA, seleccionando una concentracion
de 1 mM, de acuerdo con trabajos anteriores realizados en Psv (Aragon et al.,
2014). Ademas, en trabajos anteriores realizados en E. coli, A. tumefaciens, S.
meliloti y A. brasilense para conocer el efecto del IAA exdgeno sobre su
transcriptoma, se emplearon concentraciones de IAA comprendidas entre los 0.5
— 1 mM (Bianco et al., 2006a; Bianco et al., 2006b; Imperlini et al., 2009; Van
Puyvelde et al., 2011; Yuan et al., 2008). La concentracion de IAA utilizada,
contrasta con la concentracion fisiologica de IAA producida por Psv NCPPB 3335
(0.19 mM de IAA) en medio de cultivo (Capitulo 2). Sin embargo, aunque
aparentemente las concentraciones de IAA utilizadas en estos trabajos son mas
elevadas que las detectadas en el tejido tumoral de plantas de olivo (0.13 mM
de IAA), resultan similares a las concentraciones de IAA locales (en el rango
milimolar) detectadas en el tejido foliar de otras plantas, como las leguminosas
(Epstein, 1982; Figueiredo et al., 2007). Ademas, los niveles de IAA
experimentados por Psv NCPPB 3335 en el interior del tumor podrian ser mas
elevados de los producidos por ella misma, ya que en el interior de los tumores
producidos por Psv en plantas de olivo, se ha demostrado la presencia de un
microbioma complejo, formado principalmente por P. savastanoi y P.
agglomerans, junto con aislados de E. toletana y E. oleae, todas ellas
productoras de IAA (Marchi et al., 2006; Moretti et al., 2011; Rojas et al., 2004).

La exposicibn de Psv NCPPB 3335 a IAA exdgeno alter6 la expresion de

aproximadamente un 10% del genoma (Figura 4), un nimero de genes alterados

mayor que el obtenido en A. brasilense (6.1%), aunque inferior que el obtenido
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en B. japonicum (15.5%) (Donati et al., 2013; Van Puyvelde et al., 2011). En
general, se altero la expresidn de genes relacionados con el metabolismo de
proteinas, encontrandose un elevado numero de genes sobreexpresados
relacionados con la traduccién de proteinas, asi como una gran cantidad de
genes reprimidos implicados en el transporte de proteinas. En A. brasilense,
también se identificaron modificaciones de la expresién de genes asociados con
el metabolismo de proteinas en presencia de IAA exdgeno (Van Puyvelde et al.,
2011).

Sin embargo, el papel principal del IAA durante el proceso de infeccién por Psv
NCPPB 3335 podria ser la modulacion de la virulencia del patdbgeno. En este
Capitulo, ademas de demostrar que el IAA exdgeno provoca cambios generales
en el transcriptoma de Psv NCPPB 3335, también es capaz de regular la
expresion de genes clave en el proceso de virulencia de Psv, como genes
relacionados con el T3SS, catabolismo de compuestos aromaticos y otros genes
relacionados con la produccion de fitohormonas (Tabla 5). Al igual que en
trabajos anteriores, nuestros resultados han demostrado el efecto negativo sobre
la expresion de genes relacionados con el T3SS provocado por la adiccién de
IAA exdgeno en P. savastanoi NCPPB 3335 (Aragobn et al., 2014). La ausencia
de cambio en la expresidn de los elementos reguladores del T3SS (hrpL, hrpR'y
hrpS) contrasta con la fuerte represion observada en todos sus elementos
estructurales (Tabla 6). Ademas, pese a identificarse variaciones en la expresion
de los genes hrpRy hrpS en la cepa mutante Psv diaaMH1-2 (baja concentracion
de IAA endbgeno), no se alterd la expresion de éstos en presencia de IAA
exdgeno, pese a encontrarse en medio de inducién HRP. Esto sugiere que los
mecanismos moleculares de regulacion utilizados por el IAA endbégeno
producido por Psv y el IAA exdgeno detectado por la bacteria podrian ser

independientes.
Los genes presentes en la regibon WHOP muestran un comportamiento similar al

descrito anteriormente en el T3SS, sugiriendo que el IAA podria llevar a cabo

una regulacién directa y global de los genes presentes en estas regiones,
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independientemente de los reguladores transcripcionales descritos hasta la
fecha para estos factores de virulencia, indicando la existencia de nuevas vias
de regulacién presentes en estas bacterias y mediadas por IAA.

En resumen, la presencia de IAA exdgeno parece estar afectando directamente
la expresién de genes relacionados con factores de virulencia de Psv NCPPB
3335, quedando patente que Psv tiene la capacidad de percibir los niveles de
IAA presentes en el exterior celular, producidos por ella misma o por la planta,

induciendo cambios en la regulacion de otros genes de virulencia.

Ademas de confirmar el papel del IAA como molécula sefal, el analisis
transcriptomico sugiere que este podria llevar a cabo un control coordinado y
secuencial de la expresion de los diferentes genes de virulencia. El IAA podria
jugar un papel principal en el proceso de infeccidén, ya que el producido por la
planta podria participar en la atenuacién de la virulencia de Psv, provocando la
represion, entre otros factores, de genes del T3SS y de la regibon WHOP, los
cuales se han demostrado como claves en el proceso de infeccién (Caballo-
Ponce et al., 2017a). Sin embargo, el IAA producido por Psv y excretado al
medio, podria llevar a cabo la regulacién secuencial a lo largo del proceso de
infeccidon de los diferentes factores de virulencia presentes en Psv. Inicialmente
y en una condicion de bajos niveles de IAA, la bacteria colonizaria el apoplasto
de la planta, activando la expresiéon de los genes estructurales de T3SS y
secretando las proteinas efectoras al interior celular, con el fin de controlar la
respuesta de defensa de las plantas (Buttner, 2016; Xin et al., 2018). Los genes
rtxA'y rixC estarian expresados, permitiendo la produccion de rizobitoxina. Esta
toxina, presente exclusivamente en los aislados de P. savastanoi tumorigénicos
podria ser esencial en los primeros estadios del proceso de patogénesis, ya que
su ausencia en las cepas del patovar fraxini, estaria condicionando el rango de
huésped de estas bacterias e impidiendo el desarrollo tumoral (Capitulo 1).
Ademas, los genes presentes en la regibn WHOP estarian activados,
permitiendo la degradacion de compuestos aromaticos de tipo lignina presentes
en la pared vegetal de la planta, facilitando a la bacteria el acceso a agua y

nutrientes suficientes para alcanzar una densidad poblacional elevada (Caballo-
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Ponce et al., 2017b). En este punto Psv NCPPB 3335 estaria produciendo |AA,
el cual incrementaria los niveles locales de IAA presentes en el tejido infectado
provocando cambios en la fisiologia de la planta que permitan el desarrollo
tumoral. El IAA producido se acumularia en el tejido infectado, permaneciendo
en él durante un periodo de tiempo prolongado (O'Donnell et al., 2003; Schmelz
et al., 2004). Tras alcanzar los niveles de IAA adecuados, el IAA provocaria la
represion de los genes relacionados con el T3SS y los genes presentes en la
WHOP. Al mismo tiempo, se produciria la activacion del gen ptz, induciendo la
produccion de citoquininas, una fitohormona clave para el desarrollo completo

del tumor (Aforga et al., 2020).

Por lo tanto, son necesarios futuros trabajos para profundizar en el estudio de
los mecanismos mediante el cual las bacterias fitopatdgenas responden frente
al IAA, asi como para analizar el papel que desempena el IAA controlando la
expresion genica de los diferentes factores de virulencia con el fin de establecer
una activacion secuencial y eficiente de estos durante el proceso de interaccion

del patégeno con la planta.
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INTRODUCCION

La presencia de un balance correcto de auxinas es fundamental para el
crecimiento, el desarrollo y la defensa de las plantas (Naseem et al., 2015). El
acido indol-3-acético (IAA) es la auxina natural mas abundante y su homeostasis
esta regulada por una red de procesos relacionados con su biosintesis,
catabolismo, senalizacién y transporte. En plantas, los niveles de auxinas
pueden ser regulados mediante conjugacion a aminoacidos y azucares, 0 por
degradacion, permaneciendo disponible Unicamente una pequefa cantidad del
IAA libre (Ljung, 2013; Normanly, 2010; Ruiz Rosquete et al., 2012). Diversos
trabajos, han identificado la presencia de conjugados de IAA con Aspartato
(Asp), Glutamato (Glu), Alanina (Ala), Glicina (Gly), Valina (Val) y Leucina (Leu),
entre otros, en una amplia variedad de plantas. Algunos de estos, como los
conjugados IAA-Ala, IAA-Leu, IAA-Phe e IAA-Val participan en el control de los
niveles de IAA disponibles en los tejidos mediante la accion de hidrolasas
(LeClere et al., 2002; Rampey et al., 2004). La conjugacién de IAA con
aminoécidos afecta la distribucion de la hormona en la planta y, en
consecuencia, a su arquitectura (Yu, 2019). Los genes GRETCHEN HAGEN 3
(GH3) codifican enzimas que catalizan la formacion de conjugados
aminoacidicos de IAA. Las diferentes variantes del gen GH3 tienen una
especificidad de sustrato ligeramente diferente, contribuyendo a la formacion de
diferentes tipos de conjugados IAA-aminoéacido (Staswick, 2005). Mediante la
mutacién de estos genes, se ha relacionado el conjugado IAA-Glu con la
regulacion de los niveles de IAA en el hipocoétilo de Arabidopsis thaliana, ya que
la mutacion de esta enzima dispard los niveles de IAA, reduciendo los de I1AA-
Glu (Zheng et al., 2016).

En bacterias, la ruta de produccion de IAA mejor caracterizada es la ruta de la
indol-3-acetamida (IAM), donde las enzimas triptéfano-2-monooxigenasa y la
IAM hidrolasa, codificadas por los genes iaaM e iaaH, respectivamente,
convierten secuencialmente el triptéfano (Trp) a IAM y posteriormente a IAA

(Kosuge et al., 1966; Magie et al., 1963). Ademas, el IAA puede ser metabolizado
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mediante la transformacién a un conjugado aminoacidico biolégicamente menos
activo como la 3-indol-acetil-e-L-lisina (IAA-Lys), mediante la accion de la enzima
IAA-lisina sintasa, codificada en el gen iaal (Glass and Kosuge, 1986; Hutzinger
and Kosuge, 1968). La produccion del conjugado aminoacidico IAA-Lys es el
unico descrito hasta la fecha en bacterias fitopatégenas. La mayoria de las cepas
del complejo P. syringae poseen el gen iaal en sus genomas y su presencia es
independiente de los genes iaaM e iaaH relacionados con la biosintesis de |1AA,
ya que también se encuentran en patégenos incapaces de provocar sintomas
hiperplasticos (Glickmann et al., 1998; Xin et al., 2018). En P. savastanoi, el
numero de copias y la ubicacion del gen iaal varia entre las diferentes cepas, ya
que P. savastanoi pv. savastanoi (Psv) generalmente contiene dos copias
cromosoOmicas del gen iaal, mientras que cepas de P. savastanoi pv. nerii (Psn)
muestran una codificacion plasmidica (Matas et al., 2009). Mediante analisis
comparativo de secuencias se ha determinado la presencia de 3 variantes
alélicas del gen iaal, el alelo iaalpsn, iaalpsv € iaalrto, descritos en cepas de Psn
y Psv, Psv y P. syingae pv. tomato (Pto), respectivamente. Ademas, se ha
identificado la presencia de un numero variable de repeticiones de 3 nucleétidos
(TAC) en el alelo iaalLpsv codificado en diferentes cepas, asi como de una
delecion de 9 residuos en el extremo N-terminal del alelo iaalrsh de Psv NCPPB
3335. Basados en la presencia de estas repeticiones, se han desarrollado
métodos de deteccion de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion

que permiten la diferenciacion de los tres alelos (Matas et al., 2009).

Hasta la fecha, la capacidad de los diferentes alelos para sintetizar el conjugado
IAA-Lys es desconocida. Unicamente se ha detectado IAA-Lys en el
sobrenadante de aislados de Psn, mientras que este compuesto no pudo ser
detectado en el cultivo de cepas de Psv (Evidente et al., 1985). Ademas, trabajos
recientes han demostrado la incapacidad de producir IAA-Lys por parte de un
mutante de Psn ESC23 en el alelo iaalrsn (Tegli et al., 2020). Sin embargo, se
desconoce la importancia de la produccién de IAA-Lys durante el proceso de
patogénesis, ya que la construccion de cepas mutantes de estos alelos arroja

resultados contradictorios en la evaluacién de su implicaciébn en virulencia.
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Mientras que un mutante de Psn PB213 en el alelo iaalLpsn obtenido por insercion
de un transposén Tn5 provocaba una atenuacion de la virulencia en adelfa, un
mutante de este alelo en Psn ESC23 mostré un fenotipo hipervirulento
(Cerboneschi et al., 2016; Glass and Kosuge, 1988). Por otro lado, la delecion
del alelo iaalLrto en Pto DC3000 provocd una reduccién de su virulencia en

tomate (Castillo-Lizardo et al., 2015).

En bacterias, se ha sugerido que la conversion de IAA a IAA-Lys desempefia un
papel relevante en la regulacién dinamica del contenido de IAA en el sitio de
infeccion (Cerboneschi et al., 2016). De hecho, la expresibn de genes
bacterianos, como los genes iaaM e iaal, se ha utilizado para controlar la
produccion de IAA en plantas. Utilizando un promotor constitutivo y el gen
iaalprsn, se obtuvieron plantas transgénicas de tabaco cuyos niveles de IAA
estaban severamente reducidos, observandose cambios en la dominancia
apical, reduccién del enraizamiento e inhibicion de la diferenciacién vascular
(Romano et al., 1991). Ademas, el gen iaal se ha empleado en la modificacion
especifica y local de la produccion de IAA en diferentes tejidos de la planta,
controlando la expresion del gen utilizando promotores especificos (Basu et al.,
2013; Olatunji et al., 2017; Weijers et al., 2005). Por lo tanto, el andlisis de las
diferentes variantes del gen iaal presentes en P. savastanoi podria ofrecer una
excelente oportunidad para disefar nuevas herramientas dirigidas al control de

los niveles de IAA en plantas.

Junto al gen iaal, la mayoria de las cepas del complejo P. syringae codifican
aguas arriba un transportador de la familia MATE (gen matE). En Pto DC3000 la
transcripcion de estos genes puede producirse de manera independiente o en
forma de operon. La delecion de este gen en Pto DC3000 también provocé una
reduccion de la virulencia en plantas de tomate (Castillo-Lizardo et al., 2015).
Recientemente, se ha demostrado la implicacion del transportador MATE en la
virulencia de Psn ESC23 (Tegli et al., 2020). Por lo tanto, durante el proceso de
patogénesis, se produciria una regulacion de los niveles de IAA libre en los

tejidos mediante su conversion al conjugado IAA-Lys o a la actividad de los
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transportadores MATE que participarian en la expulsion de estos compuestos al

medio.

En este capitulo, gracias al avance en las tecnologias de secuenciacion que han
permitido obtener un numero elevado de genomas de cepas incluidas en el
complejo P. syringae, se ha llevado a cabo un analisis de la distribucion del gen
iaal en este complejo, prestando especial atencion a las cepas de P. savastanoi.
Ademas, se han realizado ensayos para verificar la funcionalidad, asi como la
capacidad de produccién de IAA-Lys, de las diferentes variantes alélicas del gen
iaalL, incluido un nuevo alelo (iaalest) no descrito anteriormente y codificado en
cepas de P. savastanoi pv. fraxini (Psf). Por ltimo, se ha analizado la produccion

de otros conjugados aminoacidicos de IAA en P. savastanoi.
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Las cepas bacterianas se cultivaron a 28 °C (cepas de P. savastanoi) o 37 °C

(cepas de Escherichia coli) en medio de cultivo lisogénico (LB) (Bertani, 1951) o

medio de cultivo super éptimo (SOB) (Hanahan, 1983). Ademas, las cepas de P.

savastanoi se cultivaron en medio minimo manitol-glutamato (MG) suplementado

con citrato férrico (10 g/L de manitol, 2 g/L de acido L-glutamico, 0.5 g/L de
KH2PO4, 0.2 g/L de NaCl, 0.2 g/L de MgSOs, pH 7) (Bronstein et al., 2008). Las

cepas bacterianas empleadas en este estudio se indican en la Tabla 1. Cuando

fue necesario, los medios de cultivo se suplementaron con Kanamicina (Km) 10

pg/ml para Pseudomonas 'y 50 ug/ml para E. col.

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.

Cepa?

Caracteristicas relevantesp

Referencia

Pseudomonas
Psv NCPPB 3335

Psv diaaMH1-2

Psv DAPP-PG772
Psn ESC23

Psn CFBP 5067
Psf NCPPB 1006
Psf CFBP 5062

Psr CECT 4861
Psm Ph3
Pto DC3000

Escherichia coli

DH5a

BL21

Cepa silvestre (Olea europaea)

Doble mutante por delecién de los
operones iaaMH1 e iaaMH2

Cepa silvestre (Olea europaea)

Cepa silvestre (Nerium oleander)
Cepa silvestre (Nerium oleander)
Cepa silvestre (Fraxinus excelsior)
Cepa silvestre (Fraxinus excelsior)
Cepa silvestre (Retama sphaerocarpa)
Cepa silvestre (Mandevilla spp.)

Cepa silvestre (Solanum lycopersicum)

F-, $80d/acZAM15, A(lacZYA-
argF)U169, deoR, recA1 endA1,
hsdR17(rk- mk*), phoA, supE44, \-, thi-
1, gyrA96, relA1.

F- ompT hsdSs(rs ms’)
gal dem (DE3)

Pérez-Martinez et al., 2007)
Aragébn et al., 2014)

Hosni et al., 2011)
Tegli et al., 2011)

Janse, 1991)
Janse, 1981)
Janse, 1991)

Alvarez et al., 1998)
Eltlbany et al., 2012)
Cuppels, 1986)

.~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~

(Hanahan, 1983)

(Studier and Moffatt, 1986)

aPsv, Psn, Psf, Psr y Psm: P. savastanoi pv. savastanoi, nerii, fraxini, retacarpa y mandevillae,
respectivamente. Pto: P. syringae pv. syringae.
bEntre paréntesis se indica el huésped de aislamiento.
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Construccion de cepas bacterianas y plasmidos

Los plasmidos y oligonucleétidos utilizados en este trabajo se indican en las
Tablas 2 y 3, respectivamente. Para la expresion heterbloga en Psv NCPPB
3335 se amplificaron los marcos abiertos de lectura de los diferentes alelos del
gen iaal junto con su correspondiente promotor utilizando DNA gendmico de las
diferentes cepas, y utilizando la polimerasa de alta fidelidad Q5 (New England
Biolabs, Hitchin, UK) y los oligonucleétidos iaalL-RBS-F e iaalL.-RBS-R (Tabla 2).
Los productos resultantes se clonaron en el vector de expresién constitutiva
pPAMEX utilizando las enzimas de restriccion incluidas en los oligonucleétidos.
La ligacién de los fragmentos de DNA se realiz6 utilizando la enzima T4 DNA
ligase (Takara Biotech Cor.; Kaohsiung, Taiwan), manteniendo una proporcion
1:3 de vector e inserto y se comprobé la ausencia de mutaciones en la secuencia.
Los plasmidos obtenidos se transfirieron a Psv NCPPB 3335 mediante
electroporacion y los transformantes se seleccionaron en medio LB-Km (Pérez-
Martinez et al., 2007).

Para la purificacidén de las proteinas laal, las regiones codificantes de los alelos
iaal se amplificaron mediante PCR usando el DNA gendmico correspondiente
como molde y la polimerasa de alta fidelidad Q5 (New England Biolabs, Hitchin,
UK). Los fragmentos resultantes se clonaron en un plasmido pET28a, un
plasmido de expresion utilizado para la produccion de proteinas que fusiona la
clonaciébn a una cola de hexahistidina (6xHis), permitiendo su purificacion
mediante cromatografia de afinidad de niquel. Los vectores resultantes se
transformaron en E. coli DH5a y se comprob6 que la amplificacion por PCR no
contenia ningun error mediante secuenciacion empleando los oligonucleétidos
pET-UP y pET-DOWN. Posteriormente, los vectores se transformaron en células
competentes comerciales de E. coli BL21, una cepa optimizada para la

produccion de proteinas.
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Tabla 2. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Nombre Caracteristicas relevantes Referencia
pAMEX Vector de expresion en Pseudomonas con (Macho et al., 2009)
promotor Prpui (KmR)
PAMEX::iaalpsy-1 Vector derivado de pAMEX que contiene el Este trabajo
alelo iaalpsv-1 de Psv NCPPB 3335 (KmR)
PAMEX::iaaleto Vector derivado de pAMEX que contiene el Este trabajo
alelo iaaLpi, de Pto DC3000 (KmR)
PAMEX::iaalpst. Vector derivado de pAMEX que contiene el Este trabajo
alelo iaalpst.s de Psf NCPPB 1006 (KmR)
PAMEX::iaalpsn-1 Vector derivado de pAMEX que contiene el Este trabajo
alelo iaalpsn-1 de Psn ESC23 (KmR)
PAMEX::iaalpsy-2 Vector derivado de pAMEX que contiene el Este trabajo
alelo iaalpsy-2 de Psn ESC23 (KmR)
PAMEX::iaalps.1 Vector derivado de pAMEX que contiene el Hilario Dominguez
alelo iaalpsi.1 de Psf CFBP 5062 (KmR)
PAMEX::iaalpsy-2 Vector derivado de pAMEX que contiene el Hilario Dominguez
alelo iaalpsv-2 de Psf CFBP 5062 (KmR)
pET28a Vector de expresién en E. coli con promotor Novagen
inducible por IPTG (KmR)
pET28a::iaalpsy-1 Vector derivado de pET28a que contiene el Este trabajo
alelo iaalpsy-1 de Psv NCPPB 3335 (KmR)
pET28a::iaalrto Vector derivado de pET28a que contiene el Este trabajo
alelo iaaLpi, de Pto DC3000 (KmR)
pET28a::iaalpst.a Vector derivado de pET28a que contiene el Este trabajo
alelo iaalpst.s de Psf NCPPB 1006 (KmR)
pET28a::iaalpsn-1 Vector derivado de pET28a que contiene el Este trabajo
alelo iaalpsn-1 de Psn ESC23 (KmR)
pET28a::iaalpsy-2 Vector derivado de pET28a que contiene el Este trabajo
alelo iaalpsy-2 de Psn ESC23 (KmR)
pET28a:: iaalrsnyy  Vector derivado de pET28a que contiene el Este trabajo

alelo iaalpsn-1 de Psn ESC23 modificado
mediante mutagénesis dirigida (KmR)

El vector pET28a::iaalrsnyy se obtuvo mediante la modificacion del vector
pET28a::iaalpsn-1 introduciendo dos residuos de Tirosina (Y) mediante
mutagénesis dirigida, utilizando la técnica QuikChange site-directed
mutagenesis (Liu and Naismith, 2008). Para ello, se disefaron los
oligonucledtidos Mut_YY_F y Mut_YY_R siguiendo las siguientes
recomendaciones: longitud entre 30 y 45 bases, temperatura de melting (Tm) de
al menos 78 °C, contenido en GC minimo del 40% y presencia de bases C 0 G
en el extremo 3. Ademas, la secuencia a insertar se colocé en el medio del
oligonucleétido, dejando aproximadamente 15 bases a ambos lados. Para llevar
a cabo la mutagénesis se realizd una reaccién de PCR utilizando la polimerasa

de alta fidelidad Q5, los oligonucleétidos disefiados y 25-60 ng del plasmido
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pET28a::iaalprsn-1 como molde. Posteriormente, el tubo de reaccion se mantuvo
en hielo durante 2 min y se llevd a cabo una digestion con la enzima de
restriccion Dpnl y se incubd durante 2 h a 37 °C. Como control negativo se utilizo
una fraccion de la reaccidn sin tratar con Dpnl. La reaccidn tratada con Dpnl se
transform6 en células de E. coli DH5a y se sembr6 en placas de LB-Km. La
presencia de la mutacion se comprob6 mediante secuenciacion utilizando los
oligonucleétidos pET-UP y pET-DOWN.

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo.

Nombre Secuencia (5’ — 3’)2 Enzu_na_c’le
restriccion
Construccion de plasmidos para expresion heteréloga
iaalL.-RBS-F TTAAATAAGCTTAATCCACGTTTTGCCCACC Hindlll
iaaL-RBS-R TTAAATGAATTCTCAGTTTCGGCGGTCGATG EcoRl

Construccion de plasmidos para expresion de proteinas
iaalLPsn23PC-F TTAAATGGATCCAATGACTGCCTACGATATGG BamHI
iaaLPsn23PC-R TTAAATGCGGCCGCGTTTCGGCGGTCGATG Notl
iaaLPsv48PC-F TTAAATGGATCCAATGACTGCCTACGATGTAG BamHI

iaaLPtoPC-F TTAAATGGATCCAATGACTGCCTACGATGTA BamHI
iaaLPtoPC-R TTAAATGCGGCCGCTCAATTCCTGCGGTCA Notl
pET-UP AGATCTCGATCCCGC -
pET-DOWN TTTGTTAGCAGCCGG -

Mutagénesis dirigida
CGCTGTTATTACTACTACTACTACGACTGCGAA

Mut_YY_F GTCGATGA

Mt YY R TCATCGACTTCGCAGTCGTAGTAGTAGTAGTAA
_YY_ TAACAGCG

RT-qPCR

iaal 2 F-175 ACGCTGTCTGGAACGCAACGAGC i

iaal 2 R-271 GCTGCGGAAGACGTTGGAGCGTG i

gRTiaaLPsn-F AACAAGTCTCCATCGTCGGT -
gRTiaalLPsn-R CGTATTCAGTGTGGCAAGGG -
gyrA-F GACGAGCTGAAGCAGTCCTACC
gyrA-R TTCCAGTCGTTACCCAGCTCG

aEl subrayado indica la secuencia reconocida por la enzima de restriccion.
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Analisis filogenético

La secuencia de los genes iaal se obtuvo mediante blastn frente al genoma de
las 21 cepas de P. savastanoi, cuyas secuencias fueron descargadas de NCBI.
El andlisis de las relaciones filogenéticas se llevd a cabo mediante la
construccion de un arbol filogenético utilizando MEGAX (Kumar et al., 2018) con
el método de maxima verosimilitud y 100 réplicas de bootstrap para evaluar la
topologia del arbol. La secuencia del gen iaal de P. syringae pv. tomate DC3000

se utiliz6 como grupo externo.

Deteccion y cuantificacion de IAA e IAA-Lys y otros conjugados

Los compuestos indblicos I1AA e IAA-Lys se detectaron y cuantificaron en las
cepas correspondientes a partir de cultivos en fase exponencial (ODsoonm = 0.5)
en medio MG en presencia 0 en ausencia de L-Trp 2.5mM.

Para la deteccién de IAA-Lys se realiz6 una extraccién de acetato de etilo. El
sobrenadante de estos cultivos se mezcld con el mismo volumen de acetato de
etilo y se incubd en agitacion durante 30 min a temperatura ambiente.
Finalmente, la fraccidn de acetato de etilo extraida se evapor6 a temperatura
ambiente y el liofilizado obtenido se resuspendié en 1 ml de MeOH/H20 (10:90
v/v). Para la deteccion del conjugado se utilizé un sistema de cromatografia
liqguida de ultra-rendimiento Acquity (UPLC, del inglés Ultra-Performance Liquid
Chromatography; Waters, Mildford, MA, EEUU), acoplado a un espectrémetro de
masas de tiempo de vuelo con cuadrupolo (Q-TOF, del inglés Quadrupole Time-
Of-Flight; Q-TOF MS Premier). La separacion cromatografica se realizd
utilizando una columna analitica Kinetex C18, con un tamano de particula de 1.7
pHm, 50 mm x 2.1 mm (Phenomenex). Para la elucién de las muestras se aplicd
un gradiente de MeOH y agua con 0.01% de HCOOH vy un flujo de 0.3 ml/min. El
espectrometro de masas se utilizo en modo full scan y la ionizacién por
electroespray (ESI) se us6 en modo ionizacién positiva y negativa. El IAA-Lys se
identificd en modo ESI positivo y filtrando la masa del i6n parental

correspondiente a 304.164 m/z.
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La cuantificacidén de la cantidad de IAA, IAA-Lys y de los diferentes conjugados
aminoacidicos de IAA producidos por las diferentes cepas bacterianas, se
cuantificdé utilizando un sistema de cromatografia liquida de ultra-rendimiento
Acquity (UPLC, del inglés Ultra-Performance Liquid Chromatography; Waters,
Mildford, MA, EEUU), acoplado a un espectrobmetro de masas de triple
cuadrupolo (TQD, del inglés Triple Quadrupole Detector; Waters, Manchester,
Reino Unido). Las muestras se diluyeron siguiendo la misma proporcion en 1 ml
MeOH/H20 (10:90 v/v) tras afadir los estandares internos a una concentraciéon
final de 100 ng/ml. La columna usada en la separacion cromatografica fue la
misma que la indicada anteriormente y se siguieron los parametros descritos en
Gamir et al., (2014).

Extraccion de RNA y RT-qPCR

A partir de un precultivo de las cepas Psv NCPPB 3335, Psv DAPP-PG772, Psn
ESC23, Psn CFBP 5067, Psr CECT 4861 y Psm Ph3 cultivados durante toda la
noche, se incubaron 3 cultivos independientes en medio MG hasta alcanzar una
fase exponencial (ODesoonm = 0.5). EI RNA total se extrajo utilizando el reactivo
TriPure Isolation Reagent (Roche Applied Science, Mannheim, Germany),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracion de RNA se
determind espectrofotométricamente y se evalué su integridad mediante
electroforesis en gel de agarosa. El RNA total se traté con un kit TURBO DNA-
freeTM (Applied Biosystems; CA, EE. UU.), como se detalla en las instrucciones
del fabricante. La ausencia de DNA en las muestras se analiz6 mediante PCR.
La transcripcion reversa del RNA se llevo a cabo utilizando 1 yg de RNA por
muestra y oligonucleétidos inespecificos incluidos en el kit iScript de sintesis de
cDNA (BioRad, Hercules, CA, EEUU). El disefio de los oligonucleétidos para RT-
gPCR, asi como las pruebas de eficiencia y especificidad, se llevaron a cabo
siguiendo las recomendaciones de Thornton and Basu, (2011) y Vargas et al.,
(2011). La abundancia relativa de transcritos se calculd utilizando el método de
AA cycle-threshold (Ct) (Livak and Schmittgen, 2001). Los datos
transcripcionales se normalizaron a la expresién del gen gyrA. La expresion

relativa se calculé como la diferencia entre los Ct del gen a analizar y los del gen
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gyrA (ACt = Ctgen de interés — CtgyrA). Un ciclo de RT-qPCR representa una
diferencia de dos veces con respecto a la abundancia en la muestra, por lo que
la tasa de variacion se calculé como 2-22Ct (Pfaffl, 2001). La RT-gPCR se realizé

por triplicado. Los oligonucleétidos utilizados se indican en la Tabla 3.

Ensayo de elongacion radicular

Las semillas de Arabidopsis thaliana Col-0 se esterilizaron superficialmente con
lejia al 1% y se enjuagaron tres veces en agua destilada estéril. Posteriormente,
se estratificaron en placas de Murashige-Skoog (MS) (Murashige and Skoog,
1962) con 10 g/L de agar a pH 5,7-5,8 y se incubaron a 4 °C durante 2 — 4 dias
para obtener una germinacion uniforme. Tras este periodo, las placas de MS se
cultivaron en posicién vertical en un fitotron a 22 °C con fotoperiodo de dia corto.
A 4 cm de la raiz se inocularon 20 yL de una suspension bacteriana (ODeoo =
0.5). Se obtuvieron fotografias después de 15 dias adicionales de crecimiento
vertical y se midio la longitud de la raiz utilizando el software Imaged. Se calculo

la media = desviacion estandar para 10 a 15 plantulas.

Expresion y purificacion de proteinas

Las diferentes cepas de E. coli BL21 transformada con los diferentes plasmidos
pET28a se incubaron en medio LB durante toda la noche. Posteriormente, se
realizd una dilucion 1/50 en medio LB y se incub6 a 37 °C en agitacion hasta
alcanzar una ODesoo de 0,5. Para la puesta a punto de las condiciones Optimas
de produccién de proteinas se afnadi6 al medio de cultivo isopropil-3-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) 1 mM y se incub6 durante 2hy 4 ha20°Cy 28 °C.
Al dia siguiente, se recogieron las células por centrifugacion y se almacenaron a
-80°C. La induccion se verific6 mediante un ensayo de Western blot (Figura 1).
Se selecciond la condicidén de 4 h de incubacién a 28 °C y se elimin6 cualquier
resto de medio de cultivo, resuspendiendo las células en bufer de lisis (50 mM
Tris, pH 8.0, 500 mM NaCl, 25 mM imidazol, 10% glicerol, and 1% Tween-20).
Para extraer las proteinas, se sonico el cultivo y el extracto celular se centrifugd
durante 45 min a 16000g a 4 °C. El sobrenadante obtenido con la proteina

soluble se filtir6 a través de una columna de cromatografia de Ni2*.
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20 °C 28 °C
2h 4h 2h 4h
M - + - + - + - +
55 kDa
37 kDa - - — e Y “w 44 kDa
55 kDa 44 kDa
37 kDa

Figura 1. Puesta a punto de las condiciones 6ptimas para la purificacion de las proteinas laal.
La induccion de la expresion génica se realiz6 con 1 mM de IPTG. (Arriba) El lisado celular se
separ6 mediante electroforesis en un gen de acrilamida al 10% y se visualizd6 mediante tincion
con azul de Coomassie. (Abajo) Andlisis mediante Western blot (ver mas abajo) para verificar la
produccion de la proteina laaL utilizando anticuerpos especificos para el epitopo de
hexahistidina. Las proteinas laal se separaron al tamafio esperado de aproximadamente 44 kDa.
M: Marcador de peso molecular Precision Plus Protein Standards (Biorad).

La columna se lavé utilizando bufer de lavado (bufer de lisis sin Tween-20) y
posteriormente se eluyd en bufer de elucién (bufer de lavado con 250 mM
imidazol). La proteina eluida se sometid a un proceso de didlisis durante toda la
noche para eliminar restos de detergente, la alta concentracién de imidazol
presente en la muestra y para equilibrar el pH de la solucién. Para ello la solucion
proteica se introdujo dentro de una membrana de dialisis y se mantuvo toda la
noche a 4 °C en agitacién en una solucibn compuesta por 25 mM HEPES,100
mM NaCl y 10% de glicerol a pH 7,5. Tras recuperar la solucion dializada, se
cuantificaron los niveles de proteina presentes en cada extraccidn utilizando el
reactivo de Bradford y seroalbumina bovina (BSA) como estandar (Bradford,
1976).
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Western blot

A partir de células congeladas a -80 °C, se llevé a cabo la lisis celular utilizando
ditiotreitol (DTT) y tamp6n Laemmli en una relacion 1:3. Las muestras se
incubaron durante 10 min a 95 °C y se centrifugaron durante 1 min a 13000 rpm.
La cuantificacién de las proteinas se realiz6 utilizando el reactivo de Bradford.
De cada muestra se fraccionaron 5 pug en un gel monodimensional de SDS-
PAGE al 10 %. Para llevar a cabo la inmunodeteccion, las proteinas se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Merk, Alemania) durante 30 min
a 12V utilizando un sistema de transferencia Trans-Blot Turbo Transfer System
(BioRad, Hercules, CA, EEUU). Tras el bloqueo de la membrana con leche
desnatada al 5% en TBS-T (20 mM TRIS + 150 mM NaCl + 1 ml Tween 20 +
H20), las membranas se incubaron con el anticuerpo primario especifico frente
a la cola de hexahistidina obtenido en raton (SAB1305538 - Sigma-Aldrich)
durante toda la noche a 4 °C o 1 h a temperatura ambiente. Tras 3 lavados con
TBS-T, la membrana se incubd durante 1 h a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario anti-ratbn (A9044 - Sigma-Aldrich) en TBS-T + leche
desnatada al 1%. Tras eliminar los restos de anticuerpo con varios lavados en
TBS-T se reveld la membrana afadiendo Clarity Western ECL substrate

luminol/enhancer solution (Promega; Madison, EEUU).

Ensayos enzimaticos

La actividad enzimética de cada una de las proteinas laal se analizd siguiendo
la desaparicion de NADH del medio midiendo la absorbancia a 340 nm en un
lector de placas multipocillos Synergy HTX (Biotek, Winooski, VT, EEUU). Para
la puesta a punto de las condiciones &ptimas de reaccion para nuestras
proteinas, se comprobd la actividad de las proteinas laalL en presencia de
diferentes sales (100 mM NaCl, 100 mM KClI), cofactores (3 mM MgCl2, 3 mM
MnClz, 3 mM CaClz, 3 mM ZnClz y NiSO4)y pH (50 mM Tris-HCIpH 7 /7,5/8/
8,5). Finalmente, se seleccionaron las siguientes condiciones estandar para las
reacciones enzimaticas con las proteinas laal: Tris-HCI 50 mM (pH 8.0), MgCl2
3 mM, ATP 1 mM, PEP 1 mM, NADH 0.2 mM, 100 mM KCI, 2 unidades de

Mioquinasa y 4 unidades de Piruvato Quinasa + Lactato deshidrogenasa. Para

195



Capitulo 4

determinar la actividad especifica de estas enzimas se utilizaron las siguientes
concentraciones de sustrato: Lys 5 mM e IAA 1 mM. La determinacién de los
parametros cinéticos en estado estacionario se realiz6 siguiendo las condiciones
de un ensayo estandar con la concentracidén de Lys fija (10 mM) e IAA variable
(0.01-30 mM) y con la concentracion de I1AA fija (5 mM) y la de Lys variable (0.01-
30 mM). Utilizando el programa GraphPad Prism version 8 (www.graphpad.com),
todos los datos se ajustaron a la ecuacién de Michaelis-Menten o a un modelo

de inhibicidn por sustrato, cuando fue necesario.

Analisis bioinformaticos
La presencia de los genes implicados en las diferentes rutas de biosintesis de

IAA a partir de Trp en Psv NCPPB 3335 se analizé mediante blastn, utilizando el

software Geneious v7.1.13 (http://www.geneious.com) junto a la secuencia de
nucleédtidos correspondientes a dichos genes. El andlisis comparativo de las
secuencias de las diferentes variantes alélicas se llevd a cabo mediante el
alineamiento de las secuencias utilizando la plataforma Multalign server

(http://multalin.toulouse.inra.fr). La estructura tridimensional (3D) de las

diferentes proteinas laaL se obtuvo utilizando Phyre2 (Kelley et al., 2015) y
RaptorX (Kéllberg et al., 2012). La visualizacién de los modelos moleculares se

llevd a cabo utilizando el software USCF Chimera (Pettersen et al., 2004).

196



Capitulo 4

RESULTADOS

Distribucidon de alelos del gen iaal en P. savastanoi

Para analizar la distribucién de las aloenzimas codificadas por los diferentes
alelos del gen iaal en P. savastanoi, se realizé una busqueda de proteinas
paralogas mediante blastp en el genoma de las 21 cepas de P. savastanoi
seleccionadas en el capitulo 1 del presente trabajo, cuyas secuencias se
encontraban disponibles en NCBI. Utilizando como referencia la secuencia de
aminoacidos codificada por el alelo iaalLrsn de Psn ESC23, se obtuvieron un total
de 35 secuencias homoélogas procedentes de las cepas seleccionadas, que
mostraron un porcentaje de identidad superior al 90%, y con las que se llevé a
cabo un analisis filogenético. Debido a que el genoma de la mayoria de las cepas
se encontraba en forma de borrador, se eliminaron del analisis filogenético las
secuencias no completas. Ademas, se introdujo en el analisis la secuencia
codificada por el alelo iaalrto de P. syringae pv. tomate (Pto) DC3000, con el fin
de obtener una visiéon global de la distribucién de los tres alelos descritos hasta
la fecha (Figura 2). El arbol filogenético permitié la identificacién de 4 grupos
definidos, tres grupos formados por las secuencias de las aloenzimas
codificadas por los alelos iaalesn, iaalpsv € iaalpio, y un nuevo grupo formado
exclusivamente por secuencias procedentes del patovar fraxini (Psf). El grupo
laaLpsn esta formado por proteinas codificadas en cepas pertenecientes a todos
los patovares de P. savastanoi, excepto al patovar Psf. Ademas, este grupo esta
formado por secuencias que mostraban una identidad del 100% (iaalLpsn-1), con
la excepcidn de aquellas codificadas en las cepas Psv NCPPB 3335 e ICMP
1411, las cuales presentan una delecion de 9 residuos en el extremo N-terminal
(faaLpsn-2). El grupo laalesv esta presente en todas las cepas de P. savastanoi,
excepto en las del patovar retacarpa (Psr) e incluye un total de 6 aloenzimas
diferentes. La secuencia codificada por el alelo iaalpt Unicamente se encontrd
en la cepa de Pto DC3000. Por ultimo, se identificd un nuevo grupo formado por
3 aloenzimas diferentes, codificadas por los alelos iaalpst-1, iaalpst-2 € iaalpst-3,

todas ellas procedentes de cepas de Psf. Estas 3 secuencias, comparten un
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ancestro comun con las codificadas por los alelos del grupo laalpsn, aunque

estan agrupadas en ramas filogenéticas diferentes.

Psr CECT 4861

Psr ICMP 16947

Psm Ph3

Psn ICMP 13781

Psn ICMP 16944

Psn ESC 23

o5| Psn CFBP 5067 iaalpsn-1

Psv ICMP 13786

Psv ICMP 13519

Psv ICMP4352

Psv PseNe107

% Psv DAPP-PG722

Psr ICMP 16946
Psv NCPPB 3335

93 731 Psv ICMP 1411

Psf CFBP 5062

93 4{ Psf ICMP 9132
95

Psf ICMP 7712

— Psf ICMP 9129 jaaLpst.2
Psf NCPPB 1006 iaaLpsi-3
— Psn CFBP 5067 iaalpsy-3

iaaLpsn-2

iaalLps.1

iaaLpsv-1

Psv ICMP 13786 iaalpsy-4
— Psv ICMP 4352 iaaLpsy-s
Psf ICMP 9132  iaalpsy-6
64| Psn ICMP 16944

Psv DAPP-PG722

Psv PseNe107

Psf CFBP 5062

Psn ESC 23

Psm Ph3

Pto DC3000

iaalpsy-2

0.010

Figura 2. Distribucion filogenética de las aloenzimas codificadas por los diferentes alelos del gen
iaal en los patovares de P. savastanoi. El arbol se construy6 utilizando MEGAX (Kumar et al.,
2018) utilizando el método de méaxima verosimilitud. La secuencia del gen iaalet, Se utilizé como
grupo externo. Las secuencias del alelo iaaLps, correspondientes a las cepas Psv ICMP 13519,
ICMP 7712y Psf ICMP 9129 se eliminaron debido a la baja calidad de su secuencia. Los valores
en los nodos indican los porcentajes del Bootstrap después de 100 repeticiones.
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Teniendo en cuenta que la secuencia de nucle6tidos de los 3 alelos del gen iaal
previamente descritos (iaalpsv, iaalpsn € iaalpwo) pueden diferenciarse mediante
analisis de polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) (Matas
et al., 2009), se analizd bioinformaticamente si los alelos iaalrst-1, iaalpst-2 €
iaalpst-3 podrian diferenciarse del resto de alelos. Utilizando esta técnica con los
alelos iaalrst-1 € iaalpst-2 se obtuvo un tamano de fragmentos de DNA idénticos
a los obtenidos con el alelo iaalpsn, mientras que el alelo iaalpst-z mostré unos

fragmentos de DNA similares a los obtenidos con el alelo iaaLpsv (Figura 3).

175 279
1- iaalpen.1 AVA

175 193 44 42
2-iaalpg,.1 Av4 AV AR V4

175 193 86
3-iaalpy ~Z Z

175 279
4- /aaLPsH Av4

175 279
5- iaaLpsf_g AV

175 193 44 42
6-iaalps.s AV AV4 AV4

Figura 3. Diferenciacion por PCR-RFLP de las secuencias del gen iaal de P. savastanoiy P.
syringae pv. tomato (Pto). (A) Representacion esquematica de los fragmentos de DNA
amplificados por PCR y digeridos con la enzima de restriccion Haelll (Matas et al., 2009). La
posicidon de la secuencia identificadas por la enzima de restriccion se indica con una punta de
flecha invertida. (B) Simulacién bioinformatica de un gel de electroforesis (agarosa al 3%) de la
digestion de los amplicones con Haelll. Linea 1-6 se corresponden con los alelos iaalpsn-1,
iaalpsy-1, iaalpiw, iaalpsi-1, iaalest2 € iaalpst.s, respectivamente. MW, marcador de peso molecular
de 20 pb (Takara).

Por lo tanto, con el fin de esclarecer las diferencias existentes entre las
secuencias exclusivas del patovar Psf y de las codificadas por los otros alelos,
se llevd a cabo un analisis comparativo de todas las aloenzimas laalL
identificadas (Figura 4). El alineamiento de estas 12 secuencias aminoacidicas
diferentes, presentes en los patovares de P. savastanoiy Pto DC3000, permitié

identificar residuos exclusivos presentes en cada aloenzima.
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Figura 4. Alineamiento multiple de la secuencia de las proteinas laaL codificadas en los alelos
iaalps:, iaalpsy € iaalpsn presentes en los diferentes patovares de P. savastanoi. El alineamiento
de las secuencias aminoacidicas se realiz6 utilizando MEGAX (Kumar et al., 2018) usando el
algoritmo ClustalW. En negrita se indican las secuencias correspondientes a diferentes grupos
identificados. Los residuos exclusivos de la secuencia de la proteina laalps, (azul), laalpsn (rojo),
laalps (amarillo) e laalpy (verde), asi como los cambios en la secuencia intraalélicos (gris) se
encuentran indicados con cajas de colores.

Las secuencias aminoacidicas codificadas por los dos alelos iaalesn y el alelo
iaalpio contienen seis residuos exclusivos, mientras que las seis aloenzimas
pertenecientes al grupo laalpsy Unicamente comparten tres residuos exclusivos.
Ademas, se identificod la presencia de dos residuos exclusivos compartidos en
las tres secuencias procedentes de Psf. Considerando estas diferencias, los
alelos iaal codificantes de las 3 aloenzimas identificadas exclusivamente en
cepas de Psf se clasificaron dentro de un nuevo grupo de alelos (laalpsf). La
distribucion de cada uno de los alelos del gen jaal en las 21 cepas de P.

savastanoi analizadas en este trabajo se indica en la Tabla 4.

Por otro lado, el gen iaal presentd un elevado grado de sintenia en P.
savastanoi, ya que en todas las cepas analizadas el gen matE se situaba aguas
arriba de éste, tal y como ha sido previamente descrito (Castillo-Lizardo et al.,
2015). Ademas, se identifico un elevado grado de asociacion de determinados
genes a las diferentes variantes alélicas. Los dos alelos iaalesn se codifican
aguas arriba de una de las copias del operén iaaMH, implicado en la biosintesis
de IAA, en todas las cepas, mientras que los alelos incluidos en los grupos
iaalpsv € iaalpst siempre se localizaron aguas abajo del efector del sistema de
secrecion tipo lll hopR1. Por ultimo, en las cercanias de los alelos iaal también
se encontraron secuencias anotadas como transposasas en los genomas de
algunas cepas de P. savastanoi, sugiriendo la posible transferencia horizontal de
estos alelos, como se ha sido previamente descrito en el complejo P. syringae

(Ramos et al., 2012) y como se refleja en la filogenia mostrada en la Figura 2.
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Tabla 4. Distribucion de alelos del gen iaal en las 21 cepas de P. savastanoi
analizadas en este trabajo.

Alelo®
Patovar/Cepa? iaalpsn iaalpsy iaalpst (Y)ne Referencia
pv. fraxini
NCPPB 1006 - - iaalpst.3 4 Este trabajo
CFBP 5062 - iaalpsy-2 iaalps.1 4 (Nowell et al., 2016)
ICMP 9132 - iaalpsv-6 iaalps.1 4 (Dillon et al., 2019b)
ICMP 7712 - p iaalpst.1 4 (Dillon et al., 2019b)
ICMP 9129 - p iaalpst.» 4 (Dillon et al., 2019b)
pv. nerii
ESC23 iaalpsn-1 iaalpsy-2 - 4 Este trabajo
CFBP 5067 iaalpsn1  iaalpsva - 4 (Nowell et al., 2016)
ICMP 13781 iaalpsn-1 - - 4 (Dillon et al., 2019b)
ICMP 16944 iaalpsn-1 iaalpsy-2 - 4 (Dillon et al., 2019b)
pv. retacarpa
CECT 4861 iaalpsn-1 = - 4 Este trabajo
ICMP 16946 iaalpsn-1 - - 4 (Dillon et al., 2019b)
ICMP 16947 iaalpsn-1 - - 4 (Dillon et al., 2019b)
pv. savastanoi
NCPPB 3335 iaalpsn>  iaalpsy-1 = 6 Este trabajo
ICMP 4352 iaalpsn1  iaalpsy.s - 4 (Thakur et al., 2016)
DAPP-PG722 iaalpsn1  iaalpsv-2 = 4 (Moretti et al., 2014)
PseNe107 iaalpsn-1 iaalpsy-2 - 4 (Bartoli et al., 2015)
ICMP 13519 iaalpsn-1 p - 4 (Dillon et al., 2019b)
ICMP 1411 iaalpsne  [@aalpsy-1 - 6 (Dillon et al., 2019b)
0485_9 p p - 4 (Dillon et al., 2019b)
ICMP 13786 iaalpsn1  iaalpsv-a - 4 (Dillon et al., 2019b)
pv. mandevillae
Ph3 iaalpsn1  iaalpsy-2 - 4 Este trabajo

aEn gris se indican las cepas seleccionadas para futuros analisis.
b-, ausencia; p, secuencia parcial.
cNumero de repeticiones del residuo Y (Tyr) detectados en las proteinas laalpsy.

Produccion de IAA-Lys en P. savastanoi

La capacidad de producir IAA-Lys por parte de cepas de P. savastanoi es un
hecho conocido desde los afios 80. Sin embargo, Unicamente se ha analizado
su produccion en cepas de P. savastanoi aisladas de adelfa y olivo,
detectandose exclusivamente en las cepas de adelfa (Evidente et al., 1985). Mas
recientemente, se ha identificado la produccién del conjugado en la cepa de Psn
ESC23, asi como la pérdida de su produccion en un mutante del alelo iaalpsn-1
(Cerboneschi et al., 2016), también codificado en el genoma de todas las cepas
analizadas en este trabajo, con la excepcidn de las cepas pertenecientes a Psf,
Psv NCPPB 3335 e ICMP 1411 (Tabla 4). Por otro lado, Psn ESC23 también

202



Capitulo 4

codifica un alelo iaalLpsv-2 (Tabla 4), sin embargo, este otro alelo podria ser no

funcional o contribuir en menos medida a la produccion de IAA-Lys.

La capacidad de producir IAA-Lys en otras cepas de P. savastanoi con una
combinacion de alelos iaal diferentes no ha sido analizada hasta la fecha. Por
lo tanto, se decidi6é analizar la produccion de IAA e IAA-Lys en una seleccion de
cepas representantes de los 5 patovares de P. savastanoi y con una
combinacion diferente de alelos iaal: Psf NCPPB 1006 (iaalpst-3), Psn ESC23
(iaalpsn-1, iaalpsv-2), Psn CFBP 5067 (iaalpsn-1, iaalpsv3), Psr CECT 4861
(faaLpsn-1), Psv NCPPB 3335 (iaalpsn-2, iaalpsv-1), Psv DAPP-PG722 (iaalpsn-1,
iaalpsv-2) y Psm Ph3 (iaalpsn-1, iaalpsv-2), Ademas, se incluyo la cepa Pto DC3000
(faaLpwo) (Tabla 5). En resumen, de los 12 alelos diferentes identificados, se
seleccionaron cepas portadoras de siete de ellos: los dos alelos iaalpsn (iaalpsn-
1 € iaalpsn-2), uno de los tres alelos iaalpst (iaalpst-3), tres de los seis alelos iaalpsv

(faaLpsv-1, iaalpsv-2 € iaalpsv-3) y el alelo iaalpto.

Los niveles de IAA se cuantificaron mediante UPLC-TQD en el sobrenadante de
los cultivos de estas cepas tras 20 h de incubacién. En medio MG suplementado
con Trp, las cepas Psv NCPBB 3335, Psn ESC23, Psm Ph3 y Psr CECT 4861
mostraron una mayor acumulacién de IAA, en comparacion con las cepas Psf
NCPPB 1006 y Pto DC3000, las cuales carecen de los genes iaaM e iaaH
implicados en la principal ruta de biosintesis de IAA presente en P. savastanoi
(Figura 5A). Por otro lado, en medio MG, las cepas Psv DAPP-PG772 y Psn
CFBP 5067 mostraron unos niveles de IAA similares a los producidos por Psv
NCPPB 3335 (Figura 5B). A pesar de las diferencias en las condiciones de cultivo
(+/- Trp) utilizadas para cuantificar la produccién de IAA en las diferentes cepas,
los resultados obtenidos concuerdan con lo publicado previamente por otros
autores para cepas de Psv, Psn, Psf, Psr y Pto. Ademas, la produccion de I1AA

en cepas de Psm no habia sido descrita hasta la fecha.

203



Capitulo 4

>

pg IAA/mg PS

Figura 5. Deteccién de IAA e IAA-Lisina en cepas representantes de cada patovar de P.
savastanoi y Pto DC3000. (A) Cuantificacion de los niveles de IAA mediante UPLC-TQD en
cepas incubadas en medio MG suplementado con Trp. (B) Cuantificacion de los niveles de IAA
mediante UPLC-TQD en cepas incubadas en medio MG. Los datos se representan como ug de
IAA por mg del peso seco bacteriano. Cada barra se corresponde con la media de tres réplicas
biologicas y las barras de error representan la desviacion estandar. (C) Cuantificacion de los
niveles de IAA-Lisina presentes en cepas incubadas en medio MG. Las barras representan las
medias de tres réplicas * la desviacidon estandar. (D) Cromatogramas de UPLC-QTOF para la
deteccion de IAA-Lisina en modo ESI + en cepas incubadas en medio MG suplementado con

Trp.
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Los niveles de IAA-Lys se cuantificaron mediante UPLC-TQD (Figura 5C) v,
cuando no fue posible, se detect6 mediante UPLC-QTOF (Figura 5D) la
presencia del conjugado en el sobrenadante de los cultivos de estas cepas
incubadas durante 20h. Las cepas Psv DAPP-PG772 (iaalpsn-1, iaalpsv-2), Psn
ESC23 (iaalpsn-1, iaalpsv2) y Psn CFBP 5067 (iaalpsn-1, iaalpsv-3) produjeron
cantidades cuantificables de IAA-Lys en medio MG, sin embargo, no se detecté
produccion del conjugado en el sobrenadante de la cepa Psv NCPPB 3335
(iaalpsn-2, iaalpsv-1). En medio MG suplementado con Trp, se identificé un pico
correspondiente al compuesto IAA-Lys (304.164 m/z) Unicamente en las cepas
Psn ESC23 (iaalpsn-1, iaalpsv-2), Psf NCPPB 1006 (iaalrsts) y Pto DC3000
(faaLpw). Sin embargo, los picos correspondientes a los aislados de adelfa y
fresno fueron de aproximadamente 180 veces mas intensidad que el pico de Pto,
indicando una mayor acumulacién del compuesto en estas cepas. En las cepas
de Psv NCPPB 3335 (iaalpsn-2, iaalpsv-1), Psr CECT 4861 (iaalpsn-1) y Psm Ph3

(faaLpsn-1, iaalpsv-2) Nno se detectd el conjugado IAA-Lys.

En conclusion, la produccién del conjugado IAA-Lys no esta condicionada por la
cantidad de IAA presente, ya que en cepas que producen grandes cantidades
de IAA no se detect6 acumulacion del conjugado (Psv NCPPB 3335, Psm Ph3 y
Psr CECT 4861). Por el contrario, en algunas cepas cuya produccion de IAA era
menor (Psf NCPPB 1006 y Pto DC3000) si se detecté acumulacion de IAA-Lys.
Ademas, se detect6 produccion de IAA-Lys en cepas con al menos un alelo
iaalpst-3, iaalpto O iaalpsn-1. Sin embargo, en las cepas Psr CECT 4861 y Psm
Ph3, las cuales contienen un alelo iaalpsn-1, asi como la cepa Psv NCPPB 3335
(faaLpsn-2, iaalpsv-1) No se detectd el conjugado. Las cepas y los diferentes alelos
del gen iaal presentes en éstas, asi como su capacidad de produccion de IAA e

IAA-Lys se encuentran indicados en la Tabla 5.
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Tabla 5. Deteccion de IAA e IAA-Lys en cepas de los patovares de P. savastanoiy
Pto DC3000.

Alelos

Cepa iaalpsn iaalpsy iaalpss iaalpio 1AA2  IAA-Lysa
Psv NCPPB 3335 iaalpsn2  iaalpsy-1 - - ++ -
Psv DAPP-PG772  iaalpsn-1 iaalpsy-2 - - ++ ++
Psn ESC23 iaalpsn1  iaalpsv-2 - - ++ ++
Psn CFBP 5067 iaalpsn-1 iaalpsy-3 - - ++ ++
Psf NCPPB 1006 - - iaalpsis - + b
Psr CECT 4861 iaalpsn-1 - - - ++ b
Psm Ph3 iaalpsn-1 iaalpsy-2 - - ++ b
Pto DC3000 - - - iaalpio + +b

aCapacidad de produccién del compuesto en la cepa analizada: ++, alta produccion del
compuesto; +, produccion baja del compuesto; -, ausencia de produccién; ND, no cuantificada.
bCompuesto detectado mediante HPLC-QTOF, pero no cuantificado.

Analisis transcripcional de los genes iaal

Anteriormente, se ha demostrado que la produccién de IAA-Lys es independiente
de la cantidad de IAA producido. Por lo tanto, la produccion de IAA-Lys podria
estar condicionada por la presencia de determinados alelos (Tabla 5). La cepa
Psv NCPPB 3335 presenta en su genoma dos copias del gen iaal, el alelo
iaalpsn-2, el cual contiene una delecidon en su extremo N-terminal (Figura 4), y un
alelo iaalpsv-1. La delecion de 9 aminoacidos en iaalpsn-2 podria estar inactivando
la actividad de la enzima en Psv NCPPB 3335, sin embargo, el alelo iaalpsv-1 N0
parece estar contribuyendo a la produccion de IAA-Lys. En las cepas Psr CECT
4861 (iaalpsn-1) y Psm Ph3 (iaalpsn-1, iaalpsv-2), no se identific6 produccidén de
IAA-Lys pese a producir altos niveles de IAA. Sin embargo, estas cepas
contienen un alelo iaalpsn-1 100% idéntico al alelo presente en las cepas Psv
DAPP-PG772, Psn ESC23 y CFBP5067, productoras del conjugado IAA-Lys.
Ademas, no se encontraron diferencias en las regiones promotoras de los genes
matE e iaalpsn-1, mostrando un elevado grado conservacion de esta regién en P.
savastanoi (datos no mostrados). Por lo tanto, la ausencia de produccion en
estas cepas podria deberse a diferencias transcripcionales entre los alelos iaal,
pese a su elevado grado de conservacién de la region promotora en las

diferentes cepas.
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Figura 6. (A) Analisis transcripcional del alelo iaalesn y (B) del alelo iaalpsy de cepas de P.
savastanoi. Los niveles de expresion relativa se calcularon normalizando la expresion al gen gyrA
utilizado como control interno. Las barras representan las medias de tres réplicas + la desviacion
estandar. Las cepas marcadas con un asterisco representan una Unica réplica biologica.

Mediante un ensayo de RT-qPCR se cuantificaron los niveles de expresion de
los alelos presentes en las cepas Psv NCPPB 3335 (iaalpsn-2, iaalpsv-1), Psr
CECT 4861 (iaalLpsn-1) y Psm Ph3 (iaalpsn-1, iaalpsv-2). Ademas, se incluyeron las
cepas Psv DAPP-PG772 (iaalpsn-1, iaalpsv-2), Psn ESC23 (iaalpsn-1, iaalpsv-2) y
Psn CFBP 5067 (iaalpsn-1, iaalpsv-3) como control positivo de cepas productoras
de IAA-Lys. A partir de un cultivo incubado o/n, las cepas seleccionadas se
cultivaron en medio MG hasta alcanzar una ODeoo de 0.5 y posteriormente, se
analizaron los niveles de expresion de ambos alelos utilizando cebadores
especificos. Como control de la especificidad se utilizd6 la cepa Psr CECT
4861 (iaalpsn-1), la cual carece de un alelo iaalpsv. En la mayoria de las cepas, la
expresion del alelo iaalpesn (Figura 6A) fue aproximadamente 6 veces mayor que
la del alelo iaalpsv (Figura 6B). Ademas, se identificaron algunas particularidades
que podrian explicar las diferencias presentes en la produccién de IAA-Lys entre
estas cepas. No se detectd expresion del alelo iaalpsn-2 en Psv NCPPB 3335,
mientras que las cepas Psr CECT 4861 y Psm Ph3 mostraron unos niveles de

expresion reducidos para el alelo iaalpsn-1 €n comparacion al resto de cepas
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(Figura 6A). Sin embargo, los datos de las cepas Psr CECT 4861 y Psm Ph3
proceden de una Unica réplica bioldgica, siendo necesario repetir el analisis con
el fin de confirmar la tendencia. Por otro lado, la expresion de los alelos iaalpsv-
1€ iaalpsv-2en las cepas Psv NCPPB 3335 y Psm Ph3, respectivamente, también
fue significativamente menor que en las cepas productoras de IAA-Lys. Ademas,
no se identificd6 amplificacion en Psr CECT 4861 (iaalLpsn-1), la cual carece de un

alelo iaalpsv, confirmando la especificidad de los oligonucleétidos (Figura 6B).

Por lo tanto, la combinacidén de la cuantificacion y deteccion de los niveles de
IAA e IAA-Lys, junto con el andlisis transcripcional de los alelos iaalesn € iaalpsy,
sugieren que: 1) los alelos iaalrsn-1, iaalpst-3 O iaalpto parecen contribuir a la
produccion del conjugado, 2) unos niveles de expresion del alelo iaalpsn-1
similares a los alcanzados por las cepas Psv DAPP-PG 772, Psn ESC23 y CFBP
5062 podrian ser necesarios para la produccién del conjugado en cantidad
suficiente para ser detectado en los cultivos de P. savastanoi, 3) los niveles de
expresion de los alelos iaalpsn-2 € iaalpsv-1 en Psv NCPPB 3335 podrian ser
insuficientes para la produccion de IAA-Lys, 4) en cepas productoras de IAA-Lys
(Psn ESC23 y CFBP 5067) los alelos iaalpsv-2 € iaalpsv-3 presentan unos niveles
de expresion similares, sin embargo, en cepas no productoras (Psm Ph3) el alelo

iaalpsv-2 mostré una reduccion en sus niveles de expresion.

Evaluacién funcional de los alelos iaalL

La producciéon de IAA-Lys esta ligada a la presencia de un alelo iaalpsn-1
funcional y completo, ya que no se detect6 produccion del conjugado en cepas
con el alelo iaalpsn-2, €l cual contiene una deleccién. Ademas, la ausencia de
produccion de 1AA-Lys en Psv NCPPB 3335 sugiere la inactividad del alelo
iaalpsv-1 presente en esta cepa. Por otro lado, la construccién de un mutante en
el alelo jiaalpsn-1 en Psn ESC23 provoco la pérdida de produccién del conjugado
(Tegli et al., 2020), por lo que el alelo iaalpsv-2, presente en esta cepa, podria no

estar contribuyendo a la produccién de éste.
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Las diferentes aloenzimas codificadas en los alelos del gen iaal presentes en P.
savastanoi podrian presentar diferencias de actividad, condicionando la
produccion de IAA-Lys. Por lo tanto, de los siete alelos codificados en las cepas
utilizadas en los ensayos anteriores, se seleccionaron los 3 alelos que parecen
contribuir a la produccion de IAA-Lys (iaalpsn-1, iaalpst-3 € iaalrt) y dos de los
tres alelos iaalpsv (iaalpsv-1 € iaalpsv-2) que podrian no contribuir a la formaciéon
del conjugado. Ademas, se selecciond el alelo iaalest-1, cuya secuencia se
encuentra mas representada entre las cepas de Psf analizadas, pero no esta
codificado en ninguna de las cepas seleccionadas en los ensayos anteriores
(Tabla 5).

La actividad de los diferentes alelos se cuantifico de manera indirecta mediante
la sobreexpresiéon de estos en Psv NCPPB 3335. Debido a la ausencia de
transcripcion en algunos alelos, asi como para eliminar las diferencias existentes
en las tasas de transcripcion de los diferentes alelos, la secuencia amplificada
por PCR se cloné en el plasmido de expresion pAMEX, bajo el control del
promotor constitutivo nptll. El efecto de las diferentes aloenzimas laalL sobre el
pool total de IAA producido se observé mediante un ensayo bioldgico basado en
el andlisis del efecto del IAA bacteriano en la elongacién radicular de plantulas
de A. thaliana Col-0. La presencia de altas concentraciones de IAA provoca una
fuerte inhibicion del alargamiento radicular en A. thaliana, por lo que diferencias
en el crecimiento radicular estarian influenciadas directamente por la actividad
de las diferentes aloenzimas sobre el pool de IAA. Este ensayo ha sido empleado
anteriormente para el analisis del efecto de un mutante en el gen iaal sobre el
“pool” de IAA en Psn ESC23, obteniéndose los resultados esperados a un
aumento de la concentracion de IAA libre (Cerboneschi et al., 2016). Ademas,
se incluyeron en el andlisis las cepas Psv NCPPB 3335 silvestre y el mutante
Psv AiaaMH1-2 derivado de ésta, como control del efecto de la presencia de
altas o bajas concentraciones de IAA, respectivamente (Figura 7A). Tras 15 dias,
la longitud media de la raiz principal de las plantulas tratadas con la cepa Psv
NCPPB 3335 fue de 8.66 +2.11 cm, aproximadamente la mitad a la obtenida en

las plantulas sin tratar (15.54 + 1.73 cm), debido a la presencia de altas
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concentraciones de IAA. Por el contrario, las plantulas tratadas con la cepa Psv
AiaaMH1-2 mostraron una longitud de 21.35 + 3.73 cm. De manera similar, las
plantulas tratadas con las cepas de Psv sobreexpresando los alelos iaalrst-3 €
iaalpsn-1 mostraron una longitud de 20.82 + 3.04 cm y 18.17 + 3.41 cm,
respectivamente. Por lo tanto, la sobreexpresidon de los alelos iaalrst-3 € iaalpsn-
1 parece provocar la retirada del IAA producido por Psv NCPPB 3335 del medio,
disminuyendo el acortamiento radicular observado en presencia de ésta. Sin
embargo, la sobreexpresion de los alelos iaalpsv-1 (10.18 + 1.92 cm) e jaalptwo
(9.06 = 1.71 cm) en Psv NCPPB 3335 no provocd cambios en el crecimiento
radicular de las plantulas de A. thaliana, ya que se obtuvieron valores similares

al obtenido en plantulas tratadas con la cepa silvestre de Psv NCPPB 3335
(Figura 7A).
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Figura 7. Ensayo de elongacién radicular (A) y
formacion de raices laterales (B) en plantulas de
A. thaliana Col-0 crecidas en placas verticales
en presencia de cepas de Psv NCPPB 3335
sobreexpresando los alelos iaalpsn.1, iaalpsi-s,
iaalpsv-1 € iaalpy, de las cepas Psn ESC23, Psf
NCPPB 1006, Psv NCPPB 3335 y Pto DC3000,
respectivamente. (C) Ensayo de elongacion
radicular en plantulas de A. thaliana Col-0 en
presencia de los alelos iaalesy-> de las cepas
Psn ESC23 y Psf CFBP 5062, respectivamente
y el alelo iaalpst.1 de Psf CFBP 5062. Como
control de alta y baja produccién de IAA se
utilizaron las cepas Psv NCPPB 3335 y Psv
AiaaMH1-2. Las barras representan la media +
desviacion estandar para 7 a 15 plantulas.
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Ademas, de acuerdo con el efecto bimodal y opuesto de la concentracion de IAA
libre sobre la elongacién del eje principal de la raiz y los eventos locales de
diferenciacion de ésta, se observo un desarrollo masivo de raices laterales en
las plantulas tratadas con Psv NCPPB 3335 en comparaciéon con las plantulas
sin tratar (Figura 7B). Sin embargo, las plantulas tratadas con Psv AiaaMH1-2 o
con cepas de Psv sobreexpresando los alelos iaalpst-3 € iaalpsn-1 mostraron una
formacion de pelos radiculares similar a las plantulas sin tratar. No se observaron
diferencias entre las plantulas tratadas con las cepas de Psv sobreexpresando

los alelos iaalrsv-1 € iaalewo y la cepa control Psv NCPPB 3335.

Por otro lado, también se analiz6 la actividad biol6gica de los alelos iaalpsv-2 €
iaalpst1 (Figura 7C). La cepa Psv NCPPB 3335 se utiliz6 como control de alta
produccion de IAA en un fondo genético no productor de IAA-Lys. Tras 15 dias,
la longitud media de la raiz principal de las plantulas tratadas con la cepa Psv
NCPPB 3335 fue de 2.33 + 0.25 cm, significativamente inferior a 6.64 + 1.02 cm
obtenidos para las plantulas sin tratar. Las plantulas tratadas con las cepas de
Psv que sobreexpresan los alelos iaalpsv-2 de las cepas Psn ESC23 y Psf CFBP
5062 mostraron un crecimiento de 242 + 0.30 cm y 243 + 0.26 cm,
respectivamente. La elongacion radicular de estas plantulas, similar a la obtenida
para Psv NCPPB 3335, sugiere que no se esta produciendo retirada de 1AA libre
del medio mediante conversion en IAA-Lys, por lo que de ser funcionales estos
alelos, su actividad no es detectable mediante el bioensayo utilizado. Por el
contrario, las plantulas tratadas con la cepa de Psv donde se sobreexpresaba el
alelo iaalrst-1 de Psf CFBP 5062 mostrd una elongacion de 7.55 + 1.42 cm,

confirmando la capacidad de retirar IAA libre del medio por esta aloenzima.

Por lo tanto, existen diferencias de actividad entre las aloenzimas codificadas por
los diferentes alelos del gen iaal. Los alelos iaalpsn-1, iaalps-1 € iaalpst.3
provocaron una mayor elongacion radicular que la cepa silvestre Psv NCPPB
3335, sugiriendo que son capaces de retirar IAA libre del medio mediante su
transformacion en IAA-Lys. Por el contrario, no se observaron diferencias en la

elongacién radicular de plantulas de A. thaliana tratadas con cepas de Psv que
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sobreexpresaban los alelos iaalesv-1, iaalpsv2 € iaalewo. Por lo tanto, estas
aloenzimas podrian ser inactivas o mostrar una actividad residual que provoque
una variacion en la concentracion de IAA libre no detectable mediante el

bioensayo utilizado.

Analisis de la produccion de IAA e IAA-Lys de las aloenzimas laaL

Con el fin de verificar la funcionalidad de las diferentes aloenzimas ensayadas,
y poder correlacionar el efecto sobre la elongacion radicular con la concentracion
de IAA libre, se cuantificaron los niveles de IAA e IAA-Lys de un representante
de cada uno de los grupos de alelos del gen iaal (iaalpsn-1, iaalpsv-1, iaalpsi-3 €

iaalro) expresados en la cepa Psv NCPPB 3335.

Para ello, las diferentes cepas bacterianas, partiendo de un precultivo incubado
o/n, se cultivaron durante 20h en medio MG suplementado con Trp hasta
alcanzar una ODeoo de 0.5. Los niveles de IAA e IAA-Lys se cuantificaron
mediante UPLC-TQD (Figura 8).
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Figura 8. Cuantificacion de los niveles de IAA (A) e IAA-Lisina (B) producidos en las cepas de
Psv NCPPB 3335 que sobreexpresan los diferentes alelos del gen iaal. Se utilizaron los alelos
iaalpsv-1, iaalpsi.s, iaalpsn-1 € iaalp de las cepas Psv NCPPB 3335, Psf NCPPB 1006, Psn ESC23
y Pto DC3000, respectivamente, expresados constitutivamente bajo el control del promotor nptll
en la cepa silvestre Psv NCPPB 3335. Las barras representan la media + desviacion estandar
de tres réplicas biol6gicas analizadas por duplicado.
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La sobreexpresion de los alelos iaalrst-3 e iaalpsn-1 redujeron de manera drastica
los niveles de IAA libre en el medio de cultivo, donde se acumularon las
concentraciones IAA-Lys mas elevadas. Estos resultados concuerdan con el
mayor crecimiento radicular observado bajo la influencia de estos alelos (Figura
7). Por el contrario, la cepa Psv NCPPB 3335 silvestre y la que sobreexpresaba
el alelo iaalpsv-1 produjeron cantidades de IAA similares y no acumularon IAA-
Lys (Figura 8), datos que concuerdan con los valores reducidos de elongacion
radicular observados para estas tres cepas (Figura 7). Sin embargo, y aunque la
expresion del alelo iaalrto indujo la aparicion de una baja concentracidén de IAA-
Lys en el medio (aproximadamente 130 veces inferior), no se observd una
disminucidn significativa de los niveles de IAA producidos en comparacién con
la cepa silvestre. Por lo tanto, a pesar de la produccion de IAA-Lys por parte de
esta cepa, la ausencia de cambios en los niveles de IAA son acordes con la
similar elongacion radicular observada para los alelos iaalesv-1 € iaaleto.
Ademas, la produccion de IAA-Lys por la expresion del alelo jiaalrto en Psv
NCPPB 3335 concuerda con la produccion del conjugado en la cepa Pto DC3000
(Figura 5D).

En resumen, existen diferencias de actividad entre las aloenzimas codificadas
por los diferentes alelos del gen iaal. Las aloenzimas codificadas en los alelos
iaalpsi-3 € iaalpsn-1 retiran gran cantidad de IAA del medio, a la vez que producen
altas cantidad de IAA-Lys. Sin embargo, la aloenzima laalLrt pese a no reducir
de manera significativa los niveles de IAA del medio, sintetiza pequenas
cantidades de IAA-Lys. Por el contrario, la aloenzima codificada en el alelo
iaalpsv-1 podria ser inactiva, ya que no disminuyeron los niveles de IAA ni

indujeron la aparicién de IAA-Lys.
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Las aloenzimas laaL muestran diferentes comportamientos en presencia de
IAA

Mediante el analisis anterior realizado en plantulas de A. thaliana, han quedado
patentes las diferencias de actividad existentes entre las diferentes variantes
alélicas del gen iaal. Para profundizar en el analisis funcional de estos alelos,
se llevd a cabo un ensayo bioquimico in vitro donde se determinaron las
actividades especificas de las aloenzimas laalL codificadas en las diferentes
variantes alélicas presentes en P. savastanoi. Para examinar su actividad IAA-
lisina sintasa, se construyeron fusiones traduccionales del extremo C-terminal de
las aloenzimas laalpsn-1, laalpst3, laalpsv-1 € laalrto @ un epitopo de
hexahistidina, utilizando el plasmido pET28a para su expresion en E. coli BL21.
Los cultivos de E. coli BL21 transformados con los diferentes plasmidos
construidos, se indujeron con IPTG y se incubaron a 28 °C durante 4 h. La
induccién se verificO mediante Western blot utilizando un anticuerpo especifico
para el epitopo de hexahistidina (Figura 9). Posteriormente, se purificaron las
proteinas mediante cromatografia de afinidad en columna de niquel. Los

ensayos in vitro se realizaron tal y como se detalla en material y métodos.
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Figura 9. Analisis Western blot de la produccion de las proteinas laalpst.s, laalpsn.1, laalpsy-1 €
laalpiw en E. coli BL21. La inmunodetecciéon se realizd6 con anticuerpos especificos para el
epitopo de hexabhistidina fusionado a las proteinas. El tamafio observado para las proteinas laaL
fue de aproximadamente 44 kDa, como cabia esperar de su composiciébn aminoacidica. M:
Marcador de peso molecular Precision Plus Protein Standards (Biorad).

El analisis bioquimico in vitro con las proteinas laal purificadas, confirmaron las

diferencias de actividad presentes entre las aloenzimas laaL analizadas,
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utilizando condiciones estandar e IAA 1 mMy Lisina 5 mM como sustrato (Figura
10A). La proteina laalLps-3 mostr6 una actividad especifica de 39.33 (umol min-
mg proteina), la cual fue 5 veces superior a la obtenida para la proteina laalpsn-
1 (7.76 umol min-' mg proteina'). Por el contrario, la proteina laaLpsv-1 mostré un
valor de actividad especifica mas reducida (3.28 umol min-' mg proteina'). Por
ultimo, ninguna de las proteinas laal ensayadas mostr6 actividad detectable en
presencia de IAA-Lys 1 mM (datos no mostrados), indicando una clara

preferencia por la formacion de IAA-Lys en comparacion con la reaccion inversa.

Ademas, se llevo a cabo un analisis cinético que permitio identificar diferencias
cataliticas entre las proteinas laaL. Utilizando condiciones estandar, se analizé
la actividad especifica de las proteinas laal en presencia variable de IAA (Figura
10B, Tabla 6). La actividad cinética de la proteina laalpst-3 se ajustd a una
cinética de Michaelis-Menten, obteniendo un Vmax de 130.80 umol min' mg
proteina'. Por el contrario, la proteina laalLpsn-1 obtuvo una Vmax de 93.40 pumol
min~' mg proteina y se ajust6 a un modelo de inhibicién por sustrato, mostrando
una constante de inhibicién de 3.89 uM, reduciendo su actividad en presencia de
altas concentraciones de IAA. Ademas, la proteina laalps-s mostré una mayor
afinidad por el IAA que la proteina laalLpsn-1, obteniéndose una Km de 2.95 uM y
8.75 uM, respectivamente para estas proteinas. Por ultimo, no se identificaron
diferencias de actividad en la proteina laalprsv-1 €n presencia de cantidades
variables de IAA, lo que sugiere que la actividad observada para esta enzima,
calculada mediante la variacidén en la concentracion de NADH en la mezcla de
reaccion, no es dependiente de la actividad de la proteina. Ademas, también se
analizé la actividad especifica de estas proteinas en presencia de cantidad
variables de Lys (Figura 10C). Las proteinas laalrst-3 € laalesn-1 S€ ajustaron a
un modelo de Michaelis-Menten, mientras que no se identificaron cambios de
actividad en la proteina laalesv-1. Sin embargo, se identificaron grandes
diferencias en la Vmax de estas proteinas, obteniendo valores de 187.30 umol
min~' mg proteina' y 31.22 umol min-' mg proteina' para las proteinas laalpst-3

e laalrsn-1, respectivamente.
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Por ultimo, las proteinas laalrsts € laalrsn-1 mostraron diferencias en su
eficiencia catalitica (kcat/Km), siendo la de laalrst3 4 veces mayor en presencia
de IAA y 10 veces mayor en presencia de Lys en comparacién con laalpsn-1. La

baja o nula actividad de laaLpsv-1 no permitié la determinacidén precisa de los
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parametros cinéticos de esta proteina. Los parametros cinéticos obtenidos en

los diferentes analisis bioquimicos se encuentran indicados en la Tabla 6.

Tabla 6. Analisis cinético de las proteinas laal.

Proteina Sustrato Vinax? Kcat (Min-1) Kn (M)  Kea'Kim (LM min-t)
laalpst.s IAA 130.80 5945.45 2.95 2015.41
Lisina 187.30 8513.64 2.15 3959.83
laalpsn-1 IAA 93.40 4245.45 8.75 485.19
Lisina 31.22 1419.09 3.58 402.01
laalpsy-1 IAA 3.74 ND 2e-14 ND
Lisina 3.74 ND 2e-14 ND

aVmax: umol min-' mg proteina-!
bND: No determinado

Inactivacion del alelo iaalpsn mediante insercion de YY

Mediante andlisis comparativo de secuencias de aminoacidos, en este trabajo
se han determinado las diferencias existentes entre las diferentes aloenzimas
laaL (Figura 4). La ausencia de actividad en las aloenzimas laalpsv-1 € laalpsv-2
analizados en este trabajo podria deberse a modificaciones exclusiva en su
secuencia. La aloenzima laalpsv-1 se caracterizd por la presencia de varios
residuos de Tirosina (Y) extras en comparacion con el resto de aloenzimas
analizadas. Trabajos anteriores, han demostrado la presencia de varias
repeticiones del residuo Y (triplete TAC) en mdultiples cepas del patovar Psv,
sugiriendo que su formacion, atribuida a errores de replicacion por deslizamiento
de hebra de la DNA polimerasa, podria provocar la inactivacién del gen (Matas
et al., 2009). Para profundizar en esta hipétesis, se seleccioné la aloenzima
laaLpsn-1 de Psn ESC23, cuya actividad ha sido demostrada en este trabajo.
Utilizando la secuencia de la proteina laalLpsv-1 como molde, se llevo a cabo una
mutagénesis dirigida mediante la cual se introdujo en la proteina laalLpsn-1 dos
residuos de Y en la misma posicion descrita en laaLpsv-1. El ensayo de actividad
bioguimica de estas enzimas se llevd a cabo tal y como se describid

anteriormente (Figura 11A).
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Figura 11. (A) Actividad especifica de las proteinas laalpsn.1 € laalpsnyy €n presencia de 1mM
de IAA y 5 mM de Lisina. Las barras representan la media + desviacién estandar de tres
experimentos independientes, excepto para laalpsnvy. (B) Detalle del modelado 3D generado
mediante homologia utilizando Phyre2 del alelo iaalesn-1 de Psn ESC23 y (C) del alelo iaalpsy-1
de Psv NCPPB 3335. En color se indica la regidén sin modificar (azul) y las modificaciones
provocadas por las inserciones de Y (rojo).

La comparacion de la actividad especifica obtenida para la aloenzima laaLpsnyy,
con la obtenida para la aloenzima laalpsn-1 Silvestre, demostré que la inserciéon
de 2 residuos de Y elimina la actividad de una enzima funcional. Por lo tanto, la
presencia de residuos Y extra en la aloenzima laalrsv-1, estaria provocando la

inactivacion de este.

Con el fin de determinar el efecto de la adicion de dos residuos de Y extras en la
estructura de las proteinas laal se analizé la estructura tridimensional de éstas.
Debido a que la estructura cristalografica de estas proteinas no se encuentra

actualmente disponible, se utilizd el software Phyre2 para generar un modelo por
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homologia de las aloenzimas codificadas en los alelos iaalpsn-1 de Psn ESC23
(Figura 11B) e iaalLpsv-1 de Psv NCPPB 3335 (Figura 11C). La presencia de dos
residuos extra de Y provocan modificaciones en la estructura secundaria de la
proteina laalLrsv-1, ya que se observé un alargamiento de la region en disposicion
de alfa-hélice, la desaparicién de una regiéon en disposicion de lamina-beta y, en
consecuencia, un aumento de la region sin estructura secundaria. Por lo tanto,
la desorganizacion de la estructura secundaria podria provocar cambios en su
estructura terciaria que dificultase el acceso del sustrato al sitio catalitico de

estas enzimas, generando deficiencias funcionales.

Conjugacion de IAA en P. savastanoi

En plantas, la conjugacion del IAA es un recurso ampliamente utilizado y se han
identificado conjugados de IAA con Aspartato (Asp), Glutamato (Glu), Alanina
(Ala), Glicina (Gli), Valina (Val) y Leucina (Leu), entre otros, en una amplia
variedad de plantas (Ljung, 2013; Rampey et al., 2004). Sin embargo, se
desconoce su produccidn en bacterias fitopatdégenas, siendo el IAA-Lys el Gnico
conjugado descrito hasta la fecha. Con el fin de analizar la produccion de otros
conjugados de IAA por P. savastanoi, se seleccion0 la cepa Psv NCPPB 3335,
la cual no produce IAA-Lys en concentraciones detectables. Se incubs esta cepa
en medio MG suplementado con Trp hasta alcanzar una ODsoonm de 0.5.
Posteriormente, se determin6 y cuantificO la presencia de conjugados
aminoacidicos en el sobrenadante de estos cultivos mediante UPLC-TQD (Tabla
7).

La cuantificacion de los conjugados se realizd en dos experimentos
independientes utilizando 2 réplicas biolégicas (4 réplicas técnicas) y 3 réplicas
biolégicas (6 réplicas técnicas) en los experimentos 1 y 2, respectivamente. En
ambos, se detect6 la presencia de IAA conjugado a los aminoacidos Ala, Trp,
Asp e lIsoleucina (lle). Mientras que también se detectd el compuesto IAA-

Fenilalanina (IAA-Phe) en el segundo ensayo realizado.

219



Capitulo 4

Tabla 7. Deteccidn de conjugados aminoacidicos de IAA en Psv NCPPB 3335.

Concentracién (ng/mg PS)

Compuesto  Transicion ESI2  RT (min) Exp 1 Exp 2
IAA-Ala 245.2>156.2 - 2.79 2131 £ 7.41 374.44 + 155.04
IAA-Trp 360.2>203.2 - 3.28 1759 +28.15  508.33 + 37.97
IAA-Phe 321.2>164.1 - 3.38 0.3+0.19 22.41 +6.77
IAA-Asp 289.2>132.0 - 2.85 57.05 +£19.77 77.35 + 20.61
IAA-lle 287.4>130.1 - 3.25 81.5 +29.33 54.26 +2.88

aESI: Modo de ionizacion.
bNo detectado.

Por lo tanto, aunque Psv NCPPB 3335 no produce IAA-Lys y su aloenzima
laaLrsv-1 NO responde a concentraciones de IAA ni de L-Lys, sintetiza otros
conjugados aminoacidicos de IAA en medio con Trp. Sin embargo, en bacterias
fitopatdgenas el Unico gen caracterizado implicado en la conjugacion de IAA a
otros compuestos es el gen iaal de P. savastanoi. En consecuencia, las diversas
aloproteinas laal analizadas en este trabajo podria estar participando en la
conjugacion del IAA a multiples aminoéacidos. Por ello, se analizé la actividad de
las aloenzimas laalpst-3, laalpsn-1 € laalpsv-1 €n presencia de 19 aminoacidos:
Ala, Arginina (Arg), Asparagina (Asn), Asp, Cisteina (Cis), Glutamina (GIn), Glu,
Gli, Histidina (His), lle, Leu, Lisina (Lys), Metionina (Met), Fenilalanina (Phe),
Prolina (Pro), Serina (Ser), Treonina (Thr), Trp y Val. El andlisis bioquimico se
realizé tal y como se detalla en material y métodos, siguiendo condiciones
estandar y utilizando cada aminoacido a una concentracion de 5 mM. Las
aloenzimas laalrst-3 € laalpsn-1 mostraron actividad Unicamente en presencia de
L-Lys (Figura 12). Ademas, ambas aloenzimas mostraron diferencias de
actividad similares a las descritas anteriormente. Por el contrario, la aloenzima
laaLpsv-1 N0 mostré actividad en presencia de ningun aminoacido ensayado,
confirmando la inactividad de esta variante alélica del gen iaaL. Por lo tanto, la
ausencia de actividad por parte de todas las aloenzimas ensayadas en presencia
de aminoacidos diferentes de Lys, sugiere la presencia de enzimas no descritas
hasta la fecha en el genoma de Psv NCPPB 3335, con la capacidad de producir

los conjugados detectados anteriormente (Tabla 7).
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Figura 12. Actividad especifica de las proteinas laal codificadas en los alelos iaalpsi.s, iaalpsy-1,
€ iaalpsn-1 de las cepas Psf NCPPB 1006, Psv NCPPB 3335 y Psn ESC23, respectivamente. El
ensayo bioquimico se realizd en presencia de 1mM de IAA y 5mM del correspondiente
aminoacido. Las barras representan la media + desviacion estandar de dos experimentos
independientes.
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DISCUSION

Comprender los factores que determinan la adaptacion de patégenos a sus
huéspedes resulta crucial para disefar estrategias especificas de control de
enfermedades, sin afectar la viabilidad de microorganismos beneficiosos. En P.
savastanoi se han identificado multiples factores de virulencia implicados en el
proceso de infeccidn, siendo esenciales la funcionalidad de un sistema de
secrecion tipo Il o la produccién de fitohormonas (Caballo-Ponce et al., 2017a).
El gen iaaL, implicado en la transformacion del IAA en IAA-Lys, un conjugado
aminoacidico biolégicamente menos activo que el IAA, se ha implicado en la
virulencia de cepas del complejo P. syringae. En este sentido, se especula que
la transformacioén del IAA en IAA-Lys en bacterias productoras de IAA, podria ser
un mecanismo de control de los niveles de IAA libre. Sin embargo, el papel de
este gen en la virulencia de bacterias de este complejo es controvertido, puesto
que mutantes de este gen en Pto DC3000 (Castillo-Lizardo et al., 2015) y en Psn
ESC23 (Cerboneschi et al., 2016) muestran una virulencia reducida y

aumentada, respectivamente.

En este trabajo se ha demostrado que todas las cepas de P. savastanoi
analizadas contienen al menos un alelo del gen iaal, de acuerdo con trabajos
anteriores, donde se describi6 una amplia distribucion de este gen entre la
mayoria de las cepas del complejo P. syringae (Glickmann et al., 1998; Xin et al.,
2018). Muchas de estas cepas carecen de los genes iaaM e iaaH, implicados en
la principal ruta de produccion de IAA en bacterias fitopatdégenas, por lo que no
producen altas concentraciones de IAA. Por lo tanto, la presencia del gen iaal
podria ser importante en la regulacién de los niveles de IAA libre citoplasmicos
o excretados para el correcto desarrollo de la infeccidn, ya que se ha demostrado
la capacidad del IAA de provocar cambios en el transcriptoma de P. savastanoi

e incluso regular la expresion de diferentes factores de virulencia (Capitulo 3).
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Filogenia y evolucion de aloenzimas IAAL en el complejo P. syringae

Hasta la fecha, se habian identificado 3 variantes alélicas del gen iaal (iaalpsn,
iaalpsv € iaalrto) en el complejo P. syringae (Castillo-Lizardo et al., 2015; Matas
et al., 2009). Sin embargo, el analisis filogenético realizado con la secuencia de
aminoécidos de las diferentes proteinas laaL identificadas en los genomas hoy
disponibles de P. savastanoi, ha permitido la identificacibn de tres nuevas
aloenzimas (laalest-1, laalpsi-2 € laalest.3) exclusivas de las cepas del pv. fraxini,
las cuales carecen de los genes iaaM e iaaH y no son tumorigénicas (Figura 2).
Mediante analisis RFLP de la secuencia de los alelos que las codifican, se
encontraron diferencias con los alelos iaalpsn € iaalpsv (Figura 3), aunque el
andlisis filogenético revelo la agrupacion de estas tres aloenzimas en una rama
monofilética que incluye a todas las aloenzimas del grupo laalLpsn (Figura 2). De
hecho, con la excepcion de laalrw, todas las aloenzimas laalL funcionales
identificadas en este trabajo se incluyen en esta rama, mientras que las del grupo
Psv parecen ser inactivas. Ademas, el analisis comparativo de la secuencia
aminoacidica de las proteinas laaL presentes en P. savastanoi, identificd dos
residuos exclusivos de las 3 nuevas proteinas de laalLrsty ausentes en todas las
demas, estableciéndose asi la definicibn de un nuevo alelo del gen iaal en el

complejo P. syringae (Figura 2).

En el Capitulo 1 de la presente Tesis Doctoral, se ha identificado un listado de
genes exclusivos presentes y ausentes que podrian condicionar el rango de
huésped de los diferentes patovares aislados de huéspedes lefiosos de P.
savastanoi. Sin embargo, aunque las diferencias en el rango de huésped
presentes entre diferentes patovares se asocian generalmente con la ganancia
o pérdida de genes, estudios recientes han relacionado la presencia de
polimorfismos de un solo nuclebtido (SNP) con cambios drasticos en la
especificidad de huésped (Singletary et al., 2016; Viana et al., 2015; Yue et al.,
2015). La presencia de SNP, e incluso de pequefias inserciones o deleciones en
las secuencias codificantes de factores de virulencia en P. aeruginosa o
Salmonella entérica, se han descrito como fundamentales en el proceso de

adaptacion a de estos patdégenos su huésped y, por lo tanto, para el
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establecimiento de la enfermedad (Feasey et al., 2012; Jorth et al., 2015; Marvig
et al., 2015; Okoro et al., 2012; 2015). Las nuevas secuencias iaalpst descritas
en este trabajo, pertenecen de manera exclusiva al pv. fraxini, el cual presenta
un rango de huésped muy restringido (lacobellis et al., 1998; Janse, 1981;
Moreno-Pérez et al., 2020). Por lo tanto, es posible que la capacidad de Psf de
producir unicamente sintomas en fresno no solo se deba a la codificacion de
genes especificos en este patovar (Tabla 3 y 4 del Capitulo 1), sino también a la

variabilidad alélica de los genes que codifican sus factores de virulencia.

El contexto genomico del gen iaal en P. savastanoi revel6 un elevado grado de
sintenia, encontrando el gen matE situado aguas arriba de éste, de acuerdo con
lo descrito anteriormente en otras cepas de P. syringae (Castillo-Lizardo et al.,
2015). Ademas, los genes iaal podrian haber sido adquiridos por fendmenos de
transferencia horizontal en P. savastanoi, ya que: 1) el agrupamiento filogenético
de las cepas de P. savastanoi en base a la secuencia de las proteinas laalL
(Figura 2) no se corresponde con el obtenido en el andlisis filogenético del
conjunto de genes presentes en todas las cepas de P. savasanoi (Figura 3 del
Capitulo 1), 2) la mayoria de los genes iaal estan presentes en plasmidos,
aunque en Psv estos genes suelen tener una disposicidn cromosoémica (Matas
et al., 2009), lo que podria estar relacionado con una mayor estabilidad y con un
papel relevante en el proceso de infeccidn, 3) las regiones genémicas de las dos
copias del gen iaalL presentes en Psv NCPPB 33335 se identificaron como islas
gendémicas y 4) algunas copias del gen iaal presentaban secuencias de
insercidon flanqueando las regiones gendmicas o elementos genéticos méviles

como transposasas en sus proximidades (datos no mostrados).

Produccion de IAA-Lys en cepas de P. savastanoi

En la interaccidon planta-patdgeno, el IAA desemperfia un papel fundamental en
el proceso de patogénesis. La mayoria de las bacterias fitopatbgenas gram
negativas pertenecientes al complejo P. syringae producen IAA, incluso aquellas
que no inducen la produccion de sintomas hiperplasicos (Duca et al., 2014a). En

este trabajo, se ha analizado la produccidn de IAA en 8 cepas representantes de
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todos los patovares de P. savastanoi y en Pto DC3000, demostrando que la
produccion de IAA es una caracteristica presente en todas ellas, incluyendo
cepas tumorigénicas (Psv NCPPB 3335, Psv DAPP-PG772, Psn ESC23, Psn
CFBP 5067, Psr CECT 4861 y Psm Ph3) y no tumorigénicas (Psf NCPPB 1006
y Pto DC3000). Ademas, aunque la capacidad de produccion de IAA en las cepas
de P. savastanoiy Pto DC3000 ya era conocida con anterioridad, en este capitulo
se ha descrito por primera vez la produccion de IAA en la cepa Psm Ph3, aislada
de dipladenia (Caballo-Ponce, 2017).

Por otro lado, no se encontrd una correlacidén entre la capacidad de producir IAA
y la capacidad de produccién de IAA-Lys ya que, la mayoria de las cepas
tumorigénicas y no tumorigénicas produjeron el conjugado, con la excepcién de
las cepas Psv NCPPB 3335 (iaalpsn-2, iaalpsv-1), Psr CECT 4861 (iaalpsn-1) y Psm
Ph3 (iaalpsn-1, iaalpsv-2), productoras de altas concentraciones de IAA (Figura 5).
Sin embargo, el que no se detectase IAA-Lys en los cultivos de estas cepas no
es sorprendente, ya que: 1) la cepa Psv NCPPB 3335 codifica un alelo iaalpsn-2
que contiene una delecion en el extremo N-terminal (Figura 3), por lo que la
proteina podria no ser funcional, 2) no se detect6 expresion del alelo iaalpsn-2€en
Psv NCPPB 3335 (Figura 6), 3) los niveles de expresion del alelo iaalpsn-1,
iaalpsv-1 € iaalpsv2 en estas cepas fueron inferiores a los obtenidos para los
alelos codificados en las cepas productoras del conjugado (Figura 6), lo cual
contrasta con la alta identidad de las regiones promotoras de estos genes. La
transcripcion de estos genes, esta regulada por hrpL, un gen que codifica el
principal regulador positivo encargado de la induccién de genes que presentan
una caja hrp en su regién promotora, como es el caso de los genes iaal (Castillo-
Lizardo et al., 2015; Cerboneschi et al., 2016). Por lo tanto, pese a la gran
conservacion de las regiones promotoras y, por lo tanto, de la caja hrp presente
en éstas, la regulacion por hrpL podria ser variable entre las diferentes cepas. El
gen hrpL se encuentra regulado a su vez por diferentes factores, los cuales
pueden variar de una cepa a otra, provocando cambios en la regulacion de hrpL
y por tanto de los genes iaal. Ademas, la transcripcidn de estos genes se analizé
en medio de cultivo MG, en el cual no se produce la induccion del T3SS, de hrpL

ni de la mayoria de los genes que codifican una caja hrp, por lo que la
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transcripcion de los genes iaal en ausencia de hrpL sugiere la presencia de otros
factores de transcripcion no conocidos que podrian participar en la induccion de

su expresion.

Diferencias en la actividad de aloenzimas laaL

En este trabajo, utilizando diferentes abordajes experimentales, se ha
demostrado que los alelos iaalesn-1, iaalest-s € iaaleto son los principales
responsables de la produccidén de IAA-Lys en el grupo de bacterias analizadas y
en las condiciones utilizadas. Ademas, los diferentes andlisis realizados en este
trabajo han determinado variaciones en la actividad de las diferentes aloenzimas
codificas por estos alelos. Los estudios gendmicos a gran escala de patdégenos
bacterianos han revelados que el proceso de adaptaciébn a un nuevo entorno
puede implicar la adquisicion de mutaciones puntuales en la secuencia de
determinados genes implicados en virulencia, pudiendo también adquirirse la
pérdida de funciéon. Por lo tanto, la variabilidad funcional observada entre los
diferentes alelos del gen iaal podria deberse a la adquisicibn mediante
transferencia horizontal de los diferentes genes iaal y a posteriores mutaciones
ventajosas seleccionadas durante el proceso de adaptacion al nicho
correspondiente de cada cepa. El grupo laalest, al que pertenece laalpst-3, se
encuentra formando exclusivamente por secuencias de cepas de Psf (Figura 2),
productoras de niveles de IAA muy inferiores a los de las cepas del resto de los
patovares de P. savastanoi. El hecho de que laales-3 muestre una elevada
afinidad por el IAA (Km = 2.95 uM) y una eficiencia catalitica 4 veces mayor que
la de la proteina laalLpsn-1 (Km = 8.75 uM), podria estar relacionado con la
adaptacion de la secuencia de laalrst-3, y quizas de otras aloenzimas del grupo
laalrst, @ bajas concentraciones de IAA. Por el contrario, la afinidad por el 1AA,
actividad e inhibicion por sustrato identificada en laalpsn-1 (Figura 10; Tabla 6),
podria reflejar adaptaciones a niveles elevados de IAA endbgeno en las

aloenzimas del grupo laaLpsn.

La expresion heterdloga en Psv NCPPB 3335 de la aloenzima laalri de Pto

DC3000, cuya implicacion en la produccién del conjugado IAA-Lys se ha
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sugerido en este trabajo (Figura 5D), no redujo significativamente los niveles de
IAA (Figura 8A), ni indujo cambios detectables sobre la longitud de las raices de
A. thaliana (Figura 7A). Resultados preliminares no incluidos en esta Tesis
Doctoral sugieren que, a pesar de los bajos niveles de IAA producidos in vitro
por Pto DC3000 (Figura 5A), laaLrto muestra una baja actividad especifica en
presencia de IAA, comportamiento opuesto al obtenido para laalrst, presente en
cepas de Psf también productoras de bajos niveles de IAA. Sin embargo, su
diferente actividad especifica podria deberse a las diferencias en el metabolismo
del IAA y su senalizacion desarrolladas por Pto DC3000, patdégeno foliar de
tomate, y por las cepas de Psf, que inducen excrecencias en plantas de fresno

lignificadas (Moreno-Pérez et al., 2020).

Por otro lado, también se analiz6 la actividad de dos proteinas del grupo laalLpsv,
no observandose alteraciones del crecimiento del eje radicular en el ensayo
biolégico realizado en A. thaliana, para las cepas de Psv NCPPB 3335 que
expresaban las aloenzimas laalrsv-1 € laalpsv-2 con respecto a la cepa silvestre
(Figura 7). Ademas, la expresion heterdloga del alelo iaalpsv-1 en Psv NCPPB
3335 no produjo una retirada significativa de 1AA del medio y la produccién de
IAA-Lys obtenida para este alelo fue residual (Figura 8). En la linea de los
resultados obtenidos, el analisis cinético realizado con la proteina laalpsv-1
mostré una actividad especifica nula y una ausencia de respuesta a variaciones
en la concentracion de IAA, lo cual imposibilitd el calculo de los parametros
cinéticos de dicha enzima (Figura 10; Tabla 6). Es posible que la inactivacién de
las aloenzimas del grupo laalLprsy se deba a mutaciones de pérdida de funcion
seleccionadas durante la interaccion de las cepas de Psv con su huésped, el
olivo. Las mutaciones de pérdida de funciébn pueden generarse mediante
diversos procesos, entre los que destaca la repeticidn de tripletes de nucleb6tidos
en la secuencia de un gen como resultado del mal emparejamiento de la cadena
de DNA durante el proceso de replicacion. Este mecanismo, se ha relacionado
con la adaptacion de bacterias fitopatdgenas a cambios ambientales (Bichara et
al., 2006; Jock et al., 2003). La inactivacién de alelos iaalpsv, podria resultar

beneficiosa o neutra para la infeccién y supervivencia de Psv en ciertos cultivares
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de olivo. De hecho, se ha descrito que la mayoria de las cepas de Psv codifican
varias repeticiones del triplete TAC (Tirosina) en la secuencia de sus alelos
iaalpsy (Figura 4; Matas et al., 2009). Por otro lado, la insercién de dos tripletes
TAC en la secuencia de un alelo iaalrsn-1 funcional, provoco la inactivacion de la
enzima (Figura 11), resultado que apoya la hip6tesis de que las repeticiones del
triplete TAC en la secuencia de los alelos iaalpsy son responsables de su
inactivacion. Aunque el alelo iaalpsv-2, también codificante de una enzima no
funcional (Figura 7), no codifica inserciones del triplete TAC (Figura 4), las
diferencias en su secuencia con respecto al resto de alelos podrian ser también
responsables de su inactivacion. Por lo tanto, estos resultados sugieren que,
ademas del mecanismo de inactivacién descrito anteriormente, los alelos del
grupo iaalesv han sufrido diferentes mutaciones que podrian haberse
seleccionado por resultar beneficiosa la inactivacibn de las enzimas que

codifican durante la interaccién con olivo.

Psv NCPPB 3335 acumula diferentes conjugados de IAA

Por primera vez, en este trabajo se ha descrito la produccidén de conjugados de
IAA en bacterias fitopatdogenas diferentes de IAA-Lys. Bajo las condiciones
ensayadas, se ha detectado la biosintesis de IAA conjugado con los aminoacidos
Ala, Trp, Phe, Asp, lle y Glu por Psv NCPPB 3335 (Tabla 7). Ademas, también
hemos identificados que esta cepa sintetiza otros conjugados no aminoacidicos
del IAA, como el 4cido oxoindol-3-acético (OxIAA), una variante oxidada del IAA
(datos no mostrados). Inicialmente, barajamos la posibilidad de que las enzimas
laaL estuviesen también implicadas en la sintesis de algunos de estos
conjugados, o que las enzimas laalLrsy mostrasen mayor preferencia por otro
sustrato aminoacidico. Sin embargo, el analisis de la actividad especifica
realizada con las proteinas laalpsn-1, laalpst-3 € laalpsv-1 €n presencia de los 21
aminoacidos esenciales, demostr6 que Unicamente las aloenzimas laalpsn-1 €
laalrsi-3 mostraban actividad en presencia de Lys, datos que no apoyan las
hipotesis anteriores (Figura 12). Por lo tanto, las enzimas laal no parecen estar

implicadas en la sintesis de los conjugados aminoacidicos identificados en este
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trabajo y diferentes del IAA-Lys, siendo necesarios futuros experimentos para

determinar las enzimas encargadas de la sintesis de dichos compuestos.

En plantas, la forma predominante del IAA es la conjugada, estando disponible
de manera libre Unicamente el 10% de este compuesto durante el crecimiento
vegetativo, donde la conjugacién de aminoacidos juega un papel importante en
el metabolismo del IAA (Normanly, 1997). Algunos conjugados, como el IAA-Ala,
funcionan como reserva temporal de IAA 'y que puede ser hidrolizado para liberar
IAA libre cuando sea necesario, mientras que otros conjugados como el IAA-Asp
parecen secuestrar el IAA como paso previo al inicio del proceso catabdlico de
su degradacién (Staswick, 2005). En bacterias fitopatdbgenas, aunque se
especula que la funcién predominante de la conjugacion de IAA es el control de
las concentraciones de IAA libre, la presencia de IAA-Asp en el medio de cultivo
de Psv NCPPB 3335, sugiere un papel similar de este conjugado en la
degradacion del 1AA. Sin embargo, en P. savastanoi, se desconocen enzimas
con capacidad de hidrolizar la union del IAA a un conjugado. En bacterias,
Unicamente se han descrito enzimas con actividad hidrolasa para los conjugados
IAA-Asp e I|AA-Ala, en Enterobacter agglomerans y Arthrobacter llicis,
respectivamente (Chou and Huang, 2005; Chou et al., 1996). Por lo tanto, Psv
NCPPB 3335 podria presentar en su genoma enzimas con capacidad de
metabolizar el IAA-Lys producido, asi como el resto de conjugados descritos en

este trabajo.
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DISCUSION GENERAL

A lo largo de los ultimos afos, la especie Pseudomonas savastanoi se ha
propuesto como un modelo excelente para el estudio de las interacciones
moleculares que intervienen en la infeccion de huéspedes lefiosos por bacterias
fitopatdgenas. Nuestro grupo de investigacion histéricamente ha trabajado
principalmente con la cepa modelo P. savastanoi pv. savastanoi (Psv) NCPPB
3335, patégena de olivo (Caballo-Ponce et al., 2017a; Ramos et al., 2012). En
trabajos recientes, hemos caracterizado la sintomatologia causada por 20 cepas
de P. savastanoi pertenecientes a 4 de los patovares de esta especie de
huéspedes lefiosos, delimitando sus rangos de huéspedes e identificando una
coleccion de genes presentes exclusivamente en cepas capaces de causar
tumores (Moreno-Pérez et al., 2020). El Capitulo 1 de la presente Tesis Doctoral,
contiene resultados adicionales a los mostrados en la publicacion antes
mencionada, que amplian el anélisis gendmico comparativo realizado incluyendo
el genoma de la cepa Ph3 aislada de Mandevilla sanderi, y que apoyan la
evolucion conjunta de esta cepa junto a las cepas de P. savastanoi pv. nerii (Psn)
y la definicion del nuevo patovar P. savastanoi pv. mandevillae (Psm) (Eltlbany
et al., 2012). Las poderosas herramientas de gendmica comparativa disponibles
actualmente, nos han permitido la construccion de una filogenia robusta
utilizando el conjunto de genes presentes en las 21 cepas de P. savastanoi
analizadas en este trabajo, demostrando una correspondencia entre la evoluciéon
genética de las diferentes cepas y la especificidad de huésped de los diferentes
patovares. Ademas, mediante el uso de dos estrategias complementarias, se ha
identificado un repertorio de genes especificos de patovar que podrian estar
relacionados con la especificidad de huésped en las cepas de P. savastanoi
(Figura 1). De todos los elementos identificados, el repertorio de efectores del
T3SS es el unico identificado como uno de los determinantes mas relevantes del

rango de huésped en el complejo P. syringae (Baltrus et al., 2011).
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Figura 1. Representacion esquematica de los genes exclusivos presentes (negro) y ausentes
exclusivos (gris) identificados mediante genémica comparativa en los patovares de P. savastanoi
aislados de huéspedes lefiosos. Psf, Psr y Psm, P. savastanoi pv. fraxini, retacarpa y
mandevillae, respectivamente. T2SS, Sistema de secrecion tipo Il; T3SS, Sistema de secrecion
tipo 3; T4SS, Sistema de secrecion tipo 4; T6SS, Sistema de secrecion tipo 6. MCP, del inglés,
Methyl-accepting chemotaxis protein; GGDEF, diguanilato ciclasa fosfodiesterasa; IAA, acido
indol-3-acético; Trp, triptéfano. Figura creada con BioRender.com.

Sin embargo, también se identificaron otros factores que podrian estar
implicados en virulencia y especificidad de huésped, como la presencia exclusiva
de diferentes genes vir formando un T4SS casi completo en Psm, o de genes
reguladores (exclusivos o ausentes) en los patovares de P. savastanoi, como
proteinas encargadas de la transduccion de senales o factores de transcripcion
entre. Por otro lado, también destaca la presencia/ausencia exclusiva de
transportadores de 8 familias diferentes en ciertos patovares, asi como la
ausencia exclusiva en las cepas de Psn y Psm del gen hsvC, que codifica una

enzima implicada en la biosintesis de la fitotoxina fevamina A.

Por ultimo, la identificacion de genes ausentes en los genomas de las cepas no
tumorigénicas de P. savastanoi, pertenecientes al patovar fraxini (Psf) e
inductoras de excrecencias, nos ha permitido generar hipétesis sobre factores
novedosos que podrian estar implicados en la formacién de tumores por las
cepas incluidas en los otros 4 patovares. De acuerdo con estudios anteriores
(Gardan et al., 1992a; lacobellis et al., 1998), hemos determinado que las cepas
no tumorigénicas carecen del operon iaaMH, implicado en la biosintesis de indol-
3-acético (IAA), un factor de patogenicidad requerido para la formaciéon de
tumores por las cepas de Psv y Psn (Aragdn et al., 2014; Comai et al., 1982).
Ademas, el gen ptz, implicado en la produccién de citoquininas, tampoco se
encontr6 en las cepas de Psf, al igual que en algunos genomas de Psv y Psn.
Sin embargo, trabajos recientes han descrito que cepas de Psn carentes del gen
ptz inducian en plantas de olivo la formacion de tumores similares a los
producidos por cepas de Psn portadoras del gen ptz, sugiriendo que las
citoquininas podrian no ser imprescindibles para la induccién de sintomas

completos por Psn (Moreno-Pérez et al., 2020). Las cepas de Psf también
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presentan hasta 5 factores de transcripcion exclusivos de las cepas de este
patovar y carecen de dos genes implicados en la produccion de rizobitoxina,
presentes en el resto de patovares. Por lo tanto, proponemos su produccion
como un nuevo determinante involucrado en la formacién de tumores en las

cepas tumorigénicas de P. savastanoi.

La mayoria de las cepas del complejo P. syringae producen IAA a partir del
triptéfano (Trp) utilizando diferentes rutas. Sin embargo, en muchas de las cepas
productoras de IAA se desconocen los genes relacionados con la biosintesis de
esta fitohormona, como es el caso de las cepas de Psf (Glickmann et al., 1998).
Trabajos anteriores realizados en nuestro grupo de investigacién, demostraron
que un mutante de los dos operones iaaMH de Psv NCPPB 3335 (Psv AiaaMH1-
2), muestra una reduccion significativa de la produccion de I1AA, aunque continua
detectandose una produccién basal de IAA en cultivos de esta cepa (Aragbn et
al., 2014). El Capitulo 2 de la presente Tesis Doctoral ha abordado, mediante
estrategias genodmicas, transcriptomicas y metabolémicas, la produccion de I1AA
en Psv AiaaMH1-2. El uso de estas técnicas ha permitido demostrar que
proteinas con dominios aldehido deshidrogenasa (ALD) se encuentran
implicadas en el metabolismo del IAA en Psv AiaaMH1-2, de acuerdo con
trabajos anteriores en los que se demostr6 que estas enzimas son las
responsables de la mayoria del IAA producido a partir de indol-3-acetaldehido
(IAAId) en la bacteria patbgena Pto DC3000 (McClerklin et al., 2018). Sin
embargo, los mutantes ALD construidos en Psv en esta Tesis Doctoral y en Pto
(McClerklin et al., 2018) no reducen completamente los niveles de IAA. En este
trabajo se han identificado mudultiples proteinas con dominios aldehido
deshidrogenasa, cuya funcion principal podria ser independiente de la
biosintesis de IAA. Nuestros datos sugieren que en la produccién de IAA por
bacterias del complejo P. syringae, incluida P. savastanoi, podrian intervenir
multiples proteinas con actividad aldehido deshidrogenasa, que en presencia de
Trp, producen cantidades detectables de IAA. Trabajos recientes han
demostrado que diferentes enzimas, como las oxidoreductasas dependientes de

NADP, pueden actuar como aldehido deshidrogenasas (Koppaka et al., 2012;
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Napora-Wijata et al., 2014), por lo que estas proteinas podrian estar también
implicadas en la biosintesis de IAA. Por lo tanto, ademas de a través de la ruta
de la indol-3-acetamida, la sintesis de IAA en P. savastanoi podria realizarse a
través de la conversion del Trp en IAAld, mediante la cadena lateral de oxidaciéon
del Trp (TSO) y, posteriormente, el IAAId podria transformarse en IAA mediante
la accién de aldehido deshidrogenasas y/o oxidoreductasas dependientes de
NADP.

Por otro lado, el analisis metabolomico realizado en Psv AiaaMH1-2 ha
demostrado la presencia de otros compuestos intermediarios del metabolismo
del IAA en el sobrenadante de cultivos de esta cepa, para los cuales no se han
descrito genes implicados en su sintesis, como indol-3-acetamida (IAM) o indol-
3-acetonitrilo (IAN). La presencia de IAM en esta cepa es sorprendente, ya que
carece de los genes iaaM encargados de su sintesis. Por lo tanto, el IAM se
estaria produciendo a través de enzimas no descritas hasta la fecha, o de
manera indirecta como subproducto del metabolismo de otros compuestos. En
Psv tampoco se ha descrito la presencia de genes encargados de la sintesis de
IAN, sugiriendo que su produccion podria llevarse a cabo a través de rutas
independientes del Trp, ya que: 1) trabajos anteriores han descrito la pérdida de
los genes implicados en su sintesis en multiples cepas de P. syringae
procedentes de cultivos agricola (Howden et al., 2009), 2) los niveles de IAN no
aumentaron tras incubar la cepa Psv AiaaMH1-2 en presencia de Trp, y 3) en
plantas se ha propuesto que el IAN podria metabolizarse en IAA a través de rutas
independientes del Trp utilizando como intermediario la molécula de indol
(Nonhebel, 2015; Wang et al., 2015), la cual también se acumula en Psv
AiaaMH1-2.

Por lo tanto, la construccion de dobles, triples, cuadrules (aldA, aldB, aldCy aldD)
y sucesivos mutantes en genes anotados como aldehido deshidrogenasa en Psv
NCPPB 3335, podra arrojar nuevas perspectivas sobre la implicacion de estas
proteinas en la produccién de IAA. Sin embargo, la presencia de multiples

intermediarios de la sintesis de IAA producidos en Psv diaaMH1-2, cuyos genes
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de biosintesis se desconocen, pone en entredicho la posibilidad de obtener un
mutante de produccion nula de IAA en estas bacterias, reforzando el papel de
esta fitohormona en la interaccion de bacterias fitopatbgenas con sus

huéspedes.

Hasta la fecha, la regulacion génica por IAA en bacterias se ha abordado en
diferentes trabajos (Bianco et al., 2006a; Bianco et al., 2006b; Donati et al., 2013;
Van Puyvelde et al., 2011; Yang et al., 2007; Yuan et al., 2008), siguiendo un
planteamiento similar al realizado en el Capitulo 3 de esta Tesis Doctoral, en el
cual se utilizé la cepa Psv diaaMH1-2, cuya produccion de IAA se encuentra
reducida mas del 90% con respecto a la cepa silvestre. En este analisis, hemos
identificado la presencia repetida de una secuencia corta (TGTCNT) presente en
el 86% y en el 40% de los promotores de los genes sobreexpresados y
reprimidos, respectivamente, en la cepa Psv AiaaMH1-2. En plantas, se ha
descrito la existencia de factores de respuesta a auxinas (ARF) que, mediante la
union a estas secuencias, actuan como reguladores transcripcionales positivos
0 negativos en respuesta a la concentracion de IAA (Hagen and Guilfoyle, 2002).
Hasta la fecha, estas cajas unicamente habian sido descritas en bacterias en
dos promotores de genes relacionados directamente con la sintesis de IAA
(Cerboneschi et al., 2016; Vande Broek et al., 1999), por lo que la presencia de
estas cajas de regulacibn en el promotor de mas genes bacterianos no
relacionados con la producciéon de IAA, abre la posibilidad de que se produzca
una regulacion similar a la de plantas en bacteria. Sin embargo, no se ha descrito
hasta la fecha ningin ARF en bacterias. Por otro lado, en el analisis
transcriptomico también incluido en el Capitulo 3 de esta Tesis Doctoral, se ha
identificado la secuencia de un pequeno RNA no codificante (sSRNA) reprimido a
bajas concentraciones de IAA. Estos sRNA son transcritos, aunque no se
traducen a proteinas, y participan en la regulacion de diversas funciones,
habiéndose descrito su capacidad de regular la expresion de factores de
virulencia (Massé et al., 2003; Wassarman, 2002). La mayoria de los sRNA
funcionan interactuando directamente con proteinas o alterando la transcripcién,

la traduccion o la estabilidad del RNA mensajero (Storz, 2002). Por lo tanto, el
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sRNA identificado podria actuar regulando la expresion de otros genes,
activando o reprimiendo la traduccidon de los transcritos o dirigiendo la
degradacion del RNA mensajero de éstos. Mediante andlisis bioinformatico, se
han identificado multiples dianas posibles, aunque no perfectas, de este ncRNA,
lo cual concuerda con trabajos anteriores en los que se ha demostrado que en
bacterias los ncRNA no suelen complementar de manera perfecta con el RNA
mensajero diana, permitiéndole asi potencialmente regular multiples genes
(Waters and Storz, 2009). Entre las posibles dianas identificadas para este
ncRNA se identificaron genes reguladores o transportadores, sugiriendo un
papel relevante en la regulacidén de genes regulados por auxinas, aunque futuros

trabajos seran necesarios para confirmar esta hipétesis.

El analisis transcriptdmico realizado en el Capitulo 3 utilizando la comparativa de
la cepa Psv diaaMH1-2 con la cepa silvestre, identificd una pequefa proporcion
del genoma alterado, encontrandose el 0.2% de los genes sobreexpresados,
mientras que Unicamente el 0.7% de los genes se encontraban reprimidos. De
manera similar, en A. brasilense se alter6 la expresion del 2.63% del genoma en
la comparativa de una cepa mutante en el gen ipdC y su cepa silvestre (Van
Puyvelde et al., 2011). Por lo tanto, la obtencién de un mutante de produccion
nula en IAA podria ser esencial para identificar todos los genes regulados por el
IAA endbgeno producido por Psv, ya que la pequena cantidad basal de IAA
presente en esta cepa, podria ser suficiente para mantener la regulacion

producida por IAA sobre otros genes no identificados en este trabajo.

La relevancia del IAA enddégeno en el mantenimiento de un correcto
funcionamiento metabdlico en Psv y en la regulacion de genes implicados en
diversas funciones, podria estar relacionada con que la sintesis de este
compuesto se realicé a través de multiples rutas, especificas e inserpecificas, lo
cual dificulta la obtencion de un mutante de producciéon cero de IAA mediante

mutaciones de pérdida de funcion.
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En este capitulo, también se ha demostrado que, ademas de controlar la
regulacion interna del trascriptoma en funcion de los niveles de 1AA, las cepas
de Psv también tienen la capacidad de percibir los niveles de IAA exdgenos y
provocar una respuesta global a nivel transcripcional en esta bacteria. Mediante
la adicién exdgena de IAA al medio de cultivo, hemos demostrado que hasta el
10% del transcriptoma de Psv NCPPB 3335 se modifica, encontrandose entre
los genes alterados genes claves de patogenicidad y virulencia, como genes del
T3SS, la region WHOP especifica de cepas de P. syringae que infectan

huéspedes lefiosos, toxinas o produccion de fitohormonas (Figura 2).

Produccién de
citoquininas
(ptz)

. 3 IAA Produccién de
Sistema de secrecion — . — rizobitoxina
tipo 11l (T3SS) exogeno (rtxAC)

|

Metabolismo de compuestos
aromaticos (WHOP)

Figura 2. Esquema de la regulacién por IAA exdgeno de diferentes factores de virulencia
descritos en Psv NCPPB 3335. Rojo, represion de la expresion; verde, aumento de la expresion.

De este modo, queda patente que Psv tiene la capacidad de percibir los niveles
de IAA exbgenos, producidos por ella misma o por la planta, induciéndose
cambios en la regulacion de otros genes de virulencia. Sin embargo, cabe hacer
dos apreciaciones: 1) la represion de genes del T3SS, asi como de genes
relacionados con el metabolismo de compuestos aroméaticos, sugiere que la
planta podria atenuar la virulencia de Psv a través de la produccion de 1AA, ya
que, ambos factores de virulencia se han demostrado esenciales en el proceso
de infeccion (Caballo-Ponce et al., 2017a), o 2) los cambios observados en la

regulacion de los diferentes factores de virulencia, podrian deberse a que el IAA
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producido por Psv NCPPB 3335 seria el principal protagonista encargado de la
regulacion del proceso de infeccion, mediante la activacion y represion
secuencial a lo largo del tiempo de los diferentes factores de virulencia utilizados

por Psv durante la infeccion.

El control de los niveles de IAA disponibles en el interior celular parece ser un
proceso esencial para las bacterias fitopatdbgenas. En el Capitulo 4 de esta Tesis
Doctoral, se ha analizado la distribucion del gen iaal en P. savastanoi, el cual se
encarga de la transformacién del IAA en el conjugado aminoacidico IAA-Lisina,
una molécula biolégicamente menos activa. El papel del gen iaal durante el
proceso de infeccion es incierto, ya que mutantes de este gen en Pto DC3000
mostraron una virulencia reducida, mientras que en la cepa de Psn ESC23 su
virulencia aumentd, observando un aumento en los niveles de IAA libre
producidos por esta cepa (Castillo-Lizarro et al., 2015; Cerboneschi et al., 2016).
Sin embargo, se especula que el gen iaal podria ser clave en el control de los
niveles de IAA libre, lo que provocarian cambios en la virulencia de la cepa, ya
que hasta la fecha no se ha identificado el papel del IAA-Lys producido por estas

bacterias.

Todas las cepas de P. savastanoi analizadas en este capitulo produjeron IAA en
cultivo, describiendo por primera vez su produccion en la cepa Psm Ph3.
Ademés, no se encontré correlacion entre la cantidad de IAA-Lys e IAA
producido, ya que cepas no tumorigénicas como Psf, produjeron pequenas
concentraciones de IAA y una gran cantidad de IAA-Lys, por lo que la produccién
del conjugado podria no ser esencial para el desarrollo tumoral. Ademas,
mediante ensayos biolégicos utilizando A. thaliana y mediante la expresion
heterdloga de los diferentes alelos en Psv NCPPB 3335, se ha correlacionado la
produccion del conjugado IAA-Lys con la presencia de un alelo iaalpsn-1, iaalpst-
3 0 iaalrt. Sin embargo, en algunas cepas tumorigénicas, productoras de altas
concentraciones de IAA y con alguno de los alelos funcionales 100%
conservados, no se detectd produccion del conjugado, por lo que las diferencias

en los niveles de expresidén de los genes iaal identificados en estas cepas en
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comparaciéon con sus homélogos en cepas productoras podrian ser las
responsables de la ausencia de produccidn del conjugado. Es posible que el gen
iaal, regulado por el regulador positivo hrpL, no se encuentre inducido en las
condiciones ensayadas en estas cepas, pese al elevado grado de conservacion
de su regién promotora en P. savastanoi. Sin embargo, la regulacién del gen
hrpL es compleja y se encuentra controlado por diferentes mecanismos
moleculares, asi como por las condiciones ambientales, por lo que cambios en
el ambiente o en la regulacion de los genes que participan en procesos e incluso
cambios en la misma proteina hrpL podrian estar condicionando la expresion del

gen iaal y con ella la produccién del conjugado.

Entre los genes identificados como esenciales para el proceso de produccion de
IAA-Lys destaca el alelo iaalrst-3 el cual pertenece a un nuevo alelo, descrito por
primera vez en este trabajo, y exclusivo de cepas de Psf, productoras de bajos
niveles de IAA y no tumorigénicas, incrementando asi la variabilidad alélica del
gen iaal en el complejo P. syringae. Las secuencias pertenecientes a los grupos
laalpsn, laalest 0 laaleto, los cuales contribuyen a la producciéon de IAA-Lys,
agrupan en una rama monofilética, mientras que las secuencias de laalpsy
agrupan en una rama independiente. La caracterizacién bioquimica de las 3
aloenzimas analizadas en este capitulo ha identificado diferencias en la actividad
especifica por el IAA, la velocidad maxima y la eficiencia catalitica de la
aloenzima laalrst-3 en comparacion con la aloenzima laalpsn-1. Las secuencias
de proteinas del grupo laaLPsf presentaron cambios exclusivos en 2 residuos
que, dependiendo de la posicién, podrian provocar cambios en la actividad
catalitica de estas enzimas. Por lo tanto, futuros experimentos para resolver la
estructura tridimensional de las proteinas laaL mediante cristalizacion, serian
necesarios con el fin de analizar el impacto de estos cambios. La mayor actividad
de las proteinas laaLPsf contrasta con la menor concentracion de IAA producido
por las cepas de Psf las cuales estarian procesando rapidamente el IAA libre
convirtiéndolo en su version conjugada con lisina, por lo que el IAA-Lys podria

ser necesario para el correcto desarrollo del proceso de infeccidén. Sin embargo,
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algunas cepas no productoras de IAA-Lys, como Psv NCPPB 3335 presentan un

desarrollo tumoral completo.

Por otro lado, no se detectd actividad ni produccion de IAA-Lys en ninguna de
las proteinas laalpsy analizadas, lo que sugiere que estas proteinas podrian ser
inactivas. Ademas, la mayor variabilidad observada en las secuencias de las
aloenzimas laalprsv que forman parte de este grupo, sugiere que se ha producido
la acumulacién de mudltiples cambios en su secuencia que han tenido como
resultado la inactivacidon del alelo. Se desconoce si la inactivacién de este alelo
iaalpsy resulta beneficiosa o no para la supervivencia de Psv en ciertos
cultivares, pese a que se ha descrito la presencia de varias repeticiones del
triplete TAC (Tirosina) en la secuencia de sus alelos iaalrsy (Matas et al., 2009),
lo cual se ha demostrado en este capitulo que provoca la inactivacién de la
enzima. Por lo tanto, los cambios exclusivos y las diferencias presentes en las
aloenzimas laaL descritas en P. savastanoi, refuerzan la hipbtesis de una
obtencion mediante transferencia horizontal del gen iaal, permitiendo una
evolucion independiente de sus secuencias, que tendrian como consecuencia
una mayor adaptacion a los diferentes niveles de IAA producidos por las

diferentes cepas de P. savastanoi.

Por ultimo, la deteccidn por primera vez de conjugados aminoacidicos diferentes
de IAA-Lys en Psv NCPPB 3335 en presencia de Trp en el medio abre nuevos
horizontes, surgiendo la necesidad de identificar las enzimas encargadas de su
sintesis en Psv y de entender la funcion biolégica en el metabolismo bacteriano
o durante el proceso de infeccidn de toda la bateria de conjugados producidos,
incluidos el IAA-Lys. La existencia de estos conjugados en planta sugiere una
funcion similar en Psv, funcionando como reserva temporal de IAA o como
marcaje previo al inicio del proceso catabdlico. Ademas, también existe la
posibilidad de que estos conjugados aminoacidicos pudiesen ser utilizados por
la bacteria como una herramienta para la modificacion del comportamiento de la
planta e interferir en su respuesta de defensa, favoreciendo el proceso de

infeccion. Por lo tanto, futuros analisis bioinformaticos y experimentales seran
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necesarios para determinar las enzimas encargadas de la sintesis de estos

conjugados, asi como de su funcion bioldgica.
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Conclusiones

. Los 21 genomas de cepas de Pseudomonas savastanoi disponibles
actualmente delimitan un pangenoma casi cerrado compuesto por 7953
familias génicas.

. La filogenia de P. savastanoi agrupa a las cepas aisladas de adelfa
0485_9 e ICMP 13786 en una rama monofilética con cuatro cepas
aisladas de olivo, con las que comparten mas genes exclusivos que con
otras cepas aisladas de adelfa.

. La filogenia de P. savastanoi agrupa a la cepa aislada de dipladenia Ph3
en una rama monofilética con cuatro cepas de P. savastanoi pv. nerii,
compartiendo todas ellas genes exclusivos, aunque la cepa Ph3 también
codifica genes exclusivos no presentes en las cepas de los otros cuatro
patovares de P. savastanoi.

. Se ha identificado la presencia o ausencia exclusiva de genes
relacionados con la produccién de fitohormonas, toxinas, componentes
del sistema de secrecion tipo Il y 1V, factores transcripcionales o con el
transporte de compuestos, en los diferentes patovares de P. savastanoi.
. La cepa Psv AiaaMH1-2, carente de la ruta de la indol-3-acetamida,
produce metabolitos intermediarios de la biosintesis de indol-3-acético
(IAA), como indol-3-acetamida, indol-3-acetonitrilo e indol-3-acetaldehido,
que podrian estar implicados en nuevas rutas biosintéticas no
caracterizadas hasta la fecha en P. savastanoi.

. La produccién de IAA en Psv AiaaMH1-2 se induce por L-Trp y es
dependiente, al menos parcialmente, de las proteinas con dominios
aldehido deshidrogenasa AIldA, AldB, AldC y AldD, pudiendo estar
también implicadas otras proteinas con este dominio identificadas en el
genoma de Psv NCPPB 3335.

. Los niveles de IAA enddgeno y exégeno modulan la expresidon génica
global a nivel transcripcional en Psv NCPPB 3335, estando posiblemente
implicados en este proceso cajas promotoras AuxRE similares a las

codificadas en los genomas de plantas y un pequeno RNA (sRNA).
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8.

La respuesta de Psv NCPPB 3335 al IAA a nivel transcripcional incluye la
regulacion de genes codificantes de factores de patogenicidad y
virulencia, como son el sistema de secrecion tipo lll, la regibon WHOP
implicada en el metabolismo de compuesto aromaticos, la producciéon de
citoquininas y de rizobitoxina.

Las cepas de P. savastanoi pv. fraxini, codifican un alelo del gen iaal
(faaLpst) diferente a los identificados previamente en otras cepas del

complejo P. syringae.

10. La sintesis de 3-indol-acetil-e-L-lisina (IAA-Lys) en P. savastanoi y P.

11.

syringae es dependiente de los alelos del gen iaal codificados por cada
cepa, habiéndose identificado como funcionales los alelos iaalpsn-1,
iaalpst3 € iaalpto, mientras que el alelo iaalpsv-1 €s inactivo, no
contribuyendo a la formacién del conjugado.

Las aloenzimas laalpst-3 € laalesn-1 muestran diferencias en su actividad
especifica por IAA, su velocidad maxima y su eficiencia catalitica por los
sustratos IAA y L-Lys, siendo la primera mas veloz, y mostrando mayor
actividad especifica y eficiencia catalitica por ambos sustratos que la

segunda.

12. Ademas de IAA-Lys, Psv NCPPB 3335 sintetiza otros conjugados de IAA
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con los aminoacidicos alanina, triptéfano, aspartato, isoleucina y

fenilalanina.
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Conclusions

. The 21 genomes of Pseudomonas savastanoi strains currently available
delimit a nearly closed pangenome composed of 7953 gene families.

. The phylogeny of P. savastanoi groups the oleander strains 0485_9 and
ICMP 13786 into a monophyletic branch with four olive strains and they
share exclusively more genes than with other isolates of oleander.

. The phylogeny of P. savastanoi groups the dipladenia strain Ph3 in a
monophyletic branch with four strains of P. savastanoipv. nerii, all of which
share exclusive genes, although the Ph3 strain also encodes exclusive
genes not present in the strains of the other four P. savastanoi pathovars.
. The presence or exclusive absence of genes related to the biosynthesis
of IAA and cytokinins, toxins, type Ill and IV secretion system elements,
transcriptional factors or transport has been identified in the different
pathovars of P. savastanoi.

. The strain Psv AiaaMH1-2, lacking the indole-3-acetamide pathway,
produces intermediate metabolites of indole-3-acetic (IAA) biosynthesis,
such as indole-3-acetamide, indole-3-acetonitrle and indole-3-
acetaldehyde, which could be involved in new biosynthetic pathways not
characterized to date in P. savastanoi.

. 1AA production in Psv AiaaMH1-2 is induced by L-Trp and is dependent,
at least partially, on the proteins with aldehyde dehydrogenase domains
AldA, AldB, AldC and AldD, other proteins with this domain identified in
the genome of Psv NCPPB 3335 may also be involved.

. Endogenous and exogenous IAA levels modulate global gene expression
at the transcriptional level in Psv NCPPB 3335, with AuxRE promoter
boxes similar to those encoded in plant genomes and a small RNA (sRNA)
possibly being involved in this process.

. The response of Psv NCPPB 3335 to IAA at the transcriptional level
includes the regulation of genes encoding pathogenicity/virulence factors,
such as the type lll secretion system, the WHOP region involved in the
metabolism of aromatic compounds, the production of cytokinin and

rhizobitoxin.
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Conclusions

9. The strains of P. savastanoi pv. fraxini, encode a new iaal allele (iaalLPsf)
different from those previously identified in other strains of the P. syringae
complex.

10. The synthesis of 3-indole-acetyl-e-L-lysine (IAA-Lys) in P. savastanoi and
P. syringae is dependent on the jaal alleles presents in each strain, the
iaalpsn-1, iaalrsti.3 € iaalpio alleles have been identified as functional, while
the iaalesv-1 allele is inactive, not contributing to the formation of the
conjugate.

11.The alloenzymes laalrsi-s and laalrsn-1 show differences in their specific
activity by IAA, their maximum speed and their catalytic efficiency for the
substrates IAA and L-Lys, the former being faster, and showing greater
specific activity and catalytic efficiency for both substrates than the
second.

12.In addition to IAA-Lys, Psv NCPPB 3335 synthesizes other conjugates of
IAA with the amino acids alanine, tryptophan, aspartate, isoleucine and

phenylalanine.
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