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Abreviaturas y Simbolos

HCi: microCurie, equivale a 10°° Curie o0 3,7 x 10* Becquerel (Bq)

HE m™ s microEinsteins (o micromoles de fotones) por metro cuadrado por segundo,
unidad ampliamente utilizada para medir la radiacion fotosintéticamente activa o
disponible.

aa: aminoacido

ADNasa: desoxirribonucleasa

Ap: ampicilina

APS: persulfato de amonio

ARNasa: ribonucleasa

BCIP: sal p-toluidina de 5-bromo-4-cloro-3’-indolilfosfato

Bq: Becquerel, unidad del Sistema Internacional (SI) de medida de radiactividad, 1 Bg =1
desintegracion nuclear por segundo (dps)

Chl a: clorofila a

Chl b: clorofila b

Ci: Curie, unidad histérica de medida de radiactividad, 1 Ci = 3,7 x 10*° Becquerel (Bq)

Cln: cloranfenicol

cpm: cuentas por minuto, medida de radiacion detectada con aparatos como el contador
de centelleo, cada cuenta medida corresponde a una desintegracion radiactiva. Esta
medida no esta corregida por la eficiencia del aparato o la radiacidn basal del entorno.

CTAB: bromuro de cetil trimetil amonio

cv: cultivar

dNTP: desoxinucledsido 5’-trifosfato

DTT: ditiotreitol

FSII: fotosistema Il

GFP: proteina fluorescente verde

Gm: gentamicina

GST: glutatién-S-transferasa

HIS: histidina

HR: respuesta hipersensible

IPTG: isopropil-8-D-tiogalactopirandsido

Km: kanamicina

LB: medio Luria-Bertani

mA: miliamperios

mCi: miliCurie, equivale a 10 Curie 0 3,7 x 10’ Becquerel (Bq)

Mpb: mega pares de bases, equivalen a 10° de pares de bases

mW: miliwatts o milivatios

NBT: cloruro de tetrazolio nitro-azul

Ni-NTA: perlas de agarosa derivatizadas con acido nitrilotriacético cargado con iones
divalentes de niquel (Ni)

nt: nucledtido

PAMPs: patrones moleculares asociados a patdgenos

PBS: buffer fosfato salino

PMSF: fenil metil sulfonil fluoruro. Inhibidor de serin-proteasas

pv: patovar

Qa: quinona. Aceptor primario de electrones

Rf: rifampicina

ROS: especie reactiva del oxigeno

VIII



rpm: revoluciones por minuto

SB: medio Silva Buddenhagen

SDS-PAGE: electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida en presencia de SDS
Sm: estreptomicina

Sp: espectinomicina

SSTC: sistema de secrecion de proteinas tipo IV
SSTD: sistema de secrecidn de proteinas tipo Il
SSTT: sistema de secrecion de proteinas tipo IlI
TAE: Tris-acetato-EDTA

TBE: Tris-acido bérico-EDTA

TBq: teraBecquerel, equivale a 10" Becquerel (Bq)
Tc: tetraciclina

TE: Tris-EDTA

TGE: Tris-glicina-EDTA

Trx: tiorredoxina

u: unidad de actividad enzimdtica, cantidad de enzima que cataliza la conversién de 1

pumol de sustrato por minuto, en una reaccion.
UFC: unidades formadoras de colonias
V: voltios
Xac: Xanthomonas axonopodis patovar (pv.) citri
Xcc: Xanthomonas campestris patovar (pv.) campestris
Xcv: Xanthomonas campestris patovar (pv.) vesicatoria
Xoo: Xanthomonas oryzae patovar (pv.) oryzae




Anglicismos y Lenguaje especial

Buffer: solucion reguladora, amortiguadora o tampon que permite controlar la
concentracion libre de un determinado compuesto a pesar de un cambio en su
concentracion total (por ejemplo protones).

Cluster: conjunto o agrupamiento de genes que codifican para un mismo sistema o con
funciones relacionadas.

In silico: término utilizado para designar experimentos, predicciones, modelados o
resultados obtenidos mediante el uso de computadoras, programas de

simulacién y bases de datos disponibles en internet.

In vitro: término utilizado para referirse a técnicas o experimentos llevados a cabo
generalmente en ambiente y condiciones controladas fuera del organismo vivo.

In planta: se refiere a experimentos llevados a cabo en el interior de las plantas, o en sus
hojas y tejidos.

Pellet: sedimento obtenido en el fondo de un tubo luego de la centrifugacién.

Western-Blot: ensayo de unién de anticuerpos a proteinas separadas por electroforesis
en geles de poliacrilamida inmovilizadas en un soporte de nitrocelulosa o nylon.
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1. INTRODUCCION

1.1-Interaccion planta-patégeno

Las plantas son organismos complejos, esenciales para la vida debido al proceso de
fotosintesis. La variabilidad genética, la plasticidad fenotipica y las interacciones con el
medio ambiente muestran los multiples factores involucrados en esta complejidad
(Cramer y col., 2011). Las plantas requieren fundamentalmente de energia (luz), agua y
nutrientes orgdnicos y minerales para su crecimiento y desarrollo. Las continuas
fluctuaciones en las condiciones ambientales pueden transformarse en un estrés abidtico
para las plantas cuando el cambio es severo y constante o cuando las condiciones
normales son agresivas de manera que modifican los procesos fisiolégicos normales de la
planta y reducen su crecimiento y rendimiento 6ptimo (dos Reis y col.,, 2012). Para
sobrevivir a las condiciones ambientales adversas las plantas han desarrollado numerosos
mecanismos para percibir los estimulos y sefiales externas que permiten la activacion de
diversas respuestas de defensa y adaptacion. Las respuestas de las plantas al estrés
abidtico son dinamicas y complejas y pueden ser reversibles o irreversibles, dependiendo
del tejido u drgano afectado y de la duracién e intensidad del estrés al cual son sometidas
(Cramer y col., 2011). Las respuestas tienen componentes comunes y a la vez especificos
para cada estrés particular, pero en general incluyen modificaciones en la composicién y
estructura de la membrana y la pared celular, cambios en la division celular, sintesis de
moléculas protectoras, especies reactivas del oxigeno (ROS), metabolitos secundarios y
hormonas vegetales. También se expresan diversos genes de respuestas a estrés, enzimas
detoxificadoras y proteinas como los chaperones moleculares (Zhu, 2002; Hadacek y col.,
2011; dos Reis y col., 2012).

Ademas de estar afectadas por las condiciones ambientales, las plantas se
relacionan con otros organismos vivos del reino vegetal y animal. Las interacciones entre
las plantas y los microorganismos son ubicuas pero en general, representan interacciones
neutras o mutualistas, como hongos micorrizos y rizobios que forman ndédulos y
contribuyen a la fijacion del nitrégeno y otros nutrientes en raices y tubérculos; o
bacterias y hongos que viven en el interior de las partes aéreas de las plantas (endofitos)
o en la filosfera (epifitos) (Partida-Martinez y Heil, 2011). También se relacionan con

nematodos, protozoarios, insectos y artrépodos (Agrios, 2004). Sin embargo, algunas
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interacciones no son beneficiosas para la planta convirtiéndose en un estrés bidtico. En
estos casos el microorganismo se considera un patégeno que para completar parte o todo
su ciclo de vida debe crecer dentro de la planta hospedadora (Hammond-Kosack y Jones,
2000). Los patdgenos pueden ingresar a la planta por medio de un ataque enzimatico o
mecanico de la superficie externa, a través de aberturas naturales como estomas vy
lenticelas, o a través de heridas y dafios producidos previamente en el tejido; y pueden
colonizar raices, tallos, hojas y frutos e incluso los sistemas vasculares de la planta (Dangl
y Jones, 2001). Si el patdgeno infecta distintos érganos y tejidos o toda la planta, debido a
su capacidad de movilizarse a través de los tejidos vasculares, la infeccién es de tipo
sistémica; de lo contrario la infeccidn sélo se localiza en el sitio de ingreso del patégeno
afectando sélo a algunas células. Cuando ingresan en la planta, los patdgenos utilizan
distintas estrategias para nutrirse de la misma clasificdndose en tres grupos principales:
los necrotréficos, que matan las células de la planta hospedadora y se alimentan de los
metabolitos y restos celulares (por ejemplo algunos hongos y artrépodos); los biotrdficos,
que necesitan mantener la planta con vida (por ejemplo los virus y las bacterias que
colonizan el apoplasto vegetal); los hemibiotréficos, que inicialmente mantienen a las
células vegetales con vida pero hacia el final de la infeccién el patégeno induce la muerte
de las células hospedadoras (Alfano y Collmer, 1996; Hammond-Kosack y Jones, 2000).

La planta debe reconocer y activar diversos mecanismos de defensa frente el
ataque de un patégeno. De estas respuestas depende que la planta sea resistente al
patégeno controlando su crecimiento y diseminacion; o que la planta se enferme debido
a la falta de los mecanismos necesarios para contrarrestar el ataque del patégeno. Las
respuestas de defensa de las plantas pueden ser localizadas en el sitio de ingreso del
patégeno, como la respuesta hipersensible (HR); o sistémicas como la respuesta sistémica
adquirida (SAR) para combatir infecciones futuras del patégeno o evitar la dispersion de
una infeccidn por distintos érganos y tejidos. Las respuestas de defensa de las plantas son
inducidas por diversas moléculas y estimulos del patégeno e involucran la activacion de
diversos genes, metabolitos, hormonas vegetales y enzimas que en una intricada red de
sefializacion y mecanismos regulatorios activan repuestas complejas para contrarrestar el
ataque del patégeno (Park y Paek, 2007).

De la gran cantidad y diversidad de patdgenos a los que estan expuestas las plantas
s6lo una pequefia proporcidn logra establecerse y generar enfermedad. Esto se debe a

gue para que una infeccidon sea exitosa, el patégeno debe alterar el metabolismo del
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hospedador para adquirir nutrientes y agua de la planta y crear condiciones favorables
para su crecimiento (Berger y col., 2007). Las principales razones por las que un patégeno
fracasa en infectar una planta se deben a que la planta no cumple con los requerimientos
nutricionales del patégeno o no es apta para el crecimiento del mismo; la planta posee
barreras preformadas estructurales o compuestos toxicos y antimicrobianos que impiden
la infeccidn de ciertas especies de patdgenos; o luego del ingreso y reconocimiento del
patégeno la planta activa mecanismos de defensa que limitan la infeccién (Hammond-
Kosack y Jones, 2000).

Una interaccién planta-patdégeno incompatible, ocurre cuando la planta no se
enferma debido a la interaccién con el patégeno. Esto puede deberse a una resistencia
del tipo hospedadora o no hospedadora. Por el contrario, cuando un patégeno es capaz
de superar las defensas de la planta y tiene éxito en la infeccidn, la planta se enfermay la
interaccidn planta-patégeno es compatible, el patégeno se denomina virulento y la planta

se considera hospedadora (Mysore y Ryu, 2004; Agrios, 2004).

1.1.1-Resistencia no hospedadora

La resistencia no hospedadora se da en todos los miembros de una especie de
planta y puede ser de tipo |, que no produce sintomas visibles o de tipo Il, que resulta en
una rapida respuesta hipersensible y muerte celular (Mysore y Ryu, 2004). En la
resistencia no hospedadora de tipo | el patégeno no puede superar las barreras
preformadas ni las respuestas de defensa inducidas por elicitores generales del patégeno
como la proteina flagelina o moléculas de superficie, conocidos como PAMPs (patrones
moleculares asociados al patégeno). Se desencadenan respuestas de defensa generales
como el engrosamiento de la pared celular, la sintesis de fitoalexinas y otros metabolitos
secundarios que actlan como antimicrobianos. Aunque la planta no muestra sintomas,
muchos cambios moleculares pueden ocurrir en la respuesta no hospedadora de tipo |
(Oh y col., 2006). En la respuesta no hospedadora de tipo Il el patégeno es capaz de
superar las defensas preformadas y las respuestas inducidas por elicitores generales
(PAMPs), probablemente produciendo enzimas detoxificadoras y elicitores del patégeno
mas especificos que son reconocidos por el sistema de vigilancia de la planta en el
citoplasma o la membrana celular, para inducir una respuesta de defensa mas especifica

que incluye la respuesta hipersensible (HR) (Mysore y Ryu, 2004; Jones y Dangl, 2006).
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1.1.2-Resistencia hospedadora
La resistencia hospedadora o mediada por genes de resistencia (genes R) ocurre
cuando sdlo un cultivar o grupo especifico de plantas es resistente a un patdgeno. Esta
respuesta comparte algunos mecanismos de defensa con la respuesta no hospedadora,
como la respuesta HR o la sintesis de especies reactivas del oxigeno (ROS), pero se
diferencia porque depende de genes R cuyos productos proteicos interaccionan directa o
indirectamente con las proteinas efectoras producidas por los genes de avirulencia del

patégeno (genes avr) (Mysore y Ryu, 2004).

1.2-Mecanismos de defensa de las plantas

Antes de ingresar a la planta y causar enfermedad el patégeno se encuentra con
barreras preformadas en la superficie exterior de la planta como la capa cuticular laxa,
compuesta principalmente por ceras, que constituye una proteccién pasiva al ataque por
diversos patégenos. Al mismo tiempo, los patdégenos entran en contacto con compuestos
antimicrobianos preformados, siendo las saponinas y los glucosinolatos los mas
caracterizados (Hammond-Kosack y Jones, 2000). Si bien estos sistemas de proteccidn son
muy efectivos, algunos patdgenos han desarrollado mecanismos para evadirlos. Existen
factores de virulencia bacterianos como toxinas, compuestos homodlogos a hormonas de
plantas, autoinductores y exopolisacdridos, que son utilizados por la bacteria para
promover la enfermedad. Entre las toxinas bacterianas que cumplen un rol importante en
la virulencia y el desarrollo de sintomas se encuentran coronatina, siringomicina,
siringopeptina, tabtoxina y faseolotoxina (Bender y col.,, 1999). Estas toxinas pueden
causar clorosis o necrosis en los tejidos afectados mediante diversos mecanismos de
accion que incluyen la mimetizacidon con hormonas de plantas, la formacion de poros en
las membranas vegetales o la inhibicién de enzimas metabdlicas del hospedador. Por
ejemplo, muchas cepas de Pseudomonas y Xanthomonas producen homodlogos de la
hormona auxina, interfiriendo con las respuestas de la planta al suprimir mecanismos de
defensa especificos (Navarro y col., 2006). Sin embargo, las plantas poseen diversos
sistemas para percibir los ataques de patdégenos y mediante la transmision de sefales
activan un gran repertorio de mecanismos de defensa (Agrios, 2004, Park y Paek, 2007).
En general, la respuesta al ataque por un patégeno incluye apertura de canales idnicos,

producciéon de ROS y éxido nitrico (NO), produccién de hormonas como acido salicilico,
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acido jasmonico y etileno, activacion de enzimas preformadas que modifican el
metabolismo primario y secundario, modificacién del estado de fosforilacion de
proteinas, y activacién transcripcional de un gran numero de genes relacionados con la
defensa (Yang y col.,, 1997, Hammond-Kosack y Jones, 2000). Estos procesos son
coordinados tanto espacial como temporalmente asegurando la minimizacion del
consumo energético y la participacion de la cantidad minima necesaria de células de la
planta. La induccidn rapida y localizada de la respuesta de defensa de la planta tiene
como objetivo principal el establecimiento de un ambiente desfavorable para el
crecimiento y reproduccidon del patégeno. En resumen, las plantas poseen una defensa
inmune innata que utilizan cuando las barreras de defensa pasivas son superadas,
previniendo de esta manera la enfermedad. Si este sistema es desafiado por el patégeno,
la planta es capaz de activar mecanismos de defensa activos y mas especificos (Chisholm
y col., 2006). Si bien los mecanismos de defensa de las plantas pueden ser inducidos de
diversas maneras, muestran algunas caracteristicas similares como ciertos mecanismos

moleculares y respuestas comunes como la respuesta hipersensible (HR).

1.2.1-Respuesta hipersensible

La repuesta hipersensible (HR) es una respuesta rapida alrededor y en el sitio inicial
de infeccidn que comienza a las pocas horas del contacto de la planta con el patégeno
(Greenberg y Yao, 2004). Durante la HR se activan respuestas de defensa complejas que
crean un ambiente desfavorable para el patégeno y la muerte de algunas células
vegetales para impedir la progresidon de la infeccién y la diseminacién del patégeno.
Cuando se inoculan hojas con concentraciones bacterianas similares a las encontradas en
la naturaleza, la respuesta HR se visualiza como células vegetales individuales que estan
muertas y dispersas entre el tejido vegetal saludable; sin embargo, inoculaciones
experimentales con elevadas concentraciones de inéculo (10° UFC/ml) resultan en la
muerte celular de todo el tejido infiltrado que puede observarse macroscépicamente
como manchas necrdticas, generalmente a las 24 hs post inoculacion (Alfano y Collmer,
1997). La muerte celular puede deberse a un programa de muerte celular regulado o a la
necrosis producida por los compuestos téxicos y radicales libres que sintetizan las mismas
células vegetales. En las células afectadas se sintetizan especies reactivas del oxigeno
(ROS) como H,0,, anién superdxido y radicales hidroxilo; éxido nitrico que inhibiria la

catalasa y otras enzimas detoxificadoras de ROS. También se producen calosa, lignina y
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otros compuestos que fortifican la pared celular; fitoalexinas y compuestos
antimicrobianos; hormonas vegetales como etileno y acido salicilico; etc. (Greenberg,
1996; Hammond-Kosack y Jones, 2000). Otro fendmeno detectado en la HR es la
peroxidacién lipidica y el dafio a lipidos, que puede ser responsable del cambio que
experimenta la célula afectando el funcionamiento normal de la membrana. También se
detectd induccion de genes relacionados con la respuesta de defensa a patégenos como
1,3-glucanasa y quitinasa, cambios en la morfologia mitocondrial, escisidn
endonucleolitica de ADN y condensacién de la cromatina relacionados con la apoptosis

(Lamy col., 2001; Coll y col., 2011).

1.2.2-Inmunidad innata o inmunidad inducida por PAMPs

Las plantas, a diferencia de los mamiferos, no poseen células de defensa mdviles y
un sistema inmune adaptativo, por eso dependen de la inmunidad innata de cada célula 'y
de diversas sefales sistémicas que provienen de otros sitios de infeccidn de la planta para
defenderse frente al ataque de un patégeno (Dangl y Jones, 2001; Chisholm y col., 2006).
Luego de atravesar las barreras en la superficie exterior de las plantas, los patégenos
deben superar otro obstaculo: la pared celular rigida y compuesta de celulosa que rodea
las células vegetales. La penetracién de la pared celular mediante la accién de diversos
compuestos microbianos como enzimas celulasas, expone la membrana plasmatica de la
célula vegetal donde el patdgeno se encuentra con receptores de superficie que
reconocen patrones moleculares asociados al patégeno (PAMPs, del inglés, pathogen-
associated molecular patterns) (Chisholm y col., 2006). La induccién de la inmunidad
innata de las plantas se debe al reconocimiento inicial del patégeno por medio de los
receptores de reconocimiento de patdgenos (PRRs, del inglés, pattern recognition
receptor) asociados a la membrana plasmatica vegetal que perciben los PAMPs (figura
1.1A). Los PAMPs son estructuras altamente conservadas entre un amplio grupo de
microorganismos y normalmente no se encuentran presentes en el organismo
hospedador (Chisholm y col., 2006; Zhang y Zhou, 2010). Generalmente cumplen una
funcién critica en la vida del microorganismo y se trata de componentes de la superficie
celular bacteriana, entre los que se incluyen la flagelina que es la proteina constitutiva del
flagelo (Gomez-Gémez y Boller, 2002), el lipopolisacarido (LPS) que es el mayor
constituyente de la membrana externa de bacterias Gram-negativas y el factor de

elongacion Tu (EF-Tu) que es una de las proteinas bacterianas mas abundantes (Zipfel y
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col., 2004; Chisholm y col., 2006; Ingle y col., 2006). El reconocimiento de los PAMPs,
inicia cascadas de sefalizacién en la célula vegetal que desencadenan una respuesta de
defensa inducida conocida como inmunidad inducida por PAMPs o PTI (del inglés, PAMP-

triggered immunity) (Jones y Dangl, 2006; Schwessinger y Zipfel, 2008) (figura 1.1A).

A B C
Reconocimiento de PAMPS Reconocimiento de efectores
- - - por proteinas R
§>0< Patégeno Apoplasto §}O< Secrecion de Efectores §>0(
é PRR MP % PRR | SSTT é PRR i ssTT
‘ Citoplasma " / 6 /
l l — @ Efector l —— @ Efector.
MAPKKK MAPKKK MAPKKK PR
Induccion 1 Efector Respuestas —_— Efector
MABK Inmunidad PTI MAPK b de defensa MAPK et Induccion
/ /’ Inmunidad ETI
WRKY \ WRKY '\- Efector \ WRKY ~ P
Ncleo Nucleo Nucleo Efector
SUSCEPTIBILIDAD
RESISTENCIA RESISTENCIA
ENFERMEDAD

Figura 1.1. Modelo evolutivo de las interacciones planta-patégeno. Inmunidad PTl y ETI.

En los diagramas se muestra el reconocimiento de los PAMPs asociados al patégeno como la
flagelina del flagelo bacteriano, por receptores de la planta (PRR) que mediante la activacion de
cascadas de sefializacion que involucran a proteinas MAPK, activan factores de transcripcion
nucleares (ej. los factores tipo WRKY) y otras respuestas de defensa que inducen la inmunidad
PTI, generando resistencia en la planta (A). Algunos patdégenos mas evolucionados pueden
superar estas barreras de defensa mediante la accién de proteinas efectoras translocadas por el
sistema de secrecién de proteinas tipo lll (SSTT) que inhiben las respuestas de defensa (lineas
rojas), causando susceptibilidad y enfermedad en la planta (B). A pesar de esto, las plantas
también evolucionaron generando proteinas R de resistencia que inhiben la accién de las
proteinas efectoras o las detectan (lineas verdes) para activar una respuesta de defensa activa y
mas especifica desencadenando la inmunidad ETI, y resistiendo al ataque del patégeno (C). Si el
patdgeno genera nuevas proteinas efectoras para superar la defensa mediada por las proteinas R
el ciclo vuelve a repetirse, generando una constante competencia entre patdégenos y plantas
representado por el modelo “zig-zag” (ver en el texto). MP: membrana plasmatica. Adaptado de
Chisholmy col., 2006.

Algunas respuestas mediadas por la inmunidad PTl incluyen la produccion de ROS y
Oxido nitrico, el engrosamiento de la pared celular por deposicién de calosa para
reforzarla en los sitios de infeccion, la activacion de cascadas de proteinas quinasas
activadas por mitégenos (MAPK), la induccién transcripcional de genes de respuesta al
patégeno (PR, por pathogen response), la alteracion de la transcripcion génica y secrecion
de compuestos antimicrobianos (Nirnberger y col., 2004; Chisholm y col., 2006). Junto

con las defensas pasivas dadas por la cuticula cerosa y los compuestos antimicrobianos
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preformados, estas respuestas constituyen la primera linea de defensa basal efectiva
contra la mayoria de los patégenos potenciales, generalmente impidiendo el crecimiento

y el establecimiento del patégeno en la planta (Dangl y Jones, 2001).

1.2.3-Inmunidad inducida por proteinas efectoras

Muchos patdgenos bacterianos son capaces de superar las respuestas de defensa
pasivas y suprimir las respuestas inducidas por la inmunidad PTI a través de la secrecion y
translocacién de proteinas efectoras que son dirigidas al interior de la célula vegetal por
medio del sistema de secrecion de proteinas tipo Il (SSTT), pudiendo entonces
multiplicarse y diseminarse por el tejido vegetal (figura 1.1B). A pesar de esto, las plantas
han evolucionado junto con los patégenos, y poseen proteinas de resistencia o proteinas
R, que pueden interactuar o reconocer los efectos de las proteinas efectoras bacterianas
para activar respuestas de defensa mas eficaces contra el patdgeno vy evitar el desarrollo
de la enfermedad (figura 1.1C). Este mecanismo de defensa se denomina inmunidad
inducida por efectores o ETI (del inglés, efector-triggered immunity) (Jones y Dangl,
2006). La ETI es un mecanismo de defensa mediado por proteinas R y comparte
respuestas de defensa con la inmunidad PTI que limitan el crecimiento microbiano
evitando su dispersidon y persistencia en la planta (Chisholm y col., 2006). Algunas
respuestas de defensa comunes entre la inmunidad PTl y la ETI son la sintesis de ROS y la
respuesta hipersensible (HR) (Mysore y Ryu, 2004). La inmunidad ETI también puede
conducir a la resistencia sistémica adquirida (SAR, del inglés systemic acquired resistance)
gue inicia respuestas de defensa en tejidos distantes del sitio de inicio de infeccién,
confiriendo una resistencia de amplio espectro para el posterior ataque de patégenos
(Durrant y Dong, 2004). Al igual que la inmunidad PTI, la ETI suprime el crecimiento del
patdgeno, pero lo hace luego de que el patdgeno pueda tener la oportunidad de
proliferar en la planta (figura 1.1B). La diferencia fundamental entre la inmunidad PTl y la
ETI es que, esta ultima depende de genes de resistencia (R) cuyos productos proteicos
interaccionan directa o indirectamente con las proteinas efectoras producidas por los
genes de avirulencia del patdégeno (genes avr) (Jones y Dangl, 2006).

La compleja relacidon que existe y co-evoluciona entre un patégeno y una planta, y
los mecanismos que constituyen el sistema inmune de las plantas se pueden representar
con un modelo de tipo “zig-zag”, que muestra la compleja relacién entre PAMPs vy

proteinas efectoras con receptores PRR y proteinas R (Jones y Dangl, 2006; Thomma vy
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col., 2011). Inicialmente, los PAMPs son reconocidos por los receptores PRR de la planta,
desencadenando la inmunidad PTI que puede detener la colonizacién del tejido por parte
del patdgeno (figura 1.1A). En una segunda etapa, los patégenos capaces de introducir
proteinas efectoras en la planta pueden interferir con la inmunidad PTI generando
susceptibilidad y enfermedad dependiente de los efectores (ETS) (figura 1.1B), pero si un
efector es reconocido especificamente por una proteina R, ya sea directa o
indirectamente, desencadena la inmunidad ETI (figura 1.1C) que resulta en la resistencia a
la enfermedad (Boller y He, 2009). La evolucién y la seleccién natural permiten que los
patdgenos eviten la resistencia ETI, ya sea perdiendo y diversificando los genes efectores
o adquiriendo efectores adicionales que supriman la inmunidad ETI. Por otro lado, la
seleccion natural también permite la diversificacién de las proteinas R para que se
reanude la inmunidad ETI y continte el ciclo con una nueva respuesta de defensa

(Rausher, 2001; Jones y Dangl, 2006).

1.3-Mecanismos de interaccion entre proteinas efectoras y proteinas de

resistencia

La inmunidad ETI depende de proteinas efectoras de origen bacteriano que
ingresan al interior de la célula vegetal y son reconocidas por proteinas vegetales de
resistencia o proteinas R. En la actualidad existen dos hipdtesis relacionadas con la
interaccion entre proteinas efectoras y proteinas R. Una de ellas supone una interaccion
directa entre ambos tipos de proteinas para el desarrollo de resistencia en la planta
(Modelo de gen por gen; Flor, 1971). El modelo alternativo supone una interaccion
indirecta entre ambos tipos de proteinas donde participarian otras proteinas vegetales
como intermediarias entre las proteinas efectoras y las proteinas R, en este modelo las
proteinas R actuarian protegiendo o percibiendo cambios en maquinarias o proteinas de
la planta que son blancos de las proteinas efectoras bacterianas (Hipdtesis de la guarda;
van der Biezen y Jones, 1998a; Dangl y McDowell, 2006). A continuacion se describen las
caracteristicas principales de ambos modelos propuestos para la interacciéon entre las

proteinas efectoras y las proteinas R.




Introduccion

1.3.1-Modelo de gen por gen o de receptor-ligando

Este modelo de interaccion entre las proteinas efectoras bacterianas y las proteinas
R de la planta surgié a mediados del siglo pasado como resultado del estudio de la
interaccion entre plantas de lino y un hongo patégeno, Melampsora lini (Flor, 1956). Se
observd que la resistencia se daba sélo cuando la planta poseia un gen de resistencia
dominante (R) y el patégeno expresaba un gen de avirulencia dominante complementario
(Avr). Por el contrario, cuando los alelos de los genes R y Avr que interaccionaban eran,
uno dominante y el otro recesivo, o ambos recesivos, se observaba enfermedad (Flor,
1971). En los afios siguientes se describieron interacciones entre plantas y patégenos de
especies diferentes a las estudiadas inicialmente por Flor que avalaron este modelo, en el
cual las proteinas efectoras funcionan como ligandos de las proteinas R y esta interaccién
desencadena una transduccion de sefiales que culmina en la activacion de mecanismos de
defensa y la limitacién del crecimiento del patdgeno. Existen algunos ejemplos de
interaccion directa Avr-R (Jia y col., 2000; Deslandes y col., 2003). Por ejemplo, los alelos
del locus L de lino que codifican proteinas R del tipo NB-LRR interaccionaron en levadura
con sus correspondientes proteinas efectoras bacterianas denominadas AvrL (Dodds y
col., 2006). Las proteinas L y AvrL se encuentran en un proceso de seleccidn natural de
diversificacién, que implica una constante competencia evolutiva entre patdgenos vy
plantas. La diversidad alélica de otros efectores de hongos y oomicetos patdgenos y de
sus correspondientes proteinas R, también sugiere una interaccién directa entre las
proteinas, aunque en ciertos casos todavia faltan evidencias experimentales que

verifiquen las interacciones fisicas entre estas proteinas (Jones y Dangl, 2006).

1.3.2-Modelo o Hipotesis de la guarda

Durante muchos afios se pensé que los productos de los genes R actuaban como
receptores que directamente interaccionaban con los productos de los genes Avr (o
proteinas efectoras). Este modelo receptor-ligando estuvo avalado por co-localizaciones
de proteinas R y Avr y por algunos ejemplos de interacciones directas entre estas
proteinas. Numerosos trabajos realizados durante la ultima década cuestionan el modelo
de gen por gen debido a que las plantas tienen un repertorio limitado de genes R en
contraste con la gran diversidad de proteinas efectoras encontradas en la literatura, y
también se ha observado que las proteinas efectoras del patégeno pueden actuar

modificando o alterando directamente distintos procesos celulares del hospedador. A
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pesar de la caracterizaciéon de proteinas R y proteinas efectoras en una determinada
interaccion planta-patégeno, se detectaron pocas interacciones fisicas directas entre las
mismas, sugiriendo la participacion de una o mas proteinas en el reconocimiento del
patégeno y la activacion de la defensa. Asi surgid la hipdtesis de una interacciéon indirecta
entre proteinas R y efectoras, conocida como modelo de la guarda (van der Biezen y
Jones, 1998a; van der Hoorn y Kamoun, 2008). En este modelo se propone que las
proteinas R funcionan protegiendo a proteinas de la célula hospedadora que
interaccionan con los efectores del patdgeno, y al percibir alguna alteracion activan
sefiales para disparar las respuestas de defensa (Dangl y Jones, 2001). En este modelo
esta implicita la nocién de que las proteinas blanco de los efectores bacterianos son
indispensables para la funcidn y virulencia de la proteina efectora cuando esta ausente la
respectiva proteina R (van der Hoorn y Kamoun, 2008).

Uno de los primeros ejemplos del modelo de la guarda que llevd al cuestionamiento
del modelo de gen por gen (van der Biezen y Jones, 1998a) se basa en el reconocimiento
de la proteina efectora AvrPto de Pseudomonas syringae por la proteina quinasa Pto y la
proteina de resistencia Prf del tipo NBS-LRR, en tomate. Segun el modelo de la guarda se
propuso que Pto representaria el blanco y Prf la proteina R protectora, y efectivamente se
observé mediante ensayo de doble hibrido en levaduras que AvrPto interacciona
fisicamente con Pto (Tang y col., 1996). Otro ejemplo, que también involucra al
fitopatdégeno P. syringae, involucra a las proteinas efectoras AvrB y AvrRpml que
interactuan con la proteina RIN4 de Arabidopsis, mediante su fosforilacién. RIN4 también
interactia con la proteina RPM1, que es una proteina R del tipo NBS-LRR. Estas
interacciones se confirmaron mediante ensayos de doble hibrido en levaduras y con
ensayos de co-inmunoprecipitacion (Mackey y col.,, 2002). Por lo tanto, RIN4 seria el
verdadero blanco de las proteinas efectoras del patégeno y RPM1 la proteina R que
protege a RIN4. Incluso, se observd que otra proteina efectora, AvrRpt2, induce la
eliminacion de RIN4, pero en este caso la proteina R involucrada es RPS2, que pareciera
activarse con la pérdida de RIN4. RPS2 también interactua fisicamente con RIN4 (Mackey
y col., 2003). En este ejemplo, la proteina RIN4 de Arabidopsis es el blanco de al menos
tres proteinas efectoras de P. syringae y a su vez, es protegida por al menos dos proteinas
R diferentes (Kim y col., 2005). En otro caso, la proteina efectora AvrPphB con actividad
cistein quinasa de P. syringae es reconocida en Arabidopsis tanto por una proteina del

tipo NBS-LRR, RPS5; como por la proteina quinasa PBS1 (Warren y col., 1999). Mediante
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ensayos de supresion de RPS5 o PBS1, se observd un bloqueo en el reconocimiento de
AvrPphB, pero estas mutaciones no produjeron efectos sobre otros genes R de
Arabidopsis, ni se observaron cambios morfoldgicos. También se observé que AvrPphB
produce un corte proteolitico en el dominio de activacion de PBS1 y que esta
modificacion es necesaria para la activacion de la resistencia mediada por RPS5 (Shao y
col., 2003). Asi, RPS5 podria funcionar como una proteina R que percibe el dafio
especifico ocasionado a PBS1. Todos estos ejemplos muestran que el modelo es
complejo, una proteina de la planta puede ser blanco de varias proteinas efectoras y
puede estar protegida también por distintas proteinas R (Innes, 2004). Las proteinas R se
pueden activar detectando cambios conformacionales en la proteina blanco, o con la
degradacion y modificacién de la misma. En ausencia del patégeno las proteinas R se
ensamblan en complejos proteicos multiméricos que permiten el reconocimiento
indirecto de las moléculas efectoras del patégeno ante una invasion (Shirasu y Schulze-
Lefert, 2003). La hipdtesis de la guarda explica como hace Arabidopsis para detectar a
todos los patégenos posibles con menos de 250 genes R que se encontraron en su
genoma, ya que la planta no necesita detectar a las multiples moléculas efectoras de los
patégenos sino el dafio producido por ellas (Dangl y Jones, 2001; Innes, 2004).

A pesar de las diferencias entre el modelo de gen por gen y la hipdtesis de la
guarda, las evidencias experimentales sugieren que ambos pueden ser validos. Los
patdgenos evolucionan mas rapido y mediante mutagénesis y transferencia horizontal de
genes pueden modificar y adquirir nuevas proteinas efectoras evadiendo las respuestas
de defensa de la planta. Entonces el reconocimiento indirecto de las proteinas efectoras a
través de las proteinas R, le otorga a la planta un mecanismo para percibir multiples
efectores que puedan converger en un mismo blanco. Sin embargo, en la interaccién
directa propuesta por el modelo receptor-ligando se podrian reconocer efectores que no
necesariamente provocan alteraciones en proteinas blanco de la planta. Los dos modelos
podrian ser complementarios (Dangl y McDowell, 2006) y la adopcidon de uno u otro por
parte de las plantas para reconocer a un patdégeno dependeria del estilo de vida del
patégeno y la funcidon de la proteina efectora. Los patégenos con amplio rango de
hospedador podrian tener proteinas efectoras que causen efectos severos en distintas
plantas hospedadoras. Por el contrario, los patdgenos con menor rango de hospedador

podrian tener efectores que produzcan cambios sutiles en la planta (Dodds y col., 2006).
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1.3.3-Proteinas efectoras

Los efectores bacterianos contribuyen a la virulencia del patégeno, generalmente
imitando o inhibiendo funciones celulares eucariotas (Mudgett, 2005). Las proteinas
efectoras estan codificadas por los denominados genes de avirulencia (Avr), no poseen
mucha similitud en sus secuencias aminoacidicas y en general son hidrofilicas y solubles.
Estas proteinas ingresan a la planta por el sistema de secrecién de proteinas tipo Il (SSTT)
(Alfano y Collmer, 1997) y segun los modelos descriptos anteriormente, las proteinas
efectoras pueden interaccionar con proteinas R o con otras proteinas vegetales con el fin
de alterar distintos mecanismos o procesos celulares que ayuden a la colonizacién del
tejido vegetal (Chang y col., 2004; Chisholm y col., 2006).

Los genes de muchas proteinas efectoras secretadas por el SSTT poseen un
elemento regulatorio en cis, denominado caja PIP (promotor inducible en planta)
(Koebnik y col., 2006), que es reconocido por el regulador de la familia AraC, HrpX,
activado in planta por el regulador HrpG del SSTT (Wengelnik y col., 1996b). Mediante la
busqueda de estas cajas PIP en los genomas de distintos patdgenos bacterianos se
identificaron numerosos genes putativos que codifican proteinas efectoras, sin embargo
muy pocas han sido caracterizadas bioquimicamente hasta el momento. Algunas
proteinas efectoras poseen actividad SUMO proteasa (SUMO, del inglés small-ubiquitin-
like modifier), cisteina proteasas, tirosina fosfatasas, inhibidores de proteasas y quinasas,
y ubiquitina ligasas (Chang y col., 2004; Innes, 2004; Chisholm y col., 2006; Dangl y
McDowell, 2006; Cui y col., 2009). Estas funciones son las responsables de modificar las
proteinas del hospedador y de esta manera potenciar la accidon virulenta del patégeno o
evadir la deteccidn de los sistemas de defensa de la planta. Algunas proteinas efectoras
estan dirigidas a localizaciones subcelulares especificas, como AvrBs3 de Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria y AvrXalO de Xanthomonas oryzae pv. oryzae, que contienen
sefiales de localizacidn nuclear (NLS, del inglés nuclear localization signal) necesarias para
el reconocimiento por parte de la proteina R correspondiente en el nucleo de las células
del hospedador, y ademdas poseen un dominio activador acidico con caracteristicas de
factores transcripcionales eucariotas (Yang y Gabriel, 1995). AvrBs3 también posee
repeticiones de un motivo de 34 aminoacidos, que determinaria su especificidad
(Hammond-Kosack y Jones, 2000). Las proteinas efectoras suelen categorizarse también
segun si modifican de manera reversible o no los componentes celulares vegetales (Hajri

y col., 2009; White y col., 2009).
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Las bacterias patégenas de animales secretan un numero limitado de proteinas
efectoras en las células eucariotas hospedadoras, sin embargo los patégenos de plantas
como P. syringae pueden secretar entre 20 y 30 efectores durante una infeccién (Changy
col.,, 2005). Como se menciond anteriormente, los efectores poseen actividades
enzimaticas y son translocados desde el citoplasma bacteriano a la célula hospedadora
mediante el SSTT, por lo que los patdégenos deben protegerse de estas actividades
enzimaticas potencialmente dafiinas para ellos. Experimentos en patdgenos de
mamiferos demuestran que los efectores serian secretados en un estado desplegado y
podrian estar asociados a proteinas chaperonas especificas o generales que los
mantienen en un estado inactivo y luego en la célula hospedadora podrian ser activados
por proteinas eucariotas o mediante alguna modificacidon post-traduccional (Akeda y

Galan, 2005; Chisholm y col., 2006).

1.3.4-Proteinas de resistencia

Las proteinas de resistencia o proteinas R de las plantas tienen dos funciones
basicas: el reconocimiento y la interaccién con proteinas efectoras (o proteinas blanco,
segun la hipdtesis de la guarda); y luego, la activacidon de una o varias vias de transduccién
de sefiales que conducen a la induccién de respuestas de defensa (Dangl y Jones, 2001).

Las proteinas R, pueden ser receptores transmembrana con o sin dominio quinasa,
quinasas citosdlicas y proteinas citosdlicas. La existencia de proteinas R citoplasmaticas o
transmembranas sugiere que pueden detectar ligandos secretados, en la superficie del
patégeno o en el interior de la célula hospedadora (Dangl y Jones, 2001). En las ultimas
dos décadas se clonaron alrededor de 40 genes R, que en general pertenecen a la familia
NB-LRR, con dominios de unién a nucledtidos (NB, del inglés nucleotide binding site) y
dominios ricos en leucina (LRR, del inglés leucine rich repeats) (Lukasik y Takken, 2009).
Los motivos de unién a nucledtidos presentan gran similitud de secuencia con las
regiones NB de reguladores de apoptosis como CED4 de Caenorhabditis elegans y Apafl
de humanos (van der Biezen y Jones, 1998b; Dangl y Jones, 2001). El dominio NB es parte
de un dominio mayor denominado NB-ARC con diversos motivos, y muchas de estas
proteinas pertenecen a la familia STAND (del inglés signal transduction ATPases with
numerous domains), que comprende proteinas con actividad de unién e hidrdlisis de ATP
u otros nucledtidos trifosfatos (NTPs) (Tameling y col., 2006). Los dominios NB-ARC de las

proteinas R tendrian 3 subdominios: el dominio NB que forma un loop o bucle con la
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actividad NTPasa, el dominio ARC1 con 4 hélices a y el ARC2 con un motivo de hélices
alado (Takken y col., 2006; Tameling y Takken, 2008). Excepto las quinasas citosdlicas,
todas las proteinas R tienen dominios LRR, de 20 a 30 aminoacidos de longitud, que se
identificaron en proteinas de diversos organismos y se asocian a interacciones proteina-
proteina, unién ligando-péptido e interaccién proteina-carbohidratos. Analisis de
secuencias muestran que las superficies de los dominios LRR que hacen contacto con los
ligandos se encuentran en un proceso de diversificacion, consistente con la idea de que
estos dominios son los que interactuarian con las proteinas del patégeno otorgando la

especificidad a la interaccidon (Kobe y Kajava, 2001; Caplan y col., 2008; Padmanabhan y

col., 2009).
Clase
| eLRR |
I
RLP RLK PGIP
LRR
Apoplasto
MP ™ g
Citoplasma ce ce
Quinasa TIR
TIR NB
NB
NB
LRR
LRR A LRR
Xa27
NLS
Clase OWRKY
NB-LRR
RRS1

Figura 1.2. Clasificacidn de proteinas de resistencia.

Representacién de las clases principales de proteinas R y sus dominios caracteristicos. Dentro de
la clase NB-LRR, con dominios de unién a nucledtido (NB) y motivos ricos en leucinas (LRR) se
representan las subclases con extremos N-terminales de tipo Toll-interleukina-1 (TIR) o coiled-coil
(CC) (TIR-NB-LRR y CC-NB-LRR). En la clase de proteinas R con dominios LRR extracelulares (eLRR),
se representan las subclases RLP, con dominio transmembrana (TM); RLK, con dominio TM y
quinasa citoplasmatica; y PGIP con actividad inhibitoria de poligalacturonidasa. También se
representan otras proteinas R como Xa27 que no posee homologia de secuencia con proteinas R
conocidas y RRS1 que es del tipo NB-TIR-LRR pero ademds posee una sefial de localizacidn nuclear
(NLS) y un dominio con homologia a factores de transcripcion WRKY. Adaptado de Chisholmy col.,
2006.
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Los genes R, codifican para dos clases principales de proteinas R segun la
organizacién de sus dominios (figura 1.2). Las proteinas R que poseen dominios NB-LRR
son el mayor grupo y se pueden subdividir en dos subclases: las TIR-NB-LRR, con dominios
similares a los receptores Toll de Drosophila e Interleuquina 1 de humanos, y las no-TIR o
CC-NB-LRR, que contienen un dominio CC (coiled-coil) (figura 1.2) (Dangl y Jones, 2001;
Chisholm y col., 2006). Algunos miembros del grupo de proteinas NB-LRR mejor
caracterizados son las proteinas R de Arabidopsis RPS2, RPM1 y RPS5, que confieren
resistencia frente al ataque del patégeno P. syringae. Sélo en la planta modelo
Arabidopsis se han encontrado mas de 150 proteinas del tipo NB-LRR, confiriéndole
resistencia a patégenos bacterianos, virus, hongos y oomicetos (Dangl y Jones, 2001).
Otro grupo mayoritario de genes R codifica para proteinas LRR extracelulares (eLRR), que
se pueden subdividir en tres clases de acuerdo a la estructura de sus dominios (figura 1.2)
(Chisholm y col.,, 2006). Estas subclases incluyen el receptor denominado RLP que
contiene un dominio transmembrana (TM) y un dominio LRR extracelular; el receptor RLK,
con un dominio TM, un dominio LRR extracelular y una quinasa citoplasmatica; y la
subclase PGIP, que contiene un dominio LRR de pared celular unido a una proteina
inhibitoria de poligalacturonidasa. Entre las proteinas R extracelulares mejor
caracterizadas se encuentran las del subgrupo RLP, representadas por los genes Cf de
tomate, que le confieren resistencia a la infeccion por el patdégeno biotréfico
Cladosporium fulvum. Otra proteina LRR extracelular caracterizada es Xa2l,
perteneciente al subgrupo RLK, que se encuentra presente en arroz y responde ante
moléculas efectoras secretadas por el patégeno X. oryzae pv. oryzae (Xoo) (Wang y col.,
1998). Si bien la mayoria de las proteinas R caracterizadas pertenecen a alguno de los
grupos descriptos, existen ejemplos de proteinas R con dominios y funciones diversas, por
ejemplo RRS1 que reconoce a Ralstonia solanacearum, es una proteina de la clase TIR-NB-
LRR que ademas presenta una sefial de localizacidn nuclear C-terminal (NLS) y un dominio
WRKY de activacion transcripcional (figura 1.2) (Deslandes y col., 2003). Recientemente
Xa27 ha sido aislada en arroz, y en su secuencia proteica no se encontré homologia con
ninguna proteina R y su expresidn sélo ocurre en los alrededores del tejido infectado con
el patégeno X. oryzae pv. oryzae que posee la proteina efectora AvrXa27 (figura 1.2). Se
determind que Xa27 depende de una sefial N-terminal para poder localizarse en el

apoplasto vegetal (Gu y col., 2004; Wu y col., 2008).
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Generalmente los genes R se organizan en familias multigénicas (Hammond-Kosack
y Jones, 2000). Estas proteinas probablemente se pliegan y mantienen un estado
competente para la seializacién gracias a la accién de Hsp90 citosélicas y otros
chaperones y co-chaperones, que ademas asistirian el ensamblado de las proteinas R en
complejos multiméricos para el reconocimiento del patégeno (Shirasu y Schulze-Lefert,
2003; Schulze-Lefert, 2004). La activacién de las proteinas R normalmente activa la
respuesta HR o repuestas de defensa que conducen a la muerte celular, por lo que deben
estar altamente reguladas mediante interacciones intra- e inter-moleculares y cambios
conformacionales para que estas respuestas no se disparen a menos que se detecte
alguna amenaza por parte de un patégeno (Lukasik y Takken, 2009). Las mutaciones en
los genes Avr que codifican las proteinas efectoras del patdégeno parecen ser mas
frecuentes que en los genes R, sin embargo existen polimorfismos en los loci de los genes
R que pueden superar ampliamente el polimorfismo de otros loci y también pueden
reducir la adaptacion del patégeno (Hammond-Kosack y Jones, 2000; Dangl y Jones, 2001;
Dangl y McDowell, 2006).

Hasta el momento se conoce muy poco sobre las proteinas blanco vegetales y cémo
son modificadas por las proteinas efectoras. En este contexto es importante identificar
proteinas de la planta que interaccionen con proteinas efectoras bacterianas para
entender los mecanismos moleculares de resistencia o enfermedad y que puedan

conducir a la identificacién de nuevas proteinas blanco o proteinas R (Alfano, 2009).

1.4-Cancrosis de los citricos

1.4.1-Caracteristicas del género Xanthomonas

El género Xanthomonas, incluye a bacterias que estan asociadas a plantas aunque
no siempre como patdgenos. Se trata de bacterias Gram-negativas, de la subdivisién
Gamma de Proteobacteria, generalmente con forma de bacilo y aerobios obligados
(Bradbury, 1984). Se mueven por la presencia de un unico flagelo polar y las colonias se
caracterizan por poseer una fuerte coloracién amarilla debido a la producciéon del
pigmento xantomonadina, asociado a la membrana bacteriana y que cumpliria un rol
protector frente a danos fotobioldgicos (Starr y Stephens, 1964; Jenkins y Starr, 1982;

Rajagopal y col., 1997).
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Las especies del género poseen un amplio rango de hospedador que incluye
alrededor de 68 familias de plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas, como arboles
frutales, solanaceas, brasiciaceas y cereales, sin embargo cada especie posee un rango
muy limitado (Hayward, 1993) Las especies vegetales que sirven como hospedadoras del
patégeno se indican con la denominacion patovar (pv.) y dentro del género Xanthomonas
existen alrededor de 140 patovares distintos (Hayward, 1993). Por ejemplo, X. axonopodis
pv. citri afecta a plantas Rutdceas, principalmente de los géneros Citrus, Fortunella y
Poncirus (Brunings y Gabriel, 2003) y X. campestris pv. vesicatoria afecta a especies de los
géneros Capsicum y Lycopersicon (Thieme y col.,, 2005). Estas bacterias, causan una
variedad de sintomas incluyendo necrosis, cancrosis, puntos y manchas, afectando a
diversas partes de las plantas, incluyendo hojas, tallos y frutos (Leyns y col., 1984).
Inicialmente las especies del género se clasificaron individualmente seglin su rango de
hospedador, y luego se agruparon en la especie Xanthomonas campestris que se sub-
dividio en patovares diferentes (Dye y Lelliot, 1974; Starr, 1981). Después de varias
reclasificaciones taxondmicas, aln sigue en debate la nomenclatura y clasificacion de las
19 especies y los 140 patovares que aproximadamente existen en la actualidad (Schaad y
col., 2000; Vauterin y col., 2000; Rademaker y col., 2005).

Dentro del género Xanthomonas se han reportado diferencias especificas de cepa
en los mecanismos de virulencia y esto podria reflejar adaptaciones particulares de las
bacterias a sus respectivas plantas hospedadoras. Por lo tanto, las estrategias de
virulencia descriptas para patovares y cepas individuales de Xanthomonas spp., no

necesariamente se aplican a otras bacterias del género (Bittner y Bonas, 2010).

1.4.2-Epidemiologia y caracteristicas principales de la enfermedad

La cancrosis de los citricos es una enfermedad causada por bacterias Gram-
negativas fitopatégenas del género Xanthomonas. Es una enfermedad que afecta al
género citrus en todo el mundo y produce grandes dafios econdmicos. Esta enfermedad
es considerada endémica en el sudeste Asiatico y se ha expandido hacia la mayoria de las
zonas productoras de citricos del mundo (Graham y col., 2004). En Sudamérica se
encontré primero en Brasil, y luego en otros paises incluyendo Argentina, donde la
enfermedad se considera endémica desde 1990, y actualmente afecta tanto a las regiones
del nordeste (NEA) como del noroeste (NOA) productoras de naranjas y mandarinas, y

limones y pomelos, respectivamente. En muchos paises, la enfermedad estd sujeta a

18



Introduccion

estrictos programas de cuarentena y erradicacion, que incluyen la remocién y destruccion
de los arboles infectados y todos aquellos que estan a una distancia determinada,
considerados expuestos a la enfermedad (Stall y col., 1980; Graham y col., 2004). Algunas
medidas preventivas de la enfermedad incluyen la aplicacion de bactericidas en aerosol a
base de cobre, que reduce la poblacién bacteriana en la superficie de las hojas, y la
desinfeccion de maquinarias y ropa de los trabajadores para evitar la dispersion de
material contaminado con la bacteria a través de grandes distancias. La aparicidn de la
enfermedad también implica una restriccién del mercado y comercializacion de los
citricos producidos en las zonas afectadas (Graham y col., 2004).

Existen diferentes tipos de cancrosis, la cancrosis tipo A o cancrosis Asiatica, que se
encuentra mas expandida a nivel mundial y que afecta actualmente a nuestro pais, es la
forma de cancrosis mas severa, alcanza a todos los tipos de citricos, incluyendo hibridos y
es causada por Xanthomonas axonopodis pv. citri (X. citri o X. campestris pv. citri)
(Graham vy col., 2004). La cancrosis tipo B o South American canker, es causada por X.
axonopodis pv. aurantifolii y fue aislada en algunas quintas de pomelo y limén en
Argentina, Paraguay y Uruguay (Canteros, 2001). También existen la cancrosis tipo C o
Key lime canker, causada por X. axonopodis pv. aurantiflolii, la cancrosis tipo D o Mexican
bacteriosis y la cancrosis tipo E, nursery canker o citrus bacterial spot, causada por X.
axonopodis pv. citrumelo (Gabriel y col., 1989; Graham y col.,, 1990a y b; Graham vy
Gottwald, 1991; Canteros, 1999; Graham y col., 2004).

La enfermedad aparece durante los periodos de temperaturas elevadas vy
abundantes precipitaciones, que coincide con el inicio del verano (Graham y col., 2004).
La temperatura éptima estimada para el establecimiento de la enfermedad es entre 20 y
30 oC (Koizumi, 1977). Durante las lluvias, los vientos dispersan la bacteria y fuerzan su
ingreso a la planta a través de estomas o heridas provocadas por tormentas o insectos
como el minador del citrus asidtico (Phyllocnistis citrella). El tamafio del poro estomatico,
la estructura del estoma o diferencias en la formacién de la cuticula de las células de la
guarda (par de células epidérmicas especializadas que bordean un poro o estoma,
también denominadas células oclusivas), son criticos para la resistencia a la entrada de la
bacteria. Los tallos y hojas mas jovenes e inmaduros son mas susceptibles a la cancrosis
ya que los estomas estan mas abiertos y la cuticula no ha terminado de formarse (Stall y
col., 1982). Todos los cultivares de citricos son susceptibles a la cancrosis aunque varia el

grado de sensibilidad (Gottwald y col., 2002). Se ha observado que algunas variedades de
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mandarina son moderadamente resistentes, sin embargo esta resistencia no se debe a
una resistencia fisioldgica activa de la planta ya que no se detecta cuando los citricos son
inoculados artificialmente con la bacteria por los métodos de herida o presion. Por lo
tanto, la resistencia observada a campo se relaciona con el tamafio y nimero de estomas
abiertos disponibles que no permiten la entrada de la bacteria a la planta, y con la

ausencia de brotes foliares frecuentes y abundantes (Brunings y Gabriel, 2003).

1.4.3-Sintomas de la enfermedad y ciclo de vida del patégeno

Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) es el principal agente causal de la cancrosis
tipo A o cancrosis Asidtica (Graham vy col., 2004). La bacteria es capaz crecer
epifiticamente sobre la superficie de la planta antes de ingresar al tejido vegetal a través
de estomas o heridas (figura 1.3). Xac se establece en el espacio intercelular o apoplasto
vegetal, que incluyendo la pared celular, corresponde a toda el drea que se encuentra
fuera de la membrana plasmatica a través de la cual difunden el agua y los nutrientes. A
diferencia de otras bacterias del género, como X. campestris pv. campestris que ingresa a
su planta hospedadora a través de heridas y se esparce sistémicamente por el xilema
generando putrefaccion y marchitamiento (Alvarez y col.,, 1994), Xac sélo produce
sintomas en el sitio de ingreso a la planta hospedadora y no se vuelve sistémica.

A medida que la bacteria se multiplica en el espacio intercelular del tejido
meristematico y del parénquima de hojas, tallos y frutos, induce hipertrofia (aumento del
tamarfio) e hiperplasia celular (aumento de las divisiones mitdticas) (Lawson y col., 1989;
Duan y col., 1999). Se produce una pérdida del espacio libre intercelular que pone en
contacto las pareces celulares y aumenta el ingreso de agua desde el xilema por
capilaridad (Brunings y Gabriel, 2003). Ademas, Xac sintetiza el exopolisacarido xantano
altamente higroscdépico que contribuye a la hidratacién de la zona infectada. Las lesiones
se elevan, engrosan y oscurecen dando como resultado el cancro caracteristico. Por
ultimo, la epidermis de la hoja se rompe como consecuencia de la hiperplasia celular
inducida por el patdégeno, facilitando la salida de la bacteria hacia la superficie de la
planta, que eventualmente se dispersara por accion de las lluvias y vientos, comenzando
nuevamente su ciclo de infeccién (Brunings y Gabriel, 2003) (figura 1.3). Xac es un
patégeno de plantas obligado, es decir que es incapaz de sobrevivir fuera de los tejidos
vegetales infectados por periodos de tiempo prolongados. Las bacterias permanecen con

vida en los margenes de las lesiones en hojas y frutos hasta que éstos caen de la planta.
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En ciertos estudios, se observd que Xac puede sobrevivir unos pocos dias sobre el suelo, y
meses si se encuentra sobre hojas o frutos en descomposicién (Graham y col., 1989;
Graham y col.,, 2004). Hasta el momento, no se ha encontrado un vector especifico
(aparte de los seres humanos) que transporte al patégeno desde un sitio a otro. Estas
evidencias confirman que Xac debe cumplir con su ciclo de vida dentro de la planta

hospedadora hasta colonizar otro nicho, ya que de lo contrario no es capaz de sobrevivir.

Ingreso estomatico

Ruptura epidérmica Formacion de cancros

Figura 1.3. Ciclo de vida de X. axonopodis pv. citri en la cancrosis de los citricos.

Xac infecta hojas, tallos y frutos y puede persistir epifiticamente sobre la superficie de la planta (1)
antes de ingresar al tejido vegetal a través de estomas o heridas (2). Luego del crecimiento y
multiplicacion en el apoplasto (3) se visualiza la infeccion como manchas circulares que se
engrosan y oscurecen formando el cancro caracteristico (4). Finalmente la epidermis del tejido
vegetal se rompe como resultado de la hiperplasia inducida por el patégeno (5) permitiendo que
se liberen células bacterianas que pueden ser dispersadas luego por la lluvia y el viento hacia
nuevos focos infecciosos comenzando un nuevo ciclo. Adaptado de Gottig y col., 2010.

A nivel macroscépico, los sintomas de la enfermedad se manifiestan como manchas
circulares y humedas, inicialmente en la cara abaxial de las hojas, en tallos y frutos. Luego

estas manchas aumentan su tamafio y se extienden en ambas caras de las hojas, a
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medida que la bacteria se multiplica en el espacio intercelular. Las manchas se
transforman en ampollas que luego se convierten en pustulas esponjosas, blancas o
amarillentas. Las pustulas se oscurecen y engrosan formando un cancro marrdn, corchoso
y rugoso al tacto (figura 1.4). Las lesiones mas viejas tienen el centro hundido y, a veces,
un halo clorético amarillo alrededor. En los frutos los cancros son mas profundos pero no
llegan a penetrar la cascara, aunque la muerte del tejido vegetal facilita el ingreso de
hongos que aceleran el proceso de putrefaccion (figura 1.4). En arboles muy infectados

puede ocurrir defoliacidn y abscisién prematura de los frutos (Brunings y Gabriel, 2003).

Figura 1.4. Sintomas de la cancrosis de los citricos.

Fotografias de frutos (A) y hojas (B) de Citrus sinensis con lesiones de cancrosis tipicas en la
cascara y la cara adaxial de la hoja. Se puede observar el cancro marrdn y corchoso caracteristico,
que en las hojas estd rodeado por areas cloréticas amarillentas. Tomado de Garavaglia, 2010.

1.5-Xanthomonas axonopodis pv. citri. Caracteristicas principales

El genoma de Xac fue secuenciado completamente (da Silva y col., 2002) y
comprende un cromosoma circular de 5 Mpb y dos plasmidos naturales pXAC33 y pXAC64
de 33 y 64 kpb, respectivamente. La secuenciacidn del genoma aporta nuevas
perspectivas sobre la identificacion y funciéon de genes o clusters génicos que pueden
estar involucrados en la patogénesis. Los genes mas relevantes identificados vy
caracterizados hasta el momento incluyen genes que codifican para la adhesién celular y
elementos estructurales de la superficie bacteriana, sistemas de secrecién de proteinas,
toxinas, enzimas que degradan la pared celular vegetal y otras involucradas en la
respuesta al estrés oxidativo producido en los tejidos vegetales infectados (Van Sluys y

col., 2002; Astua-Monge vy col., 2005; Gottig y col., 2010).
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A continuacién se describen algunos de los sistemas y moléculas caracterizadas en
Xac en relacién con la cancrosis de los citricos (figura 1.5), que favorecen su supervivencia

y potencian la patogenicidad en plantas:

-Numerosos genes que codifican proteinas efectoras putativas se identificaron en el
genoma de Xac pero unos pocos han sido caracterizados (Hajri y col., 2009). Los mas
estudiados pertenecen a la familia AvrBs3 que contienen repeticiones de 34 aminodcidos
en su secuencia. El gen de patogenicidad mds caracterizado dentro de esta familia es
pthA, esencial para causar la enfermedad y sus sintomas. La insercidn de este gen en
otras Xanthomonas confiere la habilidad de generar cancrosis en los citricos, mientras
gue mutaciones del mismo impiden: que la bacteria se multipliqgue en la planta
hospedadora, que genere humedecimiento y cancros necrdticos (Swarup y col., 1991).
Ademas se vio que cuando pthA se expresa en el interior de células hospedadoras se
generan los sintomas de la cancrosis: hipertrofia, hiperplasia y muerte celular (Duan y
col., 1999). En el genoma también hay otros tres alelos de pthA, de los cuales dos serian
funcionales. PthA también produce HR en plantas no hospedadoras (Duan y col., 1999),
indicando que ademas de ser una proteina de patogenicidad y producir enfermedad,
también determina el rango de hospedador y es requerida para producir la HR (Swarup y
col., 1992; Brunings y Gabriel, 2003). Otros miembros de la familia AvrBs3 que fueron
caracterizados son Apll (Fujikawa y col., 2006), HssB3.0 (Shiotani y col., 2007) y AvrTaw
(Rybak y col., 2009).

Otras proteinas putativas encontradas son AvrXacEl y AvrXacE2 que a pesar de la
baja homologia que poseen con proteinas de estructura y funcidon conocida, se agrupan
con proteinas efectoras putativas de otros fitopatégenos y se han clasificado como
miembros de la familia de efectores XopE (White y col., 2009). AvrXacEl y AvrXacE2
poseen una triada catalitica de aminoacidos cisteina, histidina y acido aspartico, por lo
gue se las ha agrupado con proteinas del tipo péptido-N-glicanasas (PNGasas) (Nimchuk y
col., 2007). También poseen motivos de N-miristoilacion en sus regiones N-terminales
(Thieme y col., 2007). Xac3090 es otro gen de Xac que codifica una proteina efectora del
tipo LRR y que se agrupa con efectores de la familia XopL (White y col., 2009). El motivo
LRR, encontrado también en proteinas eucariotas y proteinas R, estaria involucrado en

interacciones proteina-proteina (Kobe y Kajava, 2001; Jones y Dangl, 2006).
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Figura 1.5. Caracteristicas principales de X. axonopodis pv. citri.

Esquema de los mecanismos de patogenicidad mas importantes de Xac que participan durante la
interaccion con plantas hospedadoras de citrus. Se representan el exopolisacarido (EPS) xantano,
el sistema de secrecién de proteinas tipo Il (SSTT) encargado de translocar directamente al
citoplasma vegetal proteinas efectoras como PthA. Los sistemas Sec y Tat que transportan
proteasas y toxinas hacia el periplasma bacteriano para luego ser secretados por el sistema de
secrecidon de proteinas tipo dos (SSTD); y el sistema de secrecion tipo V (SSTV) que transporta la
adhesina no fimbrial XacFhaB. También se representan el péptido natriurético tipo planta XacPNP,
la proteina tipo hairpin Hpal y receptores y proteinas R de la célula vegetal.

-Al menos un homodlogo al sistema de secrecion de proteinas tipo V de dos
componentes (TPS, por two-partner secretion) estd presente en el genoma de Xac (da
Silva y col., 2002) (figura 1.5). Este sistema, esta compuesto por dos componentes, una
proteina transportadora formadora de poros localizada en la membrana externa (TpsB) y
una proteina transportada (TpsA). Las proteinas TpsA comparten una regién N-terminal
altamente conservada, el dominio TPS, de aproximadamente 250 residuos esenciales para
la secrecidn a través del canal formado por la proteina TpsB (Jacob-Dubuisson y col.,
2001; Clantin y col., 2004). Este sistema secreta grandes proteinas o dominios proteicos,
en su mayoria adhesinas o hemolisinas, y se ha identificado en muchos géneros
bacterianos, incluyendo patdégenos de humanos, animales y plantas. La hemaglutinina
filamentosa (FHA, del inglés filamentous hemagglutinin) del agente causal de la tos ferina

Bordetella pertussis, FhaB, es la mas caracterizada; y es secretada por FhaC que actua
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como el componente TpsB del sistema TPS (Jacob-Dubuisson y col., 1999). Existen pocos
ejemplos de sus homdlogos en patdgenos de plantas. Xac posee un gen que codifica una
hemaglutinina tipo FhaB, denominada XacFhaB que seria secretada por el componente
TpsB putativo del sistema TPS, denominado XacFhaC, codificado corriente arriba del gen
XacFhaB (figura 1.5). XacFhaB contiene un péptido sefial seguido de un dominio TPS
conservado que contiene todos los residuos del dominio TPS de B. pertussis que son
esenciales para la secrecion (Hodak y col., 2006). En el laboratorio se construyd la cepa de
Xac AXacFhaB que mostré una deficiencia en la adhesién entre bacterias y sobre la
superficie de hojas de naranja cuando se inoculd en plantas de citrus (Gottig y col.,
2009a). Ademas, produjo lesiones mds dispersas y menor numero de cancros que la cepa
salvaje, sugiriendo que esta proteina es crucial en los estadios iniciales del proceso de
infeccion en los que se produce la unién de la bacteria al tejido vegetal (Gottig y col.,
2009a). Por el contrario, la cepa mutante en la proteina transportadora putativa XacFhac,
posee un fenotipo de virulencia intermedio semejante a la infeccidn con la cepa salvaje,
sugiriendo que XacFhaB podria ser secretada también por otro componente aln no
identificado. En resumen, esta adhesina no fimbrial es importante para las etapas iniciales
del proceso infectivo y favorece la colonizacién del tejido facilitando la adherencia de la

bacteria a las células vegetales (Gottig y col., 2010).

-Una caracteristica del género Xanthomonas es la sintesis del xantano, un
exopolisacdrido (EPS) acido ramificado formado por la polimerizacién de unidades
pentasacarido repetitivas que contienen glucosa, manosa y acido glucurénico (lelpi y col.,
1993). Se produce comercialmente a gran escala a partir de cultivos de la especie X.
campestris pv. campestris (Xcc) y es utilizado por sus propiedades reoldgicas como agente
espesante en las industrias alimenticias y farmacéuticas (Katzen y col., 1998). La
produccién de xantano estd regulada por un factor difusible llamado DSF (del inglés
diffusible signal factor) derivado de acidos grasos que actuaria como una molécula de
sefializacion entre células. Al igual que otras bacterias patdgenas, Xac regula la expresién
de muchos de sus genes a través del quorum sensing; mediante sistemas
transcripcionales de dos componentes percibe estimulos y moléculas de sefalizacion
difusibles y activa cascadas de transduccién de sefiales que regulan la expresién génica
(Brunings y Gabriel, 2003; Torres y col., 2007). El xantano se produce principalmente al

final de la fase logaritmica y contintia durante el resto de la fase de crecimiento (Katzen y
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col., 1996), y puede permanecer asociado a la célula formando una capsula o esparcirse
por el medio con una consistencia fluida (figura 1.5). Por sus propiedades hidrofilicas y
aniénicas cumpliria un rol protector contra la deshidratacién, permitiria concentrar
nutrientes y minerales como asi también reducir el contacto con moléculas hidrofébicas o
cargadas y aumentar la adhesién a superficies. El xantano es regulado por los genes rpf
(Tang y col., 1991). Se sintetiza, polimeriza y secreta por los productos génicos del cluster
gum vy estructuralmente estda compuesto por un esqueleto de (B-1,4)-D-glucosa con
cadenas laterales de trisacdridos de manosa-(B-1,4)-acido glucurdnico-(B-1,2)-manosa
unidos a residuos de glucosa alternados por uniones a-1,3 (Katzen y col., 1996). El cluster
génico gum de Xac y Xcc son altamente homdlogos, comprenden 16 kpb y poseen 12
marcos abiertos de lectura (gumB a gumM) que codifican las proteinas necesarias para la
biosintesis del xantano (da Silva y col., 2002; Moreira y col., 2004).

Numerosos estudios sobre el rol del EPS en la patogenicidad muestran una
disminucion en la virulencia de mutantes deficientes en xantano (Katzen y col., 1998;
Dharmapuri y Sonti, 1999; Kemp y col., 2004; Rigano y col., 2007). Sin embargo en Xac,
mutantes en el gen gumD que cataliza la primera reaccion en la sintesis del xantano, son
deficientes en la produccién de este EPS, pero permanecen patogénicas en plantas de
citrus al igual que la cepa salvaje, demostrando que en esta interaccion en particular el
EPS no modula la virulencia del patégeno (Dunger y col.,, 2007). Las mutantes AgumD
mostraron una deficiencia en la supervivencia bajo condiciones de estrés oxidativo en la
fase estacionaria de crecimiento, asi como en la supervivencia epifitica sobre hojas de
citrus. Estos resultados sugieren que el xantano no cumple un rol esencial en la cancrosis
de los citricos en las etapas iniciales de la infeccion pero facilita el mantenimiento de la
bacteria sobre la planta hospedadora, posiblemente mejorando la colonizacién de tejidos

distantes (Dungery col., 2007).

-Los biofilms consisten en una comunidad estructurada de células bacterianas
rodeadas por una matriz polimérica autoproducida y adherida a una superficie viva o
inerte que actuaria durante la enfermedad favoreciendo la sobrevida de la bacteria frente
a situaciones de estrés como la deshidratacion o concentraciones elevadas de
compuestos antimicrobianos producidos por la planta (Dow y col.,, 2003). En Xac, el
xantano y las adhesinas son necesarias para la formacién de biofilms bacterianos (Monds

y O'Toole, 2009). En el laboratorio se observé que la mutante AXacFhaB es incapaz de
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formar biofilm y contrarresta este efecto sobreproduciendo xantano. Por otro lado, el
xantano podria mantenerse en la matriz extracelular de manera adhesina-dependiente
(Gottig y col., 2009a). En resumen, la adhesina XacFhaB y el EPS xantano de Xac estarian
involucrados en las interacciones bacteria-bacteria necesarias para formar biofilms y para
mejorar la supervivencia epifitica que facilitan la colonizacidn de los tejidos vegetales.
Estas moléculas también estan involucradas en la movilidad bacteriana conduciendo a

cancros mas grandes en las hojas infectadas (Gottig y col., 2009a).

-En las bacterias fitopatdgenas el sistema de secrecion de proteinas tipo dos (SSTD)
permite la secrecién celulasas, pectinasas, toxinas, fosfatasas alcalinas, xilanasas y
proteasas para degradar los componentes de la pared celular del hospedador. La
secrecion de estas proteinas al medio extracelular consiste en un proceso de dos etapas
(Finlay y Falkow, 1997; Lee y Schneewind, 2001). En la primera, las proteinas secretadas
son transportadas a través de la membrana interna citoplasmatica utilizando la via sec-
dependiente (Pugsley, 1993) o la via twin-arginina (Tat) (Voulhoux y col., 2001)
dependiendo de la naturaleza del péptido sefial de la proteina a secretar. En la segunda
etapa, las proteinas son secretadas desde el periplasma a través de la membrana externa
y hacia el medio extracelular por el aparato de secrecién de tipo I, cuyos componentes
son codificados por aproximadamente 12 a 16 genes dependiendo del sistema. Xac posee
dos agrupamientos génicos completos para el SSTD, llamados xcs y xps, ademas de los
genes sec (da Silva y col.,, 2002) (figura 1.5). La presencia de 30 a 40 genes que
potencialmente codifican enzimas que degradan la pared celular en el genoma de Xcc y
de Xac es indicativo de la importancia de estos genes en la patogénesis de Xanthomonas.
Se ha visto en diversos estudios que la actividad elicitora que inducen las enzimas que
degradan la pared celular vegetal es debida a los oligosacaridos que son liberados por la

accién de estas enzimas sobre la pared celular mds que por las enzimas mismas.

-El sistema de secrecion tipo IV (SSTC) permite la unidn de la bacteria a la pared
celular del hospedador por medio de un pilus o fimbria que al retraerse acerca a ambas
células permitiendo la liberacidon de proteinas y macromoléculas bacterianas dentro del
citosol de la célula hospedadora (Christie, 2001). Al igual que el SSTT (descripto mds
adelante) es un complejo multimérico que forma una estructura de tipo pili que puede

atravesar las dos membranas celulares bacterianas e interactuar con otras células
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procariotas o eucariotas liberando proteinas o ADN en el citosol celular (Ward vy col.,
2002). EI SSTC no se encuentra ampliamente distribuido entre las bacterias Gram-
negativas como otros sistemas de secrecidn. Xac posee dos clusters génicos que codifican
componentes del SSTC, uno localizado en el plasmido pXAC64 y el otro en el cromosoma
principal, aunque este ultimo estd incompleto (da Silva y col., 2002). El SSTC, también
denominado “sistema de conjugacién adaptado”, localizado en pXAC64 es necesario para
la transferencia por conjugacidn de plasmidos que poseen un sitio de movilizacién u oriT

(Alegriay col., 2005).

-Un gen particular de Xac es el que codifica para un péptido del tipo péptidos
natriuréticos de planta denominado XacPNP (figura 1.5), que no se encuentra en ningun
otro fitopatégeno o bacteria, al menos de los secuenciados hasta el momento
(Nembaware y col., 2004). Los péptidos natriuréticos (PNs) se identificaron en numerosas
especies de vertebrados donde estarian involucrados en la regulacion del balance de agua
y sales. En las plantas superiores, los PNPs (por plant natriuretic peptide) inducen
numerosas respuestas que contribuyen a la regulacidon de la homeostasis y el crecimiento,
a través de incrementos rapidos y transientes en los niveles de GMP ciclico celular que
promueven el movimiento de iones, aumentando el ingreso neto de agua dentro de las
células, asi como la apertura de estomas (Gehring e Irving, 2003; Ludidi y col., 2004). Los
PNPs se inducen en condiciones de estrés osmotico y deprivacion de K* y se localizaron en
el apoplasto vegetal y en los tejidos vasculares (Meier y col., 2008). XacPNP posee
similitud de secuencia significativa e idéntica organizacidon de dominios con PNPs (Gottig y
col.,, 2008). Una cepa mutante en XacPNP (AXacPNP) construida en el laboratorio,
produce lesiones de cancrosis mas necréticas que la cepa salvaje lo que conduce a una
temprana muerte celular bacteriana. Esto sugiere que XacPNP permite al patdgeno
modificar las respuestas del hospedador para crear condiciones favorables para su propia
supervivencia (Gottig y col., 2008; Gottig y col., 2009b). Estudios de protedmica en hojas
de citrus infectadas con Xac salvaje y AXacPNP mostraron que la principal diferencia de la
infeccion entre ambas cepas se encuentra en proteinas involucradas en el metabolismo
del carbono vy el proceso de fotosintesis sugiriendo que AXacPNP causa
considerablemente una mayor reduccién en la expresion de genes fotosintéticos
(Garavaglia y col., 2010a). Se observé que la aplicaciéon de la proteina XacPNP

recombinante en hojas de citrus aumenta los niveles de expresiéon de estas proteinas
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fotosintéticas ademas de causar respuestas fisiolégicas como la apertura de estomas
(Garavaglia y col., 2010b y c). Estos resultados sugieren que Xac ha adquirido y adaptado
un péptido natriurético tipo planta que mimetiza su funcién para mantener las
condiciones de la planta hospedadora de la forma mds adecuada para su estilo de vida
biotréfico, modulando directa o indirectamente la funcidn de los cloroplastos; XacPNP
probablemente actua frente a las respuestas de defensa de la planta hospedadora

contrarrestando la disminucion de la fotosintesis.

-Recientemente en el laboratorio se ha caracterizado un gen perteneciente al
cluster hrp que codifica una proteina de tipo hairpin denominada Hpal (figura 1.5). Las
proteinas hairpin son secretadas por el SSTT, no poseen péptido sefial N-terminal, son
ricas en glicina y no poseen residuos de cisteina (Alfano y Collmer, 1997). Son capaces de
elicitar respuestas de defensa y HR en plantas pero no se consideran proteinas efectoras.
En Xanthomonas, la familia Hpal/HpaG es capaz de inducir HR (Kim y col., 2003). Se
observé que Hpal de Xac poduce respuesta HR en plantas no hospedadoras de tabaco,
pimiento y Arabidopsis, mientras que en plantas hospedadoras de naranja produjo una
respuesta de defensa débil sin fenotipo visible (Sgro y col., 2012). Una cepa mutante en
hpal produjo menor nimero de cancros que la cepa salvaje de Xac en hojas de citrus. La
ausencia de Hpal también dificultd la agregacién bacteriana en solucién e in planta. A
pesar de que Hpal induce respuestas de defensa en plantas no hospedadoras y en menor
grado, en plantas hospedadoras, el rol principal en la cancrosis de los citricos radicaria en
la alteracién de la estructura del mesofilo del tejido vegetal y en el agregado de las células

bacterianas, por lo tanto incrementando la virulencia y patogenicidad (Sgro y col., 2012).

1.6-Sistema de secrecion de proteinas tipo III

1.6.1-Caracteristicas generales
Al igual que diversos patdégenos de animales como Yersinia, Salmonella y Shigella
spp. que transfieren proteinas efectoras directamente en el interior de las células
animales a través del SSTT, los patégenos de planta también utilizan este sistema para
translocar proteinas efectoras y otros elicitores en el citoplasma de las células vegetales
(Alfano y Collmer, 1997). Xac, al igual que otros patdégenos Gram-negativos, utiliza el SSTT

para transportar proteinas efectoras al interior de la célula eucariota hospedadora. El
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cluster que codifica el SSTT se denomina hrp (por respuesta HR y patogenicidad) porque
es esencial para la patogenicidad y virulencia en plantas hospedadoras y para el
desencadenamiento de la respuesta HR en plantas resistentes y no hospedadoras
(Lindgren y col., 1986; Bonas y col., 1991; Alfano y Collmer, 1997; Blttner y Bonas, 2002;
Dunger y col., 2005; Bittner y He, 2009). Bacterias mutantes en este sistema de secrecion
no son capaces de multiplicarse en los tejidos vegetales de plantas hospedadoras, lo que
impide la colonizacion de la planta y la posterior dispersién del patdgeno, asi como
tampoco son capaces de producir respuesta HR en plantas hospedadoras resistentes o
plantas no hospedadoras, este fenotipo, producto de la mutacion en uno o varios genes
hrp, se conoce como “fenotipo hrp” (Alfano y Collmer, 1997). El SSTT se encuentra
conservado en bacterias patogénicas de plantas y animales (Biittner y Bonas, 2002;
Hueck, 1998) y se diferencia de otros sistemas de secrecidn porque las proteinas
secretadas no poseen péptido sefial N-terminal procesable; la secrecidn no es sec-
dependiente; requieren de proteinas chaperonas para la secreciéon de algunas de las
proteinas y del contacto con la célula hospedadora para la activacién total del sistema de

secrecion (Hueck, 1998).

1.6.2-Cluster génico hrp en bacterias fitopatégenas

El SSTT es codificado por el reguldon hrp que incluye genes regulatorios,
componentes efectores y estructurales del aparato de secrecién y otros genes asociados
(Alfano y Collmer, 1997). Los genes hrp y hrc (por hrp conservados) se han caracterizado
principalmente en 4 especies de patégenos de plantas Gram-negativos representativos: P.
syringae (que produce enfermedad en poroto), Erwinia amylovora (que afecta manzanas
y peras), Ralstonia solanacearum (que ocasiona marchitamiento en tomate) y X.
campestris pv. vesicatoria (Xcv) (que produce la mancha bacteriana en tomate vy
pimiento) (Boucher y col., 1987; Steinberger y Beer, 1988; Arlat y col., 1991; Bonas y col.,
1991; Galdn y Wolf-Watz, 2006). En estas bacterias los genes hrp se encuentran
agrupados en clusters de aproximadamente 25 kpb en el cromosoma (Alfano y Collmer,
1997) y se clasificaron en dos grupos de acuerdo a la similitud en los genes, la estructura
de los operones y los sistemas regulatorios (Alfano y Collmer, 1996). Los clusters hrp de P.
syringae y E. amylovora pertenecen al grupo |, y los clusters hrp de R. solanacearum y X.
campestris al grupo Il. La principal diferencia entre los grupos | y Il radica en la regulacién

de los clusters. En el grupo | los genes estan regulados por la proteina HrpL (Xiao y col.,
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1994; Wei y Beer, 1995), un miembro de la subfamilia ECF (funcion extracitoplasmatica)
de factores sigma; que a su vez se encuentra bajo el control del sistema de dos
componentes HrpX/HrpY (Wei y col., 2000). En el grupo Il, los operones se activan por una
proteina de la familia AraC de activadores transcripcionales, denominada HrpB en R.
solanacearum y HrpX en Xcv (Wengelnik y Bonas, 1996; Alfano y Collmer, 1997; Vasse y
col., 2000; Noél y col., 2001), que a su vez son activadas por el regulador de respuesta
HrpG (Wengelnik y col., 1996b; Brito y col., 1999). A pesar de estas diferencias, los genes
hrp de ambos grupos generalmente estan reprimidos en medios de cultivo ricos o
complejos y se expresan in planta y en medios de cultivos que mimetizan los fluidos
intercelulares vegetales (Bonas, 1994). En general, los genes involucrados en la virulencia
bacteriana se localizan en regiones del genoma que muestran caracteristicas de islas de
patogenicidad, es decir, regiones flanqueadas por repeticiones directas, elementos con
secuencias de insercion (IS), genes que codifican ARNt, integrasas o transposasas (Hacker
y Kaper, 2000). También, pueden presentar diferencias en el contenido de guaninas y
citosinas (G+C) que es indicativo de una transferencia génica horizontal. Muchos de los
clusters hrp caracterizados se encuentran en regiones genémicas con caracteristicas de
islas de patogenicidad, ya sea en el cromosoma principal o en plasmidos movilizables
(Alfanoy col., 2000).

Los clusters hrp de muchas bacterias fitopatégenas han sido secuenciados vy
caracterizados, y dentro del género Xanthomonas se conocen algunos como el de Xcv,
Xac, Xoo y X. axonopodis pv. glycines (Blttner y Bonas, 2002; da Silva y col., 2002; Kim y
col., 2003; Zhu y col., 2000). El cluster hrp de Xcv es el mds estudiado hasta el momento y
sirve como modelo para el estudio de este aparato de secrecién en otras Xanthomonas
(figura 1.6B) (Wengelnik y col., 1996b; Rossier y col., 2000). Comprende una regién de 23
kpb y seis operones, hrpA-hrpF (Noél y col., 2002; Weber y col., 2005). De las 22 proteinas
codificadas por estos genes, 9 son genes hrc conservados y al igual que en otras bacterias
constituyen el centro del translocdn tipo lll. El cluster hrp de Xcv es parte de una isla de
patogenicidad (Buttner y Bonas, 2002; Thieme y col., 2005) y ademas codifica proteinas
del tipo Hpa (por hrp asociadas) que no son esenciales para la induccion de respuesta HR
en interacciones incompatibles, pero tienen un rol importante en la patogenicidad. Por
ejemplo mutantes en la proteina HpaA de Xcv, codificada en el operdon hrpD y rodeada
por verdaderos genes hrp, no pueden crecer o producir sintomas de enfermedad en

plantas susceptibles, pero todavia son capaces de inducir respuesta HR en plantas
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resistentes a pesar de que la reaccion es parcial (Bonas y col., 2000). En Xcv el cluster
también contiene la secuencia codificante de algunas proteinas efectoras como XopD,

que en general se encuentran en otras regiones del genoma (figura 1.6B).

A-Cluster hrp de Xac
Operén hrpA hrpB hrpC hrpD hrpEORH hrpF
117 ' n mm m i EEE
hrp B7 B5B4 B2Bf1 P D5D6E F
hre C T N J u v QRS
hpa 2 1 A B F
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B-Cluster hrp de Xcv
Operén xopAORF4 x0pD hrpA hrpB hrpC hrpD  hrpE hrpF
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Figura 1.6. Cluster hrp en Xanthomonas.

Esquema de las regiones gendmicas que contienen a los clusters hrp de X. axonopodis pv. citri
(Xac) (A) y X. campestris pv. vesicatoria (Xcv) (B). Los rectangulos de colores corresponden a
marcos abiertos de lectura (ORF), las flechas indican la orientacién de los operones hrp, y los
puntos corresponden a cajas PIP en las regiones promotoras de los genes u operones. En la parte
superior de los esquemas se indican los nombres de los operones y en la parte inferior se indican
los nombres de los genes hrp, hrc y hpa, respectivamente. IS: secuencia de insercion. Las barras
indican 2 kb de longitud. Adaptado de Dunger y col., 2005 y Biittner y Bonas, 2002.

El nimero y la organizacién de los genes en los cluster hrp de Xac y Xcv estan
altamente conservados entre los dos patégenos (Thieme y col., 2005; da Silva y col.,
2002). El cluster hrp de Xac abarca una region de mas de 23 kpb y codifica 25 genes,
desde hpa2 hasta hpaF (figura 1.6A) (da Silva y col., 2002). También contiene los nueve
genes hrc conservados y genes que contribuyen en la interaccién con la planta llamados
genes hpa (hrp-assosiated) como la proteina tipo hairpin Hpal, descripta anteriormente
(Sgro y col., 2012). El cluster hrp de Xac es parte de una isla de patogenicidad debido a
gue tiene distinto contenido de G+C respecto del resto del genoma e incluye elementos
genéticos movilizables como transposasas (Brunings y Gabriel, 2003). En el laboratorio se
demostrd que varios genes hrc y hrp de Xac (por ejemplo: hrcN, hrcQ, hrcR, hrcS y hrpF)
son necesarios para la patogenicidad en plantas de citricos, lo que confirma la

importancia del SSTT en la interacciéon Xac-citricos (Dunger y col., 2005). Ademas, se
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construyd una mutante de Xac en el operén hrpB, y se demostré que la region hrp
mutada es esencial para la patogenicidad en hojas de citricos ya que un mes después de
la inoculacién con altas concentraciones de bacteria (10’ UFC/ml) no se observé el
fenotipo de la cancrosis, ni crecimiento bacteriano sobre las hojas (Dunger y col., 2005).
Cuando la mutante es infiltrada en hojas de plantas no hospedadoras tampoco se observa
HR. Estos resultados indican que el sistema de secrecidn tipo lll y en particular el operdn
hrpB, es esencial para la patogenicidad de Xac en plantas hospedadoras y para inducir la
respuesta hipersensible (HR) en plantas no hospedadoras (Dunger y col., 2005). Mutantes
de Xcv en los genes del operén hrpB mostraron el mismo fenotipo, indicando que
también son componentes esenciales del SSTT para la patogenicidad y virulencia de esta
bacteria (Rossier y col., 2000). Estos fenotipos probablemente se deben a que las
bacterias mutantes no pueden introducir las proteinas efectoras y otras moléculas

elicitoras, como PthA de Xac, en las células vegetales.

1.6.3-Estructura de la maquinaria de secrecion

El SSTT es una maquinaria nanomolecular compleja formada por mas de 20
componentes proteicos (Blittner, 2012). El complejo de secrecion transmembrana esta
asociado a un apéndice filamentoso extracelular denominado pilus que serviria como
canal para el transporte de las proteinas efectoras bacterianas que son secretadas al
interior de la planta hospedadora (Weber y col., 2005; Galan y Wolf-Watz, 2006; Biittner y
He, 2009). En conjunto la estructura del inyectisoma del SSTT es similar a la del flagelo,
formado por un cuerpo basal que atraviesa la membrana interna y externa bacteriana
que estabiliza toda la estructura y permite el anclaje del pilus extracelular, hueco y
tubular, de distinta composicion y longitud dependiendo de la especie (figura 1.7) (Galdn
y Collmer, 1999; Erhardt y col., 2010). Debido a la compleja arquitectura que presenta el
SSTT se asume que el ensamblado del mismo ocurre de manera jerarquica y que los
componentes extracelulares se secretan antes que las proteinas efectoras (Bittner,
2012). Algunas bacterias poseen mas de un SSTT, aunque todavia no esta claro si todos
son funcionales o participan de interacciones con distintos hospedadores. El SSTT
también se encontré en bacterias no patogénicas o simbiontes, aunque tampoco se
conoce el rol que cumple en estas interacciones (Bittner, 2012).

Durante las ultimas dos décadas se construyeron mutantes no polares en casi todos

los genes del cluster hrp de R. solanacearum, P. syringae pv. syringae y E. amylovora, a fin
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de comprender el rol de cada uno de ellos y el funcionamiento del SSTT. De estos estudios
surge que el aparato de secrecién requiere 9 genes altamente homdlogos y conservados
entre bacterias patdgenas de plantas y animales que codifican las proteinas que
componen el centro del aparato de secrecion en la membrana interna y externa
bacteriana. Estos genes son denominados hrc (por hrp conservados) (Alfano y Collmer,
1997; Tampakaki y col., 2004). Las estructuras de la membrana interna y externa estarian
unidas por una estructura central periplasmatica con forma de varilla. Este “core” del
SSTT estaria compuesto por 13 proteinas donde todas menos 2 parecen estar
ampliamente conservadas. Comparaciones de secuencia muestran que todas las
proteinas Hrc excepto HrcC, tienen homoélogos involucrados en el exporte especifico del
flagelo o en etapas tempranas de la biogénesis del flagelo. En todos los clusters hrp, los 6
genes hrc predichos que codifican un sistema derivado del flagelo para la translocacion
sec-independiente a través de la membrana interna (hrcN, hrcR, hrcS, hrcT, hrcU y hrcV)
estdn en operones distintos de aquel que contiene el gen hrcC que media la translocacion
de proteinas a través de la membrana externa (figura 1.7). HrcC es miembro de la
superfamilia de proteinas de membrana externa PulD/plV, involucradas en la secrecion
tipo Il (PulD) y secrecidon de fagos filamentosos (plV) (Genin y Boucher, 1994). Estas
proteinas forman homomultimeros en la membrana externa que permiten la salida de
proteinas o fagos e inducen el operdn psp (del inglés phage shock protein). HrcC de Xcv
también induce este operén, implicando que la via tipo Ill también utiliza un multimero
formador de un canal en la membrana externa (Wengelnik y col., 1996a). Una mutante de
P. syringae pv syringae en hrcC acumula en el periplasma parte de la proteina haripin
HrpZ que normalmente es secretada, y mutantes en hrcU acumulan la proteina
exclusivamente en el citoplasma (Charkowski y col., 1997), mostrando que HrcU se

localiza en membrana interna y HrcC en la membrana externa (figura 1.7).
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Figura 1.7. Estructura y componentes principales de la maquinaria del SSTT.

En este esquema se representa la estructura del SSTT y las proteinas principales que componen
los anillos del sistema de secrecidn localizados en la membrana interna y externa bacteriana, y la
estructura filamentosa o pilus Hrp que se extiende desde la superficie bacteriana hasta alcanzar la
célula hospedadora donde a través de la proteina formadora de poros HrpF, se crea un canal a
través de la membrana citoplasmatica vegetal para permitir la translocacién de proteinas
efectoras. MP: membrana plasmatica, PC: pared celular, ME: membrana externa bacteriana, P:
periplasma, MIl: membrana interna bacteriana. Adaptado de Dunger, 2007.

Hasta el momento no se ha purificado la estructura supramolecular completa del
SSTT de bacterias patdgenas de plantas, sin embargo el pilus Hrp se ha caracterizado en la
mayoria de los patdégenos que poseen un SSTT activo (Roine y col., 1997; Van Gijsegem vy
col., 2000; Jin y col., 2001; Weber y col., 2005; Blttner y He, 2009). Las secuencias de
aminodcidos de la subunidad constitutiva del pilus Hrp de distintas especies es
hipervariable, pero la estructura secundaria de todas ellas es similar y consiste en
estructuras de tipo a-hélices (Lee y col., 2005a; Weber y Koebnik, 2005), sugiriendo que el
pilus estd constantemente evolucionando para evadir el sistema de vigilancia y defensa
de la planta (Buttner y He, 2009). En Xanthomonas la proteina HrpE es el principal

constituyente estructural del pilus Hrp (figura 1.7). El mayor desafio para el pilus es
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atravesar la pared celular vegetal rigida (Roine y col., 1997; Van Gijsegem y col., 2000) y
permitir la secrecion de la proteina translocadora que se inserta en la membrana
plasmatica de las células vegetales. En Xcv se identificé la proteina translocadora HrpF,
donde se observé que la secrecidn de esta proteina es esencial para la translocacion de
proteinas efectoras y ademas induce la formacién de canales de iones en bicapas lipidicas
artificiales, sugiriendo que es el componente del canal de translocacion (figura 1.7)
(Buttner y col., 2002). Muchos SSTT secretan proteinas extracelulares del tipo hairpins
(Wei y col., 1992; He y col., 1993; Arlat y col., 1994), ricas en glicina y estables al calor,
capaces de inducir respuestas de defensa en las plantas cuando se inoculan en el
apoplasto vegetal en altas concentraciones (He y col.,, 2004). Evidencias recientes
sugieren que estas proteinas podrian ser importantes para la translocacién de proteinas
efectoras (Kvitko y col., 2007).

La proteina HrpB2 es esencial para la formacién del pilus Hrp e interacciona con
HpaC y el extremo C-terminal de HrcU, que a su vez pueden interaccionar entre si. Las
evidencias sugieren que la interaccion HrcU-HrpB2 es necesaria para la secrecion eficiente
de HprB2. La funcidon de HpaC seria determinar la especificidad de sustrato entre la
secrecion de HrpB2 y la secrecion de proteinas efectoras. HpaC probablemente
interacciona e induce un cambio conformacional en el dominio C-terminal de HrcU, que
actuaria como un sitio aceptor de sustratos del SSTT (Weber y col., 2005; Lorenz y col.,
2008; Lorenz y Bittner, 2011; Schulz y Buttner, 2011). También se vio interaccién de HrcU
de Xcv y P. syringae con proteinas secretadas (Lorenz y col., 2008; Bittner, 2012).

Todos los SSTT caracterizados tienen una ATPasa de membrana interna
citoplasmatica (HrcN) (figura 1.7) con similitud de secuencia a la subunidad B catalitica de
la ATPasa F1 mitocondrial. La ATPasa F1 es un heterohexdmero entre subunidades a y 3
gue forman un canal central (Abrahams y col., 1994). Sin embargo, en el SSTT no se
encontrd una subunidad similar a la subunidad a. Pozidis y col. (2003) observaron que la
ATPasa HrcN de P. syringae se activa por homo-oligomerizacion y estd asociada
periféricamente a la membrana plasmatica. En Xcv se observé que HrcN interacciona con
numerosas proteinas citoplasmaticas y de membrana interna como HpaC y la chaperona
HpaB (Lorenz y Bittner, 2009). La ATPasa del SSTT aportaria la energia necesaria para el
proceso de secrecidn y seria importante para desplegar y unir los efectores que van a ser
translocados hacia la célula vegetal (Lorenz y Bittner, 2009). La estructura citoplasmatica

denominada anillo Cy formada por proteinas de la familia YscQ como HrcQ, interaccionan
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con proteinas efectoras y chaperones y podria actuar como un reclutador de proteinas a
ser secretadas. Las proteinas secretadas por este sistema no poseen péptidos sefial N-
terminal conservados pero en general poseen una composicion aminoacidica similar y
una estructura terciaria desordenada que permitiria el reconocimiento de las proteinas a

través del anillo Cy la ATPasa (Bittner, 2012).

1.6.4-Regulacion del cluster hrp en Xanthomonas

Los patrones de expresién de los genes hrp en los géneros Erwinia, Pseudomonas,
Ralstonia y Xanthomonas son muy similares, estos genes son reprimidos cuando las
bacterias crecen en medio de cultivo rico, pero se inducen a altos niveles cuando se
encuentran en el apoplasto de plantas o en intimo contacto con células de la planta
(Schulte y Bonas, 1992a y b; Alfano y Collmer, 1997; Wengelnik y Bonas, 1996). Los genes
hrp se inducen en etapas tempranas luego del contacto con el hospedador. En P.
syringae, se detectd la expresién in planta de los genes hrp luego de 1 h post inoculacion
y continué aumentando por al menos 6 hs luego del contacto inicial (Rahme y col., 1992).
Existen inductores no especificos de la expresién de los genes hrp que se encontraron in
planta que estan siendo caracterizados, pero aun no es clara la naturaleza de la seiial
inductora. Cuando se percibe un estimulo se activa una cascada de proteinas reguladoras,
gue mediante uno o varios factores de transcripcion especificos regulan finalmente la
expresion de los genes del cluster (Hueck, 1998) (figura 1.8). Los genes del SSTT también
se inducen en medios de cultivo minimos, de composicidn variable seguin la especie o
patovar bacteriano, como el medio XVM2 utilizado en Xcv y Xac (Wengelnik y col., 1996a;
Bonas, 1994; Wei y col.,, 1992; Schulte y Bonas, 1992a y b). Diversas condiciones
ambientales también influyen en la expresion de los genes hrp durante una infeccién
(Tang y col., 2006).

La expresion génica del SSTT estd regulada a nivel transcripcional y post-
traduccional (Schulte y Bonas, 1992b). En Xac y Xcv, estan involucradas dos proteinas
regulatorias, HrpG y HrpX. A diferencia de lo que sucede en bacterias como E. amylovora
(Wei y Beer, 1995), P. syringae (Grimm y Panopoulos, 1989; Xiao y col.,, 1994) y R.
solanacearum (Genin y col., 1992), los genes regulatorios de Xac y Xcv estan localizados
fuera del operdn hrp y sus regiones flanqueantes (aproximadamente a 1 Mpb) (Wengelnik
y col., 1996b). Los genes hrpG y hrpX estan proximos entre si y se transcriben en

direcciones opuestas.
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En Xcv, la expresion de los genes hrp se ha estudiado intensamente usando
mutantes génicas y fusiones trasncripcionales de los genes hrp y sus promotores al gen
reportero gusA, y se observé que se inducen in planta, en medio condicionado de tomate
(TCM) (Schulte y Bonas, 1992b) y en medio minimo sintético XYM2 (Wengelnik y col.,
1996b). La expresion esta reprimida en medio complejo excepto la del gen hrpE que tiene
un nivel basal de expresidn pero luego aumenta cuando se crecen las bacterias en medio
XVM2 (Wengelnik y Bonas, 1996). HrpX es una proteina con homologia a activadores
transcripcionales de la familia AraC/XylS y se observé que es indispensable para la
activacion transcripcional de los cinco loci hrpB a hrpF en Xcv, mientras que la expresion
de hrpA 'y hrpX es independiente de HrpX, indicando la presencia de otro gen regulatorio,
descubierto mas tarde y denominado HrpG (Wengelnik y col., 1996b; Wengelnik y Bonas,
1996). HrpX de Xcv se une a elementos regulatorios en cis conservados denominados
cajas promotoras inducibles en planta (cajas PIP) con la secuencia consenso TTCGC-Njs-
TTCGC, que estadn presentes en las regiones promotoras de los genes hrp activados por
HrpX. Otros genes activados por HrpX poseen cajas PIP imperfectas (que difieren en la
longitud del motivo Nis) y un motivo promotor -10 (Koebnik y col., 2006). Las regiones
promotoras de varios genes de Xanthomonas identificados y algunos de los genes hrp
presentan secuencias motivo del tipo caja PIP (promotor inducible en plantas). El
homoélogo de HrpX en R. solanacearum, HrpB, es similar a nivel de aminoacidos pero
existen algunas diferencias en la regulacion mediada por estas proteinas. Por ejemplo,
HrpB de R. solanacearum estd parcialmente autorregulado (Genin y col., 1992) y el gen
hrpA1 se co-transcribe con hrpB por lo que su expresion depende de HrpB; mientras que
en Xcv HrpX no se autorregula y no controla la expresién de hrpA (Wengelnik y Bonas,
1996).

El gen hrpG codifica un activador transcripcional perteneciente a la familia OmpR,
con elevada similitud de secuencia con reguladores de respuesta de sistemas de dos
componentes bacterianos. Mediante la construccion de mutantes génicas y fusiones
transcripcionales en Xcv, se determind que hrpG es esencial para la activacion de los 7 loci
de hrpA a hrpF y del gen hrpX, sugiriendo que es el primer gen de la cascada regulatoria
(Wengelnik y col., 1996b). HrpG es activador transcripcional de hrpX 'y hrpA; y ademas se
observé que regula negativamente su propia transcripcidon. Utilizando sistemas de dos
hibridos en levaduras, se observd que HrpG de Xac interacciona con un sensor quinasa de

un sistema de dos componentes y otras proteinas bacterianas de funciéon desconocida

38



Introduccion

(Alegria y col., 2004). Si bien no es claro si este sensor quinasa tiene la capacidad de
fosforilar el dominio receptor de HrpG o si la fosforilacion de HrpG es importante para el
correcto funcionamiento de la proteina, por diversos estudios con mutaciones puntuales
en hrpG de Xcv se ha sugerido que los cambios conformacionales en la proteina tienen un
rol importante en la regulacion del SSTT (Wengelnik y col., 1999). La proteina HrpG, en
muchos casos por medio de HrpX, controla también la expresion de proteinas efectoras y
otros factores de virulencia (Astua-Monge vy col., 2005; Noél y col.,, 2001; Noél y col.,

2002).

Célula vegetal

MP |
-
3 :-;-" Estimulo
ME
MI
/’ / Bacteria
hrpG hrpX

YA

{ HrpX

hrpA hrpB /(rpc \Bpf)hrpE hrpF

T mArT

Figura 1.8. Modelo de regulacion del cluster hrp.

Modelo propuesto en X. campestris pv. vesitatoria para la regulacion del cluster hrp mediante las
proteinas regulatorias HrpG y HrpX. MP: membrana plasmatica de la célula vegetal; PC: pared
celular vegetal; ME: membrana externa bacteriana; MIl: membrana interna bacteriana. Adaptado
de Wengelnik y col., 1996b.

HrpG es homoéloga a proteinas HrpG de otras Xanthomonas y a proteinas
reguladoras de respuesta de la familia OmpR. Estd mas relacionada con la proteina Chvl
de Agrobacterium tumefaciens y Rhizobium spp., TctD de Salmonella typhimurium y
proteinas PhoB de Escherichia coli (Makino y col., 1986), Shigella flexneri, Rhizobium

meliloti y Klebsiella oxytoca (Wengelnik y col., 1996b). La conservacidn de secuencia entre
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estas proteinas es significativamente mayor en el extremo C-terminal. En su extremo N-
terminal contienen residuos de aminoacidos conservados que se encuentran en la
proteina reguladora de quimiotaxis CheY, y que formarian una estructura terciaria
involucrada en la fosforilacion y activacién de la proteina. El extremo C-terminal posee
residuos conservados con miembros de la familia OmpR que forman el motivo de unién al
ADN. Este motivo pertenece a la familia de factores de transcripcién del tipo hélice-giro-
hélice (HTH, hélix-turn-helix) y se denomina HTH doble alado (wHTH, winged HTH) que se
caracteriza por tener uno o dos motivos de laminas B (las “alas”) flanqueando el motivo
HTH (Kenney, 2002). En Xcv, la expresién de hrpG es baja en medio rico, aumenta 4 veces
en medio minimo XVM2, y es independiente de cualquier otro loci hrp (Wengelnik y col.,
1996b).

En Xcv se ha propuesto un modelo regulatorio de los genes del cluster hrp, en el
cual HrpG es uno de los dos componentes de un sistema regulatorio y actuaria junto a
otro componente aun no identificado que probablemente esté asociado a la membrana
interna citoplasmatica para percibir estimulos externos inductores del SSTT y fosforilar a
HrpG en un residuo de acido aspartico (figura 1.8). De acuerdo a este modelo, HrpG
regularia positivamente la expresién del gen hrpXy el locus hrpA, mientras que reprimiria
su propia transcripcion. HrpX luego activaria la transcripcién de los loci hrpB a hrpF en
forma de homodimero (Wengelnik y col., 1996b). En este modelo alin no se conoce una
proteina asociada o no a las membranas bacterianas que perciba la sefial externa para
activar el cluster, y tampoco se conoce la naturaleza del estimulo externo. La regulacién
de HrpG también se desconoce tanto a nivel transcripcional como post-traduccional, es
decir si es capaz de fosforilarse para adoptar un estado activo, si forma homodimeros y

como se une a las regiones promotoras de los genes que regula.
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2. OBJETIVOS

2.1-Objetivos generales

El objetivo general del presente trabajo de tesis es el estudio de genes bacterianos
involucrados en la interaccidon planta-patégeno que resulta en la enfermedad cancrosis de
los citricos, causada por el fitopatégeno Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac). Se
propone estudiar diferentes proteinas efectoras de Xac a fin de elucidar los mecanismos
moleculares que posibilitan la interaccién compatible con plantas hospedadoras; y el
estudio de la proteina HrpG como reguladora del SSTT que es esencial para la
translocacidn de proteinas y moléculas efectoras directamente en el interior de la célula

vegetal contribuyendo a la virulencia y patogenicidad de Xac.

2.2-Objetivos especificos

Segun el objetivo general planteado se propusieron los siguientes objetivos

especificos:

e Continuar el estudio de las proteinas efectoras AvrXacEl, AvrXacE2 y Xac3090
iniciado previamente en el laboratorio mediante la complementacién de cepas mutantes
de Xac en los genes codificantes de dichas proteinas efectoras, la construccidon de una
cepa doble mutante AavrXacE1/E2 y su caracterizacion durante la cancrosis de los citricos.

e Analizar la localizacidn subcelular de las proteinas efectoras bacterianas AvrXacE1l,
AvrXacE2 y Xac3090 en células vegetales a fin de dilucidar el rol que cumplen dentro de la
planta hospedadora.

e Construir una cepa de Xac sobreexpresante del regulador HrpG y una cepa
mutante en el gen hrpG. Estudiar la patogenicidad y virulencia de las cepas construidas en
la interaccion con plantas hospedadoras y no hospedadoras.

e Evaluar la secrecién de diversos factores de virulencia, la movilidad bacteriana y la
expresion génica en las cepas de Xac relacionadas con el regulador HrpG.

e  Obtener la proteina HrpG recombinante y caracterizar molecularmente su funcién
regulatoria mediante el analisis de su union a secuencias promotoras de genes del cluster

hrp.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1-Cultivos bacterianos y vectores

3.1.1-Cepas

Las cepas de Escherichia coli, Xanthomonas y Agrobacterium tumefaciens utilizadas

en este trabajo de tesis se detallan en la tabla 3.1.

Tabla 3.1. Cepas bacterianas.

Nombre de la cepa Genotipo Referencia
Escherichia JM109 ? recAl, endAl, gyrA96, thi, hsd R17, Yanish-Perron
Coli supE44, relAl1, A(lac-proAB)/F y col., 1985

[traD36 proA” proB* lacl® AlacZ M15]

DH5a F reaAl $80d lacZAM15 endAl Bethesda
gyrA96 thil hsdR17 supE44 relAl Research
deoR AlaczZY A-argF) U169 Laboratories

BL21 (DE3) F- dcm ompT hsdSg(rg" mg’) gall lon NOVAGEN

plys S*° A(DE3) pLysS, CIn'

BLR® BL21(DE3) recA” (F- dcm ompT NOVAGEN
hsdSg(rg” mg’) gall lon A(DE3)) A(srl-
recA)306::Tn10), Tc'

S17-1 294::[RP4-2-(Tc::Mu) (Km::Tn7) pro  de Lorenzoy
res ArecA, Tp', mod” Timmis, 1994

Xanthomonas Xacwt Xanthomonas axonopodis pv. citri, Canteros, 1999

(Xcc99-1330)

XacAhrpB

XacAavrXacEl

XacAavrXacE2

XacAxac3090

cepa salvaje, Ap'

mutante hrpB de Xcc99-1330, Ap',

Km'".

mutante avrXacE1l de Xcc99-1330,
Ap', Sp', Sm".

mutante avrXacE2 de Xcc99-1330,
Ap', Gm".

mutante Xac3090 de Xcc99-1330,
Ap', Gm".

(INTA Bella
Vista)

Dungery col.,
2005

Dungery col.,
2012

Dungery col.,
2012

Dungery col.,
2012
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XacAavrXacE1/E2

XacAavrXacElc

XacAavrXacE2c

XacAxac3090c

XacHrpG

XacR210C

XacAhrpG

XacAhrpGc-HrpG

XacAhrpGc-R210C

Agrobacterium GV3101/pMP90
tumefaciens

mutante doble avrXacE1 y avrXacE2
de Xcc99-1330, Ap', Sp’, Sm', Gm".

XacAavrXacEl complementada,
conjugada con plasmido pBBR1MCS-
2 con el gen avrXacE1, Ap', Sp’, Sm',
Km".

XacAavrXacE2 complementada,
conjugada con plasmido pBBR1MCS-
2 con el gen avrXacE2, Ap', Sp", Sm’,
Km".

XacAXac3090 complementada,
conjugada con plasmido pBBR1MCS-
2 con el gen Xac3090, Ap', Sp’, Sm',
Km".

Xcc99-1330 conjugada con plasmido
pBBR1MCS-3 con el gen hrpG, Ap',
Tc'.

Xcc99-1330 conjugada con plasmido
pBBR1MCS-3 con el gen hrpG
mutante en el aminodcido 210 (Arg
por Cys) que codifica para la proteina

mutante R210C, Ap', Tc'
mutante hrpG de Xcc99-1330, Ap',

r

Sp.
XacAhrpG complementada,
conjugada con plasmido pBBR1MCS-
3 con el gen hrpG, Ap', Sp', Tc".

XacAhrpG complementada,
conjugada con plasmido pBBR1MCS-
3 con el gen hrpG mutante en el
aminodcido 210 (Arg por Cys) que
codifica para la proteina mutante
R210C, Ap', Sp', Tc'.

Rif’, Gm'

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Koncz y Schell,
1986

® cepa bacteriana derivada de E. coli K12.
® cepa bacteriana derivada de E. coli B, cepas generales de expresidn de proteinas que no poseen
la proteasa lon y la proteasa de membrana externa ompT, que pueden degradar proteinas
durante la purificacion (Weiner y col., 1994; Grodberg y Dunn, 1988)
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3.1.2-Medios de cultivo y condiciones de crecimiento
Los medios de cultivo que se emplearon para el crecimiento de las cepas utilizadas

en este trabajo se describen en la tabla 3.2.

Tabla 3.2. Medios de cultivo.

Nombre Composicion Referencia
Luria-Bertani (LB)  Peptona 10,0 g/l, Extracto de levadura 5,0 g/I, NaCl Sambrook y
5,0 g/l col., 1989
Silva Buddenhagen Peptona 5,0 g/l, Extracto de levadura 5,0 g/I, Dungery
(SB) Sacarosa 5,0 g/l, Acido glutamico 1,0 g/I, pH7 col., 2007
Medio XVM?2 Fructosa 10 mM, Sacarosa 10 mM, casaminoacidos Wengelnik y

0,3 g/I, NaCl 20 mM, KH,PO4 0,16 mM, K,HPO,4 0,32 Bonas, 1996
mM, MgS0O, 5 mM, FeSO4 0,01 mM, CaCl, 1 mM

Estos medios se utilizaron en cultivos liquidos y sélidos, estos ultimos se obtuvieron
mediante el agregado de agar a una concentracion final de 15 g/l. Segun los
requerimientos de cada cepa, los medios de cultivo fueron suplementados con los
antibidticos correspondientes en las siguientes concentraciones finales: ampicilina (Ap),
100 pg/ml para E. coliy 25 pg/ml para Xac; gentamicina (Gm), 20 pug/ml para E. coliy para
Xac; kanamicina (Km), 40 pug/ml para E. coli y Xac; estreptomicina (Sm), 100 pug/ml para E.
coli y 50 pug/ml para Xac; espectinomicina (Sp), 50 ug/ml para E. coliy 25 pg/ml para Xac;
tetraciclina (Tc) 14 pug/ml para E. coli y Xac, cloranfenicol (CIn), 30 ug/ml para cepas de
expresion de E. coli. Los cultivos se crecieron en medio aerdbico con agitacidon constante,
a 28 2C para las cepas de Xanthomonas y a 37 2C para las cepas de E. coli. Agrobacterium
tumefaciens se crecid a 28 2C en medio LB con los antibiéticos rifampicina (Rf), 100 pug/ml;

Gm, 25 pg/ml; Sm/Sp, 100 pg/ml.

3.1.3-Vectores
Los plasmidos o vectores utilizados durante este trabajo de tesis se detallan en la

tabla 3.3.
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Tabla 3.3. Plasmidos utilizados.

Nombre

Descripcion

Referencia

pBluescript Il
KS+

pET28-a

pET32-a

pET32-am*

pK19mobGll

pKRP13

pBBR1MCS-2

pBBR1MCS-3

oriR(ColE1), MSC, lacZ, ori R(f1), Ap". Vector de clonado
que permite seleccién de colonias blancas y azules.

ori(pBR322), MSC, origen f1, promotor T7, lacl, Km'.
Permite expresar proteinas bajo el control del promotor
de la ARN polimerasa del fago T7. Las proteinas
expresadas en este sistema quedan fusionadas a un
péptido de 6 His consecutivas que posibilitan su
purificacién mediante afinidad a una resina de Ni-NTA.

Stratagene

Novagen, USA

ori(pBR322), MSC, origen f1, promotor T7, lacl, trxA, Ap'. Novagen, USA

Permite expresar la proteina tiorredoxina de E. coliy
proteinas de fusidn a tiorredoxina bajo el control del
promotor de la ARN polimerasa del fago T7. Las
proteinas expresadas en este sistema también pueden
quedar fusionadas a un péptido de 6 His consecutivas
que posibilitan su purificacion mediante afinidad a una
resina de Ni-NTA.

Derivado del vector comercial pET32-a (Novagen, USA)
modificado con el fin de realizar fusiones a tiorredoxina
(Trx) de E. coliy a un péptido de 6 His consecutivas bajo
el control del promotor de la ARN polimerasa del fago
T7.

derivado pUC, oriV, mob, MSC, gusA, lacZa, Km'. Vector
suicida movilizable que permite la disrupcion de genes
por integracién plasmidica y el intercambio de
marcadores por doble evento de recombinacion en
cepas de Xanthomonas, entre otras bacterias gram
negativas.

derivado de pUC, Sm', Sp’, Ap". Contiene casete de
resistencia a Sp/Sm.

rep, mob, MSC, lacZa, Km'. Permite realizar clonados en
E. coliy puede ser transferido a Xanthomonas por
conjugacioén biparental desde la cepa movilizadora de
amplio rango de hospedador E. coli S17-1. Permite
expresion constitutiva de genes.

rep, mob, MSC, lacZa, Tc". Permite realizar clonados en
E. coliy puede ser transferido a Xanthomonas por
conjugacion biparental desde la cepa movilizadora de
amplio rango de hospedador E. coli S17-1. Permite
expresion constitutiva de genes.

Garavaglia,
2010

Katzen y col.,
1999

Reecey
Phillips, 1995

Kovach y col.,
1995

Kovach y col.,
1995
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pBBR1IMCS-5 rep, mob, MSC, lacZa, Gm'. Permite realizar clonados en Kovach y col.,
E. coliy puede ser transferido a Xanthomonas por 1995
conjugacioén biparental desde la cepa movilizadora de
amplio rango de hospedador E. coli S17-1. Permite
expresion constitutiva de genes.

pMP2444(GFP) vector con secuencia codificante de la proteina Stuurmany
autofluorescente EGFP (por enhanced GFP) obtenidaa  col., 2000
partir del plasmido pEGFP-1 de Clontech, Palo Alto, CA,
USA. La secuencia digerida con las enzimas BamHI-Xbal
se ligé al vector pBBRIMCS-5 (Gm', Kovach y col., 1995).

pCHF3 origen de replicacion para E. coli y A. tumefaciens, Sp' Jarvis y col.,
para seleccién bacteriana, T-ADN definido con borde 1998
derecho y borde izquierdo, nptll (Km") para seleccién en
plantas bajo promotor 35S del virus del mosaico del
coliflor (CaMV), MSC con promotor 35S CaMV. Vector
binario que permite la transformacion de plantas
mediada por Agrobacterium.

pPROBE-NT replicon pBBR1, gen reporter gfp, sitio de multiple Miller y col.,
clonado Hindlll = EcoRI (Km") 2000

*el vector pET32-a original (Novagen, USA) fue modificado a fin de eliminar la regién que codifica
el sitio inmunogénico S-tag y el sitio de reconocimiento para la proteasa enteroquinasa,
manteniendo el sitio de reconocimiento para la proteasa trombina. Para ello, se amplificd la
regidon de interés por PCR con oligonucledtidos especificos usando como molde el vector
comercial. Posterior a la digestion del producto amplificado con las enzimas de restriccién Xbal y
BamHlI, el fragmento fue nuevamente clonado al vector pET32a digerido con las mismas enzimas.
MSC: multiple sitio de clonado.

3.2-Técnicas relacionadas con la manipulacion de acidos nucleicos

3.2.1-Técnicas de ADN recombinante
Las técnicas y protocolos basicos de ADN recombinante se realizaron siguiendo los
métodos estdndares descriptos en Sambrook y col. (1989) o de acuerdo a las
recomendaciones de los fabricantes y/o proveedores de los insumos y reactivos
utilizados. Por ejemplo, las preparaciones de ADN plasmidico, la electroforesis en geles de
agarosa, las digestiones de ADN con enzimas de restriccion, la recuperacion y purificacion
de ADN a partir de geles de agarosa, las reacciones de ligacion de fragmentos de ADN y

las transformaciones de células de E. coli con ADN plasmidico.
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Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se realizaron y optimizaron

siguiendo los procedimientos generales descriptos por Kidd y Ruano (1995). La

amplificacién de los fragmentos de ADN de interés se verific6 mediante secuenciacion.

Para reacciones de chequeo, retrotranscripciones (RT) y PCR a partir de ADNc se utilizo la

enzima GoTaq polimerasa (Promega) con una temperatura éptima de amplificacion de 72

oC. Para amplificar secuencias con alta fidelidad, como en clonados, complementaciones

de mutantes y secuencias promotoras se utilizé la enzima Pfx50 (Invitrogen) con una

temperatura éptima de amplificacién de 68 eC. Se prepararon soluciones stock de dNTPs

10 mM y de oligonucledtidos 10 uM.

3.2.2-Oligonucleotidos

Los oligonucledtidos utilizados en las reacciones de PCR durante este trabajo de

tesis se detallan a continuacion en la tabla 3.4:

Tabla 3.4. Oligonucléotidos.

Nombre Secuencia 5’-3’
XAC0286UK GTCCGGTACCATCGGAGAGCGACATGGGA
XAC0286D2 CGGTGTCGACATACCAGAAAGCCTGCCTTG
XAC3224U ACAGTCCATGGAAATGGGTTGCACTATCTCAAC
XAC3224D CGGTGTCGACCATCACCGGTTACTGGCTCTG
XAC3224UK ACATGGTACCAATGGGTTGCACTATCTCAAC
XAC3224D2 CGGTGTCGACGCTCTGCTCGCACAGCTG
XAC3090UK GTCCGGTACCGGGCGCTTCACCATTAC
XAC3090D2 CGGTGTCGACAGGTGCCGGGCTTGTTT
XAC3090SL ACATCCCGGGTGTTGTGTGGAATTGTGAGC
HIS AGTTGAGCTCCTTTGTTAGCAGCCGGATC
HIS2 AGTTGAATTCCAGCAGCCAACTCAGCT

GFPSU ACATGTCGACATGGTGAGCAAGGGCGAG
GFPSD CGGTCTCGAGTTACTTGTACAGCTCGTCCA
HrpGKpnlup GACTGGTACCGTGCATGAACGACCACTCTCCC

HrpGXholdown
HrpGBamHIup
5’up EcoRl
5'down Smal
3'up Sall

3 down Hindlll
oligo-Sp
phrpX up
phrpX down
phrpG up
phrpG down

GCATCTCGAGATCAAACACCCTTCGCTTTAA
GACTGGATCCATGAACGACCACTCTCCC
GATCGAATTCCCGGTCTCTCTCTTTGGG
AGCTCCCGGGGAGTGGTCGTTCATTTAGG
GCATGTCGACCGATACGGAGGCAACGAC
TAGCAAGCTTCAGACACCGCTCACTGCC
TCTGATAGTTGAGTCGATAC
GCATAAGCTTCAGTGATCTGCCCTCGTGTC
GCATCTGCAGGATCGCTGCAAAGTAAGTGG
GCATAAGCTTTGCCGACCTATTCCAGTCAC
GCATCTGCAGCGTCAACAGGAACACCGATC
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16S ARNr up TGGTAGTCCACGCCCTAAACG

16S ARNr down CTGGAAAGTTCCGTGGATGTC

hrpX-RT up CGATGATGAGGTCAGTTTGT

hrpX-RT down  ACTGCGCAAAGCAATTCAAC

hrcC-RT up TTCGTCTGGTACTACGATGG

hrcC-RT down  CCGAAACGGTATCCACATAC

hrpE-RT-up ATCAGGATCCATGGAATTATTACCGCAAATCAG
hrpE-RT-down  ATACAAGCTTTTACTGGCCAACGAGCTGCTT
hrpB2-RT-up ATCAGGATCCAACCAAGCGCTTGTGAATCG
hrpB2-RT-down ATACAAGCTTCTATTGGTTCTTGACCAGTG

3.2.3-Preparacion de ADN gendémico de Xanthomonas axonopodis pv. citri

El ADN gendmico se prepard a partir de células de Xanthomonas crecidas en 10 ml
de medio SB (tabla 3.2) con el agregado del antibidtico correspondiente segin cada cepa
(tabla 3.1) a 28 °C con agitacidon constante hasta alcanzar saturacion. Se ajustd la
densidad dptica del cultivo a 0,3 medida a 600 nm y se centrifugd un volumen de 1,5 ml a
5000 rpm durante 2 min. El pellet celular se resuspendié en 1 ml de agua destilada estéril
y se centrifugd a 5000 rpm durante 2 min resuspendiéndolo posteriormente en 500 ul de
solucion de TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM) con ayuda de una pipeta. A la mezcla
anterior se adicionaron 15 pl de SDS 20 % (p/v) y 3 ul de proteinasa K 20 mg/ml (Sigma-
Aldrich). Mediante movimientos suaves se mezcld el tubo y se incubé a 37 eC por el
término de 1-1,5 hs. Transcurrido el periodo de incubacién, se agregaron 167 pl de NaCl 5
M mezclando suavemente vy, posteriormente se adicionaron 80 ul de solucion
precalentada de CTAB/NaCl (10 g de CTAB y 4,1 g de NaCl en 100 ml de agua), se mezcld y
se incubd por 15 min a 65 2C. Se agregaron 700 ul de una mezcla compuesta por
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se mezclé durante 10 min y se centrifugd por 5 min
a velocidad maxima. Inmediatamente, se removid la fase acuosa que se colocd en un tubo
nuevo. Se agregaron 500 pl de una mezcla compuesta por fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1), se mezclé durante 10 min y se centrifugd nuevamente por 5 min a
velocidad maxima. En un tubo nuevo, se transfirieron 300-500 ul de la fase acuosa y se
agregaron 0,6 voliUmenes de isopropanol. Seguidamente, se agité el tubo hasta la
observacion de un precipitado blanco, se incubd 10 min a -70 2C y se centrifugd durante
25 min a velocidad maxima. Se descarto el sobrenadante, se lavé el ADN con 900 ul de
etanol 70% (v/v) y se centrifugd a velocidad maxima durante 5 min. Se descartd

cuidadosamente el sobrenadante (utilizando una micropipeta) y se secéd el pellet

48



Materiales y Métodos

obtenido. Finalmente, se resuspendié en 25-100 ul de buffer TE (Tris-HCl pH 8 10 mM,
EDTA pH 8 1 mM). La solucidn obtenida se almacend a 4 2C hasta el momento de su
utilizacién (Ausubel y col., 1987). Se verificd la preparacion de ADN en un gel de agarosa
al 0,7 % y en caso de ser necesario se incubé el ADN gendmico con ARNasa libre de
ADNasa a concentracién final 150 pug/ml durante 30 min a 37 2C para eliminar el ARN

contaminante en la muestra.

3.3-Mutagénesis de genes de Xanthomonas axonopodis pv. citri

3.3.1-Conjugacion bacteriana

La conjugacion bacteriana se utilizd como herramienta para la introducciéon de
pldsmidos replicativos o vectores suicidas en Xanthomonas. La cepa aceptora de
Xanthomonas se cultivé en medio SB (tabla 3.2) a 28 2C y los cultivos de la cepa dadora E.
coli S17-1 transformada con los plasmidos de interés se crecieron en medio LB (tabla 3.2)
a 37 2C con los antibidticos correspondientes, en agitacion, durante toda la noche hasta
alcanzar saturacién. Luego, se realizd una dilucién 1:10 en medio fresco de la cepa
aceptora y se incubd en agitacién a 28 2C durante 2-5 hs hasta alcanzar una densidad
Optica de 1,0-1,2 a 600 nm. Por otro lado, se realizé una dilucion 1:10 del cultivo saturado
de la cepa dadora en medio LB fresco y se incubd en agitacidn durante 1-2 hs hasta
alcanzar una densidad éptica de 0,8-0,9 a 600 nm. Posteriormente, se centrifugaron los
cultivos a 5000 rpm durante 30 min, se lavaron las bacterias con 10 ml de NaCl 0,9 % (p/v)
y se centrifugd nuevamente. Se resuspendieron las células en 1 ml de NaCl 0,9% (p/v). Se
colocaron 100 pul de la cepa dadora y aceptora por separado y 100 pl de mezclas 1:1y 7:3
(aceptora:dadora) en discos de nitrocelulosa estériles de 1 cm de didametro sobre placas
de conjugacion conteniendo el medio completo para el crecimiento de la cepa aceptora
(SB-agar) en ausencia de antibidticos. Se dejé que las gotas se absorban y luego las placas
se incubaron a 28 2C por aproximadamente 48 hs. Pasado este periodo de tiempo, se
removieron los discos de nitrocelulosa de la placa con una pinza estéril y se colocaron en
tubos eppendorf conteniendo 1 ml de NaCl 0.9 % (p/v). Mediante el uso de un agitador,
se resuspendieron las bacterias en el medio liquido y se plaquearon diluciones adecuadas
en medio selectivo con los antibidticos apropiados. Las placas se incubaron a 28 2C
durante 24-72 hs hasta la aparicién de colonias bacterianas, que posteriormente fueron

aisladas en medio selectivo (Brusin y Rossbach, 1994).
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3.3.2-Construccion de cepas mutantes en genes de proteinas efectoras

Las cepas mutantes de Xanthomonas en los genes avrXacE1l (XAC0286, Gene ID en
NCBI: 1154357, nimero de acceso en RefSeq: NP_640642), avrXacE2 (XAC3224, Gene ID
en NCBI: 1157295, numero de acceso en RefSeq: NP_643532) y xac3090 (XAC3090, Gene
ID en NCBI: 1157161, numero de acceso en RefSeq: NP_643399), que codifican para
proteinas efectoras de Xac, se construyeron por intercambio de marcador por doble
evento de recombinacién durante el trabajo de tesis del Dr. German Dunger y el detalle
de la construccidn se encuentra descripto en Dunger (2007) y Dunger y col. (2012).

La cepa XacAavrXacE1/E2, doble mutante en los genes de las proteinas efectoras
avrXacE1l y avrXacE2 se construyd por conjugacion de la cepa mutante XacAavrXacE1l con
la cepa E.coli S17-1 transformada con el vector pKmobXAC3224Gm. Este vector se
construyd previamente en el laboratorio para generar la mutante simple en el gen
avrXacE2 y se describe con mds detalle en Dunger (2007) y Dunger y col. (2012). Luego de
la seleccidén de las cepas transconjugantes en medio selectivo mediante resistencia a los
antibidticos Gm y Sp/Sm y sensibilidad a Km, se verificd la ausencia de ambos genes

efectores mediante PCR.

3.3.3-Complementacidn de cepas mutantes en genes de proteinas efectoras

Las cepas mutantes de Xac en los genes avrXacEl, avrXacE2 y xac3090 se
complementaron con la secuencia codificante de cada proteina efectora clonada en el
vector replicativo pBBR1IMCS-2 (tabla 3.3). avrXacEl se amplificé a partir de ADN
gendmico de Xac con los oligonucleétidos XAC0286UK y XAC0286D2 (tabla 3.4) y se clond
en el vector pET32-a (tabla 3.3) previamente digerido con las enzimas de restriccion Kpnl
y Sall, generando la construccion pET0286. El fragmento avrXacE1-HIS se amplificd de
pET0286 con los oligonucleétidos XAC0286UK y HIS (tabla 3.4) y se clond en el pldasmido
pBBR1IMCS-5 (tabla 3.3) previamente digerido con las enzimas Kpnl y Sacl, generando
pBBR0286H. De esta construccidén se liberd el fragmento avrXacEl con las enzimas Kpnl y
Sacl y se subclond en pBBR1MCS-2, generando la construccién pBBR2-0286. avrXacE2 se
amplificé de ADN gendmico de Xac con los oligonucledtidos XAC3224U y XAC3224D (tabla
3.4) y se clond en pET32-a previamente digerido con las enzimas de restriccién Ncol y Sall,
generando la construccion pET3224. avrXacE2-HIS se amplific6 de pET3224 con los
oligonucledtidos XAC3224UK y HIS (tabla 3.4) y se clond6 en pBBR1MCS-5 digerido
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previamente con las enzimas Kpnl y Sacl, generando la construccién pBBR3224H. De dicha
construccion se liberd el fragmento avrXacE2 con las enzimas de restriccion Kpnl y Sacl y
se subcloné en pBBR1IMCS-2, generando la construccion pBBR2-3224. xac3090 se
amplificd con los oligonucledtidos XAC3090UK y XAC3090D2 (tabla 3.4) a partir de ADN
gendmico de Xac y se clond en el vector pET32-a previamente digerido con las enzimas de
restriccion Kpnl y Sall, generando la construccion pET3090. xac3090-HIS se amplificé con
los oligonucledtidos XAC3090UK y HIS2 (tabla 3.4) a partir de pET3090 y se clond en
pBBR1MCS-5 previamente digerido con las enzimas Kpnl y EcoRl, generando pBBR3090H.
El fragmento xac3090 se liberd a partir de pBBR3090H por restriccion con las enzimas
Kpnl y EcoRl y se subclond en pBBR1IMCS-2 generando la construcciéon pBBR2-3090. Se
transformaron células de E. coli S17-1 (tabla 3.1) con las construcciones pBBR2-0286,
pBBR2-3224 y pBBR2-3090, y se conjugaron con las cepas mutantes XacAavrXacEl,
XacAavrXacE2 y XacAxac3090 (tabla 3.1), respectivamente. Luego de la seleccion por
resistencia al antibidtico Km, las cepas complementadas XacAavrXacElc, XacAavrXacE2c y

XacAxac3090c, se verificaron por PCR.

3.3.4-Construccion de cepas sobreexpresantes del regulador HrpG

Para la construccion de las cepas de Xac sobreexpresantes del regulador del sistema
de secrecion tipo tres HrpG (XacHrpG) y del regulador mutante R210C (XacR210C), se
clond cada secuencia codificante bajo el control del promotor constitutivo /acZ del vector
replicativo en Xanthomonas pBBR1MCS-3 (tabla 3.3). Del genoma de Xac (da Silva y col.,
2002) se obtuvo la secuencia codificante para HrpG (XAC1265, Gene ID en NCBI: 1155336,
numero de acceso en RefSeq: NP_641600) y se disefiaron los oligonucledtidos especificos
HrpGKpnlup y HrpGXholdown (tabla 3.4) para amplificar la secuencia. El fragmento
obtenido se cloné en el vector replicativo pBBR1IMCS-3 previamente digerido con las
enzimas de restriccion Kpnl y Xhol. El clonado se verificd por PCR, restriccidn enzimatica y
secuenciacion de los clones obtenidos luego de la transformacién de células de E. coli
JM109 con la mezcla de ligacién. La secuencia codificante mutante del regulador se
encontrd en los resultados de la secuenciacion de los clones obtenidos. Posteriormente
se transformo la cepa movilizadora E. coli S17-1 con las construcciones pBBR1MCS-3-
HrpG y pBBR1MCS-3-R210C y se conjugaron con la cepa salvaje de Xac (Xacwt, tabla 3.1).

Las cepas sobreexpresantes se seleccionaron por resistencia a los antibidticos Ap y Tc.
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3.3.5-Construccion de la cepa mutante en el gen hrpG

La cepa mutante de Xanthomonas en el gen hrpG (XacAhrpG) que codifica para el
regulador transcripcional del SSTT se construyd por intercambio de marcador por doble
evento de recombinacién. Para esto, se amplificaron por PCR las regiones adyacentes al
gen Xac1265, usando dos pares de oligonucledtidos. A partir de ADN gendmico de Xac se
amplificé la regién 5 que se encuentra corriente arriba del gen hrpG con los
oligonucleétidos 5'up EcoRl y 5°down Smal (tabla 3.4) y el fragmento obtenido de 837 pb
se clond en el vector pK19mobGll (tabla 3.3) previamente digerido con las enzimas de
restriccion EcoRl y Smal, generando la construccion pKmob5'. Luego se amplifico la region
3" que se encuentra corriente abajo del gen con los oligonucledtidos 3 up Sall y 3'down
Hindlll (tabla 3.4) y el fragmento obtenido de 1070 pb de longitud se clond en pKmob5®
previamente digerido con las enzimas Sall y Hindlll, generando la construccidn
pKmob5'3". El casete de 2 kb que confiere resistencia a los antibidticos Sp y Sm fue
digerido con la enzima de restriccion Sall del vector pKRP13 (tabla 3.3) y se clond en el
mismo sitio de restriccibn de la construccion pKmob5'3" entre las dos regiones
adyacentes del gen hrpG previamente clonadas, generando finalmente la construccién
pKmob5'Sp3°. Todas las etapas del clonado se realizaron en la cepa E. coli JM109.
Finalmente, se transformaron células de E. coli S17-1 con pKmob5'Sp3’y se conjugd con la
cepa salvaje de Xac. Luego de la seleccidon por resistencia a Sp/Sm y sensibilidad al

antibidtico Km, la cepa mutante se verificd por PCR.

3.3.6-Complementacién de la cepa mutante en el gen hrpG
La cepa mutante de Xac en el gen hrpG se complementd con la secuencia
codificante del regulador HrpG y con la secuencia codificante del regulador mutante
R210C, clonadas previamente en el vector replicativo pBBR1MCS-3 para la construccion
de las cepas sobreexpresantes de Xac en ambos genes (seccién 3.3.4). La cepa E. coli S17-
1 transformada con las construcciones pPBBR1MCS-3-HrpG y pBBR1MCS-3-R210C se utilizé
para conjugar la cepa mutante XacAhrpG obteniendo las cepas complementadas

XacAhrpGe-HrpG y XacAhrpGce-R210C, respectivamente.
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3.4-Expresion y purificacion de proteinas recombinantes

3.4.1-Clonado de las secuencias codificantes de las proteinas HrpG y R210C de
Xanthomonas axonopodis pv. citri en vectores de expresion
Las proteinas HrpG y R210C de Xac se clonaron en vectores de expresion de la serie
pET para expresarlas como proteinas de fusiéon a residuos de HIS en E. coli y asi
purificarlas por cromatografia de afinidad a resinas de Ni-NTA. A partir de los pldsmidos
pBBR1MCS-3-HrpG y pBBR1MCS-3-R210C descriptos anteriormente (secciéon 3.3.4) se
amplificaron por PCR las secuencias codificantes con los oligonucleétidos HrpGBamHIup y
HrpGXholdown (tabla 3.4). Los productos obtenidos se clonaron en los sitios de
restriccion BamH| y Xhol de los vectores pET28-a y pET32-am (tabla 3.3), obteniendo las
construcciones pET28-a-HrpG y pET28-a-R210C, o pET32-am-HrpG y pET32-am-R210C,
respectivamente. Luego de verificar los clonados, se transformaron en las cepas de
expresion E. coli BL21 (DE3) plLys S° o BLR (tabla 3.1), para expresar y purificar las
proteinas recombinantes. Todas las etapas de clonado se realizaron en la cepa E. coli
DH5a (tabla 3.1). Los clones positivos obtenidos se corroboraron mediante PCR en
colonia, minipreparaciones de ADN plasmidico, linealizacién de los plasmidos, liberacién

de insertos y secuenciacion.

3.4.2-Induccién de la expresion de proteinas recombinantes en cepas de E. coli

La induccidn de la expresidn de proteinas recombinantes en las diferentes cepas de
E. coli, se realizdo con el inductor IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopirandsido) segun los
protocolos generales descriptos por Sambrook y col. (1989). En cada caso particular se
realizaron las modificaciones necesarias que se detallan en el texto. En general, se
cultivaron las bacterias en medio liquido LB con los antibiéticos correspondientes a 37 ¢C
con agitacion constante hasta saturacion del medio de cultivo. Luego, el cultivo se diluyd
1:100 en medio LB fresco y se incubd en idénticas condiciones hasta alcanzar una
densidad éptica de 0,7-1,0 a 600 nm. En ese momento, se indujo la expresién de
proteinas mediante el agregado de IPTG, variando su concentracion final entre 0,1 y 0,5
mM, continuando la incubacién por un periodo adicional de 4 a 18 hs, entre 18 2Cy 37 2C,
segln cada ensayo hasta obtener las condiciones Optimas para cada proteina
recombinante (las condiciones Optimas estan detalladas en el capitulo ).

Posteriormente, las células fueron cosechadas por centrifugacion a 5000 rpm, a 4 9C
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durante 15 min. El sobrenadante se descartd y el sedimento celular se resuspendid
inmediatamente para proceder a la preparacion de los extractos proteicos o se congeld a

-20 2C hasta su procesamiento.

3.4.3-Obtencion de los extractos proteicos
Las células de E. coli BL21 (DE3) pLys S* o BLR (tabla 3.1) provenientes de cultivos
inducidos se resuspendieron en 1 ml de solucién de lisis celular conteniendo Tris-HCI 50
mM pH 8, NaCl 150 mM, PMSF (fenilmetilsulfonil fluoruro) 1 mM, MgCl, 5 mM y ADNasa
10 pg por cada 10 ml de cultivo inducido. Después de la ruptura celular mediante
sonicacion, los lisados se clarificaron por centrifugacién a 12000 rpm, a 4 2C durante 30
min. Luego de la centrifugacién, los sobrenadantes se recuperaron para su

procesamiento.

3.4.4-Purificacion de las proteinas recombinantes

Las condiciones de purificacién se optimizaron para cada proteina en particular con
el objetivo de obtener el mayor rendimiento y grado de pureza para los experimentos
especificos y se detallan en el texto. A continuacidén se describe un protocolo general
utilizado en las purificaciones por cromatografia de afinidad de las proteinas HrpG, R210C
y Tiorredoxina (Trx), todas clonadas en vectores de la serie pET (pET28-a o pET32-am) y
fusionadas a colas de 6 aminodcidos de histidina (HIS). Para la purificacion se utilizdé una
resina de Ni2+-agarosa (Ni-NTA, QlAgen) de acuerdo a las especificaciones del fabricante.
Los pasos de purificacidn se realizaron con una solucién de Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 150
mM. La elucién de las proteinas unidas por afinidad a la matriz se realizé con imidazol
100-150 mM en la misma solucién, previo lavado de la resina con imidazol 10 mM. Las
purificaciones se realizaron siempre a 4 9C, se tomaron alicuotas de cada paso de la
purificacion para evaluar los resultados mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
y las muestras se guardaron a 4 2C o -70 2C para su posterior utilizacion. En el caso de
HrpG, R210C y Trx se dializaron los eluidos con Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 100 mM, a 4 eC
en agitacion durante toda la noche con dos cambios de volumen y una membrana de

dialisis adecuada.
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3.5-Métodos analiticos

3.5.1-Cuantificacion de proteinas

La determinacién de la concentracién de proteinas purificadas se realizé por
método colorimétrico y medida de absorbancia (Sedmak y Grossberg, 1977). Para cada
muestra se tomaron distintos volimenes, se agregd agua destilada hasta completar 500
ul y se adicionaron 500 pl del colorante (coomassie Brillant Blue G250 0,06 % en 3 % acido
perclérico (concentracién final 0,3 M) o en 2,2 % HCl (concentracién final 0,6 M)). Se
realizd una curva de calibracién con albumina sérica bovina (BSA) y un blanco con agua
destilada. Se midié la absorbancia de todos los tubos a 595 nm en un espectrofotémetro
Ultraspec 1100-pro (Amersham Biosciences). Luego se graficd la curva de calibracién con
la planilla de calculo Microsoft Office Excel y a partir de la ecuacién de la recta se calculé

la concentracidén de proteinas en las muestras incognitas.

3.5.2-Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

Los patrones de proteinas se separaron de acuerdo a su peso molecular en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). La concentracidn final de
acrilamida en los geles de separaciéon se ajusté entre 12 y 15 % segun el tamafio de las
proteinas a separar. Antes de la siembra, las muestras proteicas se desnaturalizaron a 100
oC durante 10 min en una solucién de siembra con azul de bromofenol 0,005 % (p/v),
glicerol 5 % (v/v), SDS 2 % (p/v) y B-mercaptoetanol 1 % (v/v). Las electroforesis se
llevaron a cabo en equipos Miniprotean lll (Bio-Rad) a una intensidad de corriente
constante de 20 mA por gel y en solucidn de corrida conteniendo Tris-HCIl pH 8 25 mM,
glicina 1,44 % (p/v) y SDS 0.05 % (p/v).

Como marcadores de peso molecular se utilizaron: aloimina sérica bovina (BSA) (66
kDa), glutatién-S-transferasa (GST) (26 kDa), Tiorredoxina (Trx) (12 kDa) y ribonucleasa A
(ARNasa A) (13,7 kDa).

Luego de la corrida electroforética, las proteinas se visualizaron mediante fijacién
del gel con acido acético 10 % (v/v), tincidn con azul brillante de coomassie R250 disuelto
en metanol:acido acético glacial:agua destilada (5:1:4) y decoloracién, de acuerdo al

protocolo descripto en Sambrook y col. (1989).
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3.5.3-Western-blot: electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa
La deteccién de proteinas por western-blot se realiz6 mediante SDS-PAGE seguido
de electrotransferencia de las mismas a membranas de nitrocelulosa (Hybond ECL,
Amershan Pharmacia) en una cuba de transferencia (Trans-blot, Bio-Rad) durante una
noche, con agitacidon permanente, a 4 2C y a una intensidad de corriente constante de 40
mA, en una solucién de Tris-HCI 20 mM, glicina 150 mM, SDS 0,03 % (p/v) y metanol 20 %
(v/v) a pH 8.

3.5.4-Western-blot: inmunodeteccion y revelado por colorimetria

Las proteinas inmovilizadas en membranas de nitrocelulosa se detectaron con anti-
cuerpos especificos. Para ello, primero se bloqued la membrana de nitrocelulosa durante
1 h con una solucién 5 % (p/v) de leche descremada en polvo de origen comercial
preparada en PBS (NaCl 13,7 mM; KCl 0,27 mM; Na,HPO,4.7H,0 0,43 mM y KH,P0O,4 0,14
mM, a pH 7,3) para bloquear la unién inespecifica del anticuerpo. Posteriormente se
incubd la membrana durante 1 h con el anticuerpo primario diluido en 10 ml de la misma
solucién de bloqueo. Transcurrido este tiempo, se realizaron cuatro lavados de 15 min
cada uno en la misma solucién. Posteriormente, se incubd la membrana durante 1 h con
el anticuerpo secundario anti-IlgG conjugado a fosfatasa alcalina diluido en 10 ml de la
solucién de trabajo y a continuacidn se realizaron cuatro lavados mas de 15 min en la
misma solucién. Pasado este tiempo, la membrana se lavé dos veces durante 5 min con
una solucién de Tris-HCl 100 mM pH 9,5; NaCl 100 mM y MgCl, 5 mM y seguidamente se
sumergié en 15 ml de la misma solucién a la que se agregé NBT (cloruro de tetrazolio
nitro-azul) 0,03 % (p/v) y BCIP (sal p-toluidina de 5-bromo-4-cloro-3’-indolilfosfato) 0,016
% (p/v). La membrana se incubé en oscuridad a 37 2C hasta obtener desarrollo del
precipitado coloreado de formazadn sobre la misma (Towbin y col., 1979). Todos los
lavados y las incubaciones se realizaron con agitacion suave y permanente. En este
trabajo de tesis se utilizaron los siguientes anticuerpos: IgG de conejo anti-HIStag (Santa
Cruz Biotechnology, Inc), anti-IgG de conejo conjugado a fosfatasa alcalina (Bio-Rad), 1gG

de conejo anti-flagelina (Castelli y col., 2008).
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3.6-Expresion y localizacion in planta de las proteinas efectoras de Xac

3.6.1-Construccion de los vectores de expresion de las proteinas efectoras de Xac
fusionadas a la proteina fluorescente verde GFP
La secuencia codificante de la proteina fluorescente verde (GFP) se amplifico a
partir del vector pMP2444 (tabla 3.3) con los oligonucledtidos GFPSU y GFPSD (tabla 3.4),
y se clond en los vectores pBBR0286H, pBBR3224H y pBBR3090H, descriptos en la seccidn
3.3.3, previamente digeridos con las enzimas de restriccion Xhol y Sall, generando las
construcciones pBBR0O286GFP, pBBR3224GFP y pBBR3090GFP, respectivamente. Luego,
se amplificd avrXacE1-GFP a partir de pBBR0286GFP con los oligonucledtidos XAC0286UK
y GFPSD (tabla 3.4), se digirié con las enzimas de restriccién Kpnl y Xhol y se cloné en los
mismos sitios de restriccion del vector binario pCHF3 (tabla 3.3), generando asi la
construccion pCHF30286. avrXacE2-GFP se amplifico6 de pBBR3224GFP con los
oligonucleétidos Xac3224UK y GFPSD (tabla 3.4), se digirié con las enzimas Kpnl y Xhol y
se clond en pCHF3 previamente digerido con las mismas enzimas de restriccidn,
generando la construccion pCHF33224. xac3090-GFP se amplific6 a partir de
pBBR3090GFP con los oligonucleétidos XAC3090SL y GFPSD (tabla 3.4), se digirié con las
enzimas de restriccion Smal y Xhol y se cloné en pCHF3 previamente digerido con las

mismas enzimas, generando la construccién pCHF33090.

3.6.2-Agroinfiltracion

Los vectores pCHF30286, pCHF33224 y pCHF33090, que contienen los genes
codificantes de las proteinas efectoras de Xac AvrXackEl, AvrXacE2 y Xac3090,
respectivamente, fusionadas en marco al extremo N-terminal de la proteina fluorescente
GFP; se electroporaron en células de A. tumefaciens GV3101 (tabla 3.1) con un equipo
Gene Pulser Il (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Para las infiltraciones, las células de A. tumefaciens transformadas se crecieron en
medio liquido LB (tabla 3.2) a 28 2C en agitacién durante 18 hs. Luego se diluyeron los
cultivos 1:2000 en medio LB fresco con el agregado de acetosiringona a concentracion
final 20 uM vy se incubaron nuevamente a 28 2C en agitacion hasta alcanzar una densidad
Optica de 1,0 a 600 nm. Los cultivos resultantes se cosecharon por centrifugacion, se
resuspendieron en solucion estéril de MgCl, 10 mM, acido 2-(N-morfolino) etanosulféonico

(MES) 10 mM vy acetosiringona 100 uM a una densidad éptica a 600 nm de 0,5 y se
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incubaron durante 3 hs a 25 2C. Estos cultivos se usaron para infiltrar hojas de 4 0 5

semanas de N. benthamiana y naranja, usando jeringas estériles sin agujas.

3.6.3-Localizacion in planta de las proteinas de fusién a GFP

Para determinar la localizacién in planta de las proteinas efectoras se observd la
fluorescencia de las proteinas de fusion a GFP y de los nucleos de las células vegetales
tefiidos con el colorante fluorescente Hoechst 33258, a distintos tiempos post-infiltracion.
Para esto, se cortaron secciones de tejido vegetal y se fijaron en metanol 100 % (v/v) frio
durante 1 min, se lavaron en PBS (NaCl 13,7 mM; KCl 0,27 mM; Na,HPO4.7H,0 0,43 mM y
KH,P0,4 0,14 mM, a pH 7,3) durante 1 min y luego se tifieron durante 4 min con el reactivo
Hoechst 33258 1 pg/ml. Las secciones de tejido se lavaron durante 2 min en PBS y se
montaron en portaobjetos con glicerol 50 % (v/v) para su observacidén en un microscopio
de barrido laser confocal Nikon Eclipse TE-2000-E2 (Nikon Instruments Inc., Melville, NY,
USA). GFP se excitd con un laser argéon 40 mW a 488 nm y se usé un filtro de emisién de
497 a 526 nm de longitud de onda. Hoechst 33258 se excitd con un diodo azul 17 mW a

408 nm vy se uso un filtro de emisién de 405 a 565 nm de longitud de onda.

3.7-Cultivos de plantas

Para las inoculaciones con las cepas de Xanthomonas se utilizd como modelo de
planta hospedadora: plantas de naranja (Citrus sinensis cv. valencia), y como no
hospedadoras: plantas de tomate (Solanum lycopersicum cv. platense) y algodén
(Gossypium hirsutum cv. DP 404Bg). Para las agroinfiltraciones y la expresidn transiente
de las proteinas efectoras de Xac fusionadas a GFP se utilizaron también plantas de
Nicotiana benthamiana. Las plantas se cultivaron en una cdmara de crecimiento con un
fotoperiodo de 16 hs de luz (150 pE m?s?) y 8 hs de oscuridad. La temperatura oscild
entre 25 y 20 2C durante los ciclos de luz/oscuridad, respectivamente. La humedad se

mantuvo aproximadamente en 80 %.

3.8-Inoculacion de hojas por el método de presion

Para la inoculacion de hojas de plantas hospedadoras y no hospedadoras, las cepas

de Xac se crecieron en agitacion a 28 2C en 10 ml de medio liquido SB (tabla 3.2)
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suplementado con los antibidticos correspondientes hasta alcanzar saturacion del cultivo.
Luego, se realizé una dilucién 1:100 en MgCl, 10 mM (equivalente a aproximadamente
10’ UFC/ml) y se inoculd sobre la superficie abaxial e inmediaciones de las venas laterales
de las hojas de las plantas a tratar, previamente esterilizadas con hipoclorito de sodio 2 %
(v/v) o etanol 75 % (v/v). Mediante la utilizaciéon de una jeringa desechable de 3 ml de
volumen sin aguja y la aplicacidon de presion al émbolo de la jeringa se logré el ingreso de
las bacterias al tejido vegetal. Finalmente, las plantas infiltradas se mantuvieron en la
camara de cultivo con ciclos de luz/oscuridad de 16/8 hs, respectivamente; a una

temperatura de 25/20 2C.

3.9-Curva de crecimiento bacteriano in planta

La determinacién del crecimiento bacteriano in planta se realiz6 mediante el
recuento de bacterias provenientes de hojas infectadas. Para ello, se corté con un
sacabocados un disco de 0,8 cm de diametro de tejido infectado a distintos tiempos post
inoculacidn. Los discos se sumergieron en 100 pl de MgCl, 10 mM donde se disgregaron
mecanicamente. Se realizd una decantacién forzada de los restos de hojas mediante
centrifugado a 6000 rpm durante 15 s. Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas
en solucién estéril de MgCl, 10 mM que se plaguearon con espatula de Drigalsky sobre
placas de Petri con medio SB-agar suplementado con los antibidticos correspondientes.
Las placas se incubaron en estufa a 28 2C por 48 hs y luego se realizé el conteo manual de
las colonias aisladas crecidas en cada placa. Los resultados se expresaron como UFC/cm?
de tejido infectado. Las curvas de crecimiento in planta se repitieron al menos por

triplicado y se analizaron mediante el uso de ANOVA.

3.10-Cuantificacion de areas de necrosis en los tejidos vegetales infectados

Los porcentajes de las areas necrdticas en las lesiones se calcularon como area de
necrosis por zona infectada. Las dreas se midieron a partir de imagenes digitalizadas de
treinta hojas infectadas luego de 8 dias post inoculacién, usando el software Adobe

Photoshop y se analizaron mediante el uso de ANOVA.
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3.11-Determinacion de parametros fotosintéticos y pigmentos

3.11.1-Medidas de extincion de la fluorescencia de clorofilas

Los parametros de fluorescencia de clorofila (Chl a) se determinaron con un
fluorémetro de amplitud modulada (Qubit System Inc., Kingston, Ontario) conectado a
una computadora portatil usando un programa especifico para la adquisicién de datos
(Logger Pro3 Version). Las hojas de naranja, infiltradas con diluciones de cultivos
bacterianos de Xac o A. tumefaciens, se ubicaron entre el haz de luz que excita a las
moléculas de clorofila y el fotodiodo que mide fluorescencia. La fluorescencia minima (Fo)
de la hoja adaptada a oscuridad se midié luego de aclimatar las hojas en oscuridad por un
periodo aproximado de 120 min, solamente con el diodo emisor de luz (LED, light-
emitting diode) encendido. La intensidad de la luz LED es insuficiente para promover la
fotosintesis y no genera alteraciones en el estado de adaptacién a oscuridad. El nivel
maximo de fluorescencia (Fm) de la hoja adaptada a oscuridad, la emisién de
fluorescencia de la hoja adaptada a luz actinica (F’) y el nivel maximo de fluorescencia
durante la adaptacién a luz (F'm) se midieron al exponer las hojas a un pulso corto de 0,8
s de luz blanca saturante (5000 uE m?2s?). Las hojas infectadas con cepas bacterianas se
iluminaron con luz actinica de 100 ME m? s hasta alcanzar un nivel estable de
fluorescencia. Los parametros fotosintéticos calculados en este trabajo se detallan

sintéticamente a continuacién en la tabla 3.5 (Baker y Rosenqvist, 2004).

Tabla 3.5. Pardmetros fotosintéticos (Adaptado de Baker y Rosengvist, 2004).

Parametro Definicion Significado fisiologico

Fo/Fm Eficiencia cuantica Eficiencia maxima en la cual la luz absorbida por
potencial del FSlI el complejo antena del FSIl se convierte en
Fo/Fm= (Fm- Fo)/Fm energia  quimica (reduccién de Q).

Disminuciones en este valor se asocian con
dano foto-oxidativo del FSII.

Fo/Fm Eficiencia cuantica Indica una estimacion de la eficiencia maxima
efectiva del FSII fotoquimica del FSIl a una dada intensidad de
Fo/F m=(Fm- Fo)/Fm luz, corresponde a la eficiencia operativa del
FSII si todos los centros del FSIlI estuviesen
abiertos (Qa oxidada).
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Fo/F'm Eficiencia operativa del Estima la eficiencia a la cual la luz absorbida por
FSlI el complejo antena del FSIl es usada para
brsi=(F'm- F')/F'm fotoquimica (reducciéon de Qa). A una dada

intensidad de luz provee una medida de la
eficiencia cuantica del transporte lineal de
electrones a través del FSIl. Este factor esta
directamente relacionado con la tasa de
asimilacién de CO; en la hoja.

3.11.2-Determinacion de pigmentos vegetales

La extraccion de clorofila se realiz6 como se describe en Lichtenthaler (1987).
Brevemente, se inocularon hojas de naranja con la cepa salvaje y las cepas mutantes en
los genes efectores de Xac y luego de 4 dias se cortaron discos de 1 cm? de area y se
colocaron en tubos con 1 ml de etanol 100 % (v/v), se cerraron y se incubaron en
oscuridad a 60 °C durante 48 hs. Se midio la absorbancia del extracto clarificado a 649,
665 y 750 nm de longitud de onda y las concentraciones de clorofila a, b, a + b y
carotenoides se calcularon por cm? de area infectada, por peso fresco de tejido. Los
experimentos se repitieron por triplicado y los resultados se analizaron estadisticamente

mediante ANOVA.

3.12-Ensayos microbioldgicos en medios de cultivo sélidos

3.12.1-Determinacion de la secrecién de proteasas

Para los ensayos de secrecidn de proteasas se prepararon placas de SB agar o XVYM2
agar suplementados con una solucién 0,5 % de leche descremada (concentracion final) en
PBS (NaCl 13,7 mM; KCl 0,27 mM; Na,HPO,.7H,0 0,43 mM y KH,PO, 0,14 mM, a pH 7,3),
con el agregado de los antibidticos correspondientes. La secrecidon de proteasas se
determind por la visualizaciéon de un halo claro de degradacién de proteinas de la leche
alrededor de la colonia bacteriana, en caso de ser necesario se incubé la placa con una
solucién de HCl 1 % para visualizar mejor los halos claros de degradacion proteica. El halo
se midio desde el borde de la colonia hasta el borde del halo y también por diferencia del
didmetro total del halo menos el didmetro total de la colonia, obteniendo el mismo

resultado por ambas técnicas.
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3.12.2-Determinacién de la secrecion de amilasas
Los ensayos de secrecidon de amilasas se realizaron en placas de SB agar o XVYM2
agar suplementados con 0,2 % de almiddn soluble, mas los antibidticos correspondientes.
La degradacidon de almiddon por la secrecion de a-amilasas bacterianas se determind
tinendo la placa con una solucion de lugol (Britania) y observando los halos claros de
degradacion alrededor de la colonia en contraste con el color marrén de la placa teiida.

Los halos se midieron de igual manera que en el caso de la secrecién de proteasas.

3.12.3-Determinacién de la secreciéon de celulasas
Para los ensayos de secrecién de celulasas se prepararon placas de SB agar o XVYM2
agar suplementados con 0,1 % de carboximetilcelulosa y se revelaron tifiendo las placas
con solucion 0,1 % de rojo congo en agua destilada durante 20 min. Luego se lavaron con
NaCl 1 M y se observé la degradacién de celulosa por la presencia de halos claros
alrededor de las colonias en contraste con el color rojo de la placa. La medida de los halos

se determind como se describid previamente.

Los protocolos para los ensayos de secrecion de proteasas, amilasas y celulasas son
adaptaciones de los protocolos descriptos en Thowthampitak y col. (2008). En todos los
casos las placas con los medios especificos se inocularon con 20 ul de cultivos bacterianos
crecidos durante 5 hs a 28 2C en agitacion (o en fase exponencial de crecimiento) en
medio liquido SB o XVM2, provenientes de una dilucién 1:10 de cultivos saturados. Luego
de 24-48 hs se visualizaron las placas y se midieron los halos de actividad proteasa,
amilasa o celulasa, segln cada ensayo. Los experimentos se repitieron al menos tres
veces y cada uno se realizd por duplicado. Todos los datos fueron analizados

posteriormente mediante ANOVA.

3.13-Ensayos de movilidad bacteriana

A partir de cultivos liquidos en SB crecidos durante 16 hs a 28 2C se realizaron
diluciones 1:10 en SB liquido y se incubaron a 28 2C en agitacion durante 5 hs. Con estas
células en fase exponencial de crecimiento, se inocularon 5 pl en placas de swimming (SB
0,3 % agar) y de swarming (SB 0,7 % agar), y las placas se incubaron en camara hiumeda a

28 2C durante 48 hs. Transcurrido ese tiempo se determind el didmetro de las colonias
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(Gottig y col., 2009). Se realizaron tres experimentos independientes y cada uno se realizdé

por duplicado; los datos obtenidos se analizaron estadisticamente mediante ANOVA.

3.14-Analisis de proteinas flagelares

La determinacion de los niveles de las proteinas flagelares bacterianas se realizo
mediante western-blot usando anticuerpos policlonales anti-flagelina como se describe
en Gottig y col. (2009), con algunas modificaciones. Brevemente, cultivos bacterianos
saturados de las distintas cepas de Xac analizadas, se centrifugaron y se resuspendieron
las células en Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, PMSF 1 mM, Tritén X-100 0,1 %, MgCl,
5 mM y ADNasa 10 pg por cada 10 ml de cultivo inducido. Alicuotas con iguales
cantidades de proteinas totales se hirvieron con buffer de siembra para geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y se llevd a cabo la electroforesis en un
SDS-PAGE al 12 %. Posteriormente se transfirié el gel a una membrana de nitrocelulosa y
se realizé el western-blot siguiendo el protocolo descripto en la seccién 3.5.4 con un

anticuerpo primario anti-flagelina (Castelli y col., 2008).

3.15-Analisis transcripcional

3.15.1-Obtencién de ARN bacteriano con TRIzol®
A partir de cultivos bacterianos crecidos en medio liquido SB y XVM2 se
centrifugaron 1 y 10 ml del cultivo respectivamente y las células se resuspendieron en 1
ml del reactivo TRIzol® (Invitrogen) y el ARN total fue aislado siguiendo las indicaciones
del fabricante. Luego de la preparacién del ARN bacteriano, se realizdé un tratamiento con
ADNasa | libre de ARNasas (Promega) para su posterior utilizacion como molde en la

reaccidn de retrotranscripcidon donde se utilizé 1 ug de ARN total.

3.15.2-Obtencion de ARN bacteriano a partir de hojas infectadas
Las preparaciones de ARN bacteriano presente en plantas inoculadas se realizaron a
distintos tiempos post inoculacion, segun el protocolo descripto en Mehta y Rosato
(2003). Se inocularon hojas de naranja con las cepas de Xanthomonas en estudio (seccién
3.8) y a distintos tiempos post inoculacidn se decontaminaron con alcohol 70 % (v/v), se

cortaron y separaron las nervaduras con bisturi estéril y se incubaron durante 1 h en una
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placa de vidrio estéril con 20 ml de MgCl, 10 mM a fin de permitir que la bacteria exude
desde el tejido vegetal al liquido. En caso de ser necesario se macerdé el tejido
mecdanicamente con mortero y pilon sin disgregarlo completamente. La suspension
bacteriana obtenida fue separada de las hojas succionando con pipeta el liquido vy
centrifugando para recuperar las células bacterianas que posteriormente fueron lavadas
con MgCl, 10 mM. Luego de una centrifugacidon a baja velocidad se resuspendieron las
células en 500 pl del reactivo TRIzol® (Invitrogen) para la extraccion de ARN total

siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante.

3.15.3-Reaccion de retrotranscripcion
Las moléculas de ADNc se sintetizaron a partir de 1 ug de ARN total usando la
enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) y el oligonucleétido dN6. Las

condiciones de reaccién fueron: 2 mina72°C,1ha42°Cy 5 mina94 °C.

3.15.4-Reaccién de amplificacion por PCR
Luego de la transcripcion reversa las muestras de ADNc se utilizaron como molde en
reacciones de PCR en un volumen final de 25 ul con oligonucledtidos especificos para
amplificar los genes de interés (tabla 3.4). Como control, se amplificd un fragmento del
ARNr 16S con los oligonucleétidos 16S ARNr up y 16S ARNr down (tabla 3.4). Las
condiciones de amplificacion para todos los casos fueron: 1 min a 94°C, seguido por 25
ciclosde 1 mina94°C,1 mina 58 °Cy 1 mina 72 °C, y una extension final de 10 min a 72

°C, utilizando la enzima GoTaq (Promega).

3.16-Ensayos de activacion transcripcional mediante el gen reportero gfp

3.16.1-Clonado de las secuencias promotoras en el vector reportero
La regiones promotoras de los genes hrpG y hrpX, denominadas Phrpc Y Phrpx
respectivamente, se clonaron en el sitio de multiple clonado del vector reportero
pPROBE-NT (tabla 3.3), corriente arriba de la secuencia codificante de la proteina verde
fluorescente GFP. Para esto se amplificaron por PCR las secuencias correspondientes con
los oligonucleétidos especificos phrpG up y phrpG down, y phrpX up y phrpX down (tabla
3.4). Los productos obtenidos se clonaron en los sitios de restriccion Hindlll y Pstl del

vector pPROBE-NT, obteniendo las construcciones pPROBE-NT-P; y pPROBE-NT-Py. Las
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mezclas de ligacion se transformaron en células competentes de E. coli DH5a (tabla 3.1) y
luego se aislaron clones resistentes al antibidtico Km que se verificaron mediante

minipreparacion y secuenciacion de las construcciones.

3.16.2-Determinacion de la activacion transcripcional mediante fluorescencia

La activacion transcripcional mediada por los promotores Phrps Y Phrpx S€ determind
mediante la fluorescencia de la proteina GFP. Para esto los vectores construidos pPROBE-
NT-Ps, pPROBE-NT-Py y el vector vacio pPROBE-NT, se conjugaron en la cepa salvaje de
Xac y en la cepa mutante XacAhrpG. Una vez obtenidas las cepas de Xac con los pldsmidos
reporteros se crecieron cultivos en medio liquido SB y XVYM2 (tabla 3.2) durante 18 hs a
289C; luego se centrifugaron, se lavaron y resuspendieron las células en igual volumen de
MgCl, 10 mM. La fluorescencia de GFP se determind en un lector de microplacas multi-
modo (Synergy 2, BioTek Instrumentes, Inc.), con una longitud de onda de excitacién de
485 nm vy longitud de onda de emisién de 528 nm. La intensidad de fluorescencia se
expresd en unidades arbitrarias y se normalizd a la densidad éptica de cada cultivo
determinada a 600 nm en un espectrofotdmetro de microplacas (PowerWave HT, BioTek
Instruments, Inc.). Las veces de induccidn de una construccién promotor-reportero en
una cepa se determinaron en relacién a la misma cepa conjugada con el vector vacio que

se considerd como control de no induccion.

3.17-Ensayos de retardo en gel de la movilidad electroforética

3.17.1-Clonado de las secuencias promotoras de los genes hrpG y hrpX

Las regiones promotoras de los genes hrpG y hrpX de Xac, denominadas Phrpc Y Phrpx,
respectivamente, se amplificaron mediante PCR con los pares de oligonucledtidos phrpG
up y phrpG down, phrpX up y phrpX down (tabla 3.4), respectivamente. Los fragmentos
obtenidos de 460 pb en el caso de P Yy 444 pb para Phrx, se clonaron en los sitios de
restriccion Hindlll y Pstl del vector pBluescript Il KS+ (tabla 3.3). Los clones positivos
obtenidos se verificaron por PCR, digestion enzimatica y secuenciacion; y se utilizaron
luego como molde en las reacciones de PCR para generar las sondas marcadas

radiactivamente que se utilizaron en los ensayos de interaccion ADN-proteina.
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3.17.2-Reaccion de marcacidn y fosforilacion de oligonucleoétidos con [y-32P]ATP

Los oligonucleétidos reversos phrpX down y phrpG down (tabla 3.4) se marcaron
con fosforo radiactivo mediante una reaccion de fosforilacion en un volumen final de 20
ul conteniendo 30 pCi de [y->2P]ATP (Stock: 10 mCi/ml, 3000 Ci, 111TBg/mmol), 1X buffer
A (Forward reaction) de la enzima T4 polinucledtido quinasa (T4PNK, Fermentas), 20 u de
TAPNK (Stock: 10u/ul, Fermentas), 10 pmoles de oligonucledtido reverso (phrpG down o
phrpX down) y agua filtrada estéril. Se Incubd la mezcla durante 1 h y 30 min a 372C en
termobloque y luego se desald para remover el exceso de [v—32P]ATP con las columnas
comerciales Zeba™ Spin (Thermo Scientific) segun las instrucciones del fabricante. Luego
del desalado se cuantificé 1 pl del oligonucledtido marcado radiactivamente en contador

de centelleo para determinar el rendimiento de la reacciéon de marcacion.

3.17.3-Obtencion de la sonda promotora marcada radiactivamente

Antes de marcar radiactivamente las sondas promotoras Phps Y Phrpx, S€
optimizaron las condiciones de reaccién de PCR y el programa adecuado para cada
fragmento a amplificar. Para ambas secuencias promotoras analizadas se prepard la
siguiente reaccion de PCR en un volumen final de 50 ul: 1X buffer Pfx50 polimerasa
(Invitrogen), 0,25 mM dNTPs (Promega), 10 pmoles de oligonucleétido reverso marcado
radiactivamente (phrpG down o phrpX down, ver seccién 3.17.2), 10 pmoles de
oligonucléotido directo (phrpG up o phrpX up, tabla 3.4), 2,5 u de Pfx50 polimerasa
(Invitrogen) y 2 pl de una dilucién 1:20 de minipreparaciéon de ADN plasmidico de las
construcciones en el vector pBluescript Il KS+ (seccién 3.17.1) usadas como molde de la
reaccion de PCR. El programa de amplificaciéon utilizado para ambas secuencias
promotoras fue de 2 min a 94 2C, seguido por 30 ciclos de 1 mina 94 2C,40sa 5029C,50s
a 68 2C y un paso final de extension de 10 min a 68 2C. Luego de la reaccién de PCR se
sembré el producto obtenido en un gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1X (Tris-acetato 40
mM, EDTA 1 mM) y después de la corrida electroforética se visualizé el gel tefiido con
bromuro de etidio en un transiluminador UV. Se cortd una porcién del gel con las bandas
de interés con una hoja de bisturi estéril y se purificod la sonda marcada radiactivamente a
partir del fragmento del gel con el kit de purificacion de ADN “lllustra GFX” (GE
Healthcare) segun las indicaciones del fabricante. La sonda se eluyé en un volumen final

de 25-30 pul y se cuantificé 1 pl en contador de centelleo para determinar el rendimiento
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de la marcacion de la sonda en cpm/ul. Las sondas también se cuantificaron
espectrofotométricamente mediante absorcion a 260 nm a fin de determinar su
concentracién en pg/ul. Las sondas no marcadas radiactivamente, también denominadas
sondas frias, que se utilizaron en los ensayos de competicidn especifica; se prepararon
mediante PCR con las mismas condiciones del medio de reaccion e igual programa de
amplificacién, pero los oligonucledtidos utilizados no se marcaron previamente con

fésforo radiactivo.

3.17.4-Reaccion de union ADN-proteina, electroforesis en gel de poliacrilamida y
revelado.

Las reacciones de unién entre las sondas de ADN con la regidn promotora
correspondiente (Phrpx 0 Phrps) Y 1as proteinas HrpG o R210C purificadas, se realizaron en
un volumen final de 20 pl conteniendo Tris-HCI 5 mM pH 7, glicerol 5 % (v/v), KCI 25 mM,
EDTA 2 mM, DTT 1 mM, 1 ng (1000 cpm/ul) del ADN correspondiente marcado
radiactivamente y la proteina purificada. Dependiendo del ensayo se realizaron diferentes
agregados de proteina (HrpG o R210C), competidor especifico o sonda fria no marcada
radiactivamente (Phrpx 0 Phps), competidor inespecifico (ADN de esperma de salmon o
poli dI-dC), tiorredoxina y otros reactivos que se ensayaron para determinar las
condiciones dptimas de interaccion que se detallan junto con las concentraciones
utilizadas en el capitulo Ill de Resultados y Discusidn. Las mezclas de reaccidn se
incubaron a temperatura ambiente durante 30 min y luego se sembraron en un gel de
poliacrilamida nativo al 5 % (p/v) previamente pre-corrido a 4 2C a 200 V hasta alcanzar
una corriente constante. El gel de poliacrilamida se prepard de la siguiente manera:
acrilamida:bisacrilamida (30:1) 5 %; TBE (Tris 44,5 mM, &cido bdrico, 44,5 mM, EDTA 1
mM, pH 8,3); glicerol 5 % (v/v); TEMED 0,075 % (v/v) y APS 0,16 % (p/v). Como solucidn
de corrida electroforética se uso el buffer TBE. La corrida electroforética de las muestras
se realizd a 4 2C a 150 V durante aproximadamente 1-2 hs. Los geles se secaron a 80 2C
durante 45 min en un secador de geles (Gel Dryer 583, Bio-Rad) con bomba de vacio y se
los expuso en pantallas (Storage Phosphor Screens, Amersham Biosciences) que se
revelaron en un escaner STORM 840 (GE-Amersham-Biosciences). Una modificacion de
este protocolo que se utilizé durante la optimizacion de los ensayos de retardo consistio

en geles de poliacrilamida nativos al 4 % (p/v) preparados de la siguiente manera:

67



Materiales y Métodos

acrilamida:bisacrilamida (80:1) 4 %; TGE (Tris-HCI 25 mM pH 8,5; glicina 190 mM; EDTA
1,05 mM); glicerol 2,5 % (v/v), TEMED 0,085 % (v/v) y APS 0,225 % (p/v). Como buffer de
corrida se utilizé en este caso TGE, la pre-corrida y la corrida se hicieron durante el mismo

tiempo y a igual voltaje.

3.17.5-Determinacion de las constantes de equilibrio Kd

Las graficas del porcentaje de sonda marcada unida a la proteina en estudio en
funciéon de la concentracién de proteina agregada a la mezcla de reaccién, y las
constantes de equilibrio de disociacién Kd se determinaron como se describe en
Fuhrmann y col. (2009) y Schoéning y col. (2007). Brevemente, se incubaron cantidades
crecientes de proteina con la sonda marcada radiactivamente. Se determind la cantidad
de sonda unida y sonda libre, y el log de la relacién sonda unida/sonda libre se graficé en
funcion del log de la concentracién de proteina. Del ajuste y la intercepcidn con el eje x se
obtuvo el log de la Kd. Los resultados son producto de al menos tres experimentos

independientes.

3.18-Métodos bioinformaticos

La busqueda de secuencias nucleotidicas o aminoacidicas de interés se realizaron en

la base de datos GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) en el National Center

for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Los analisis de

homologia de secuencias y los alineamientos se realizaron mediante la herramienta

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/, Altschul y col.,

1990; Altschul y col.,, 1997; Altschul y col.,, 2005) y la herramienta ClustalW2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/, Larkin y col., 2007; Goujon y col., 2010) del

EMBL-EBI (European Bioinformatics Institute, http://www.ebi.ac.uk/).

La determinacidon de parametros fisicos y quimicos de proteinas se realizd con la

herramienta ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/, Gasteiger y col., 2005),

disponible a través del servidor ExPASy (http://expasy.org/).
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La identificacion de dominios conservados en las secuencias de proteinas se
realizaron mediante la base de datos Conserved Domanis Database (CDD,) y Conserved

Domains Search tools (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml) de NCBI

(Marchler-Bauer y col., 2011; Marchler-Bauer y col., 2009; Marchler-Bauer y Bryant,
2004).

Para el analisis de las regiones promotoras bacterianas y la identificacion de
secuencias regulatorias se utilizaron las siguientes herramientas disponibles en la pagina

web “Promoters and Terminators” (http://molbiol-tools.ca/Promoters.htm):

e Promoter Prediction by Neural Network (Martin Reese, Lawrence Berkeley

Laboratory, CA, U.S.A.), http://www.fruitfly.org/seq tools/promoter.html (Reese, 2000;

Reese, 2001).

¢ BPROM (Prediction of Bacterial Promoters) (http://linux1.softberry.com/berry.

phtml?topic=bprom&group=programs&subgroup=gfindb), herramienta disponible en el

servidor Softberry Inc. (http://linuxl.softberry.com/berry.phtml).

e Virtual Footprinting, que analiza una regién promotora en busqueda de patrones

de reconocimiento de proteinas regulatorias (http://www.prodoric.de/vfp/, Miinch y col.,

2005, Richard Minch, Institute of Microbiology, Technical University of Braunschweig)

El modelado estructural de proteinas se realizé mediante el servidor Swiss-Model

(http://swissmodel.expasy.org/) y el programa DeppView-Swiss Pdb-Viewer v4.0.4

(http://spdbv.vital-it.ch/) (Arnold y col., 2006; Kiefer y col., 2009; Peitsch, 1995; Schwede

y col., 2003; Guex y Peitsch, 1997). La metodologia de trabajo para obtener el modelado
de la estructura tridimensional de las proteinas de interés se realizé siguiendo las
instrucciones descriptas en Bordoli y col. (2009) y los manuales de uso del servidor y el
programa utilizados. Brevemente, el procedimiento consistié en la buisqueda de proteinas
homoélogas con estructuras conocidas por cristalografia de rayos X o RMN cuyos datos se
encuentran depositados en el Protein Data Bank (PDB,

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Estas proteinas luego se utilizaron como

molde para el modelado de la estructura de las proteinas de interés.
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3.19-Analisis de datos

3.19.1-Procesamiento de las imagenes
Las imagenes de los geles de agarosa, los geles de poliacrilamida, las membranas de
nitrocelulosa, las fotos de placas de Petri y de hojas de plantas infiltradas, las
autorradiografias escaneadas, etc., se procesaron con los programas Adobe Photoshop y

Corel DRAW 12.

3.19.2-Cuantificaciéon de las bandas
La cuantificacion de la intensidad de las bandas de proteinas y ADN observadas en
los geles de poliacrilamida y los geles de agarosa se realizé con el software Gel-Pro

Analyzer 3.1 (Media Cybernetics) o Image Quant.

3.19.3-Analisis estadistico
El analisis de datos, ANOVA vy los graficos presentados en el trabajo se hicieron con

la planilla de calculo Microsoft Office Excel.
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4. CAPITULOI: CARACTERIZACION DE PROTEINAS EFECTORAS DE
XANTHOMONAS AXONOPODIS PV. CITRI

4.1-Introduccion y Antecedentes

4.1.1-Proteinas efectoras AvrXacE1, AvrXacE2 y Xac3090. Caracteristicas

De las numerosas proteinas efectoras o proteinas efectoras putativas codificadas en
el genoma secuenciado y publicado de Xac, en nuestro laboratorio se planted el objetivo
de investigar el rol de las proteinas AvrXacE1l, AvrXacE2 y Xac3090. Se decidié investigar
su rol en la patogenicidad y su posible interaccién con proteinas de Citrus sinensis a fin de
caracterizar posibles blancos de accidn de estas proteinas que conducen al desarrollo de
la cancrosis de los citricos. La falta de mayor informacién relacionada con estas proteinas
y el reciente descubrimiento de una amplia distribucién entre distintos patovares de
Xanthomonas sugieren que tienen un rol crucial en la especificidad de hospedador (Hajriy
col.,, 2009) y confirman la importancia de entender su rol en los procesos de
patogenicidad.

Las proteinas efectoras seleccionadas para el estudio en el laboratorio fueron
AvrXacEl (XAC0286), AvrXacE2 (XAC3224) y Xac3090 (XAC3090), que poseen alta
homologia con proteinas efectoras de otros fitopatdgenos. AvrXacEl y AvrXacE2 poseen
401 y 356 aminodacidos en su secuencia, respectivamente y contienen un uUnico sitio de N-
miristoilacién en su region N-terminal (figura 4.1). Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria (Xcv), el agente causal de la mancha bacteriana en pimiento, tiene proteinas
ortélogas a AvrXacEl y AvrXacE2: XopEl y XopE2, que son 92 % y 97 % idénticas con las
proteinas de Xac, respectivamente. XopEl y XopE2 son dirigidas a la membrana
plasmatica de la célula vegetal, probablemente debido al motivo de N-miristoilacion que
poseen y que las asocia a las membranas (Thieme y col., 2007). AvrXacEl y AvrXacE2
también muestran similitud con: AvrPphE, una proteina efectora de Pseudomonas
syringae, AvrXccE1l de Xanthomonas campestris pv. campestris y otras proteinas efectoras
putativas de otras bacterias fitopatdgenas. Estas proteinas contienen la triada catalitica
cisteina, histidina, acido aspartico (figura 4.1) presente en proteinas del tipo péptido-N-
glicanasas (PNGasas) (Nimchuk y col., 2007). Xac3090 es una proteina de 497 aminoacidos
y posee repeticiones ricas en leucina (dominio LRR) (figura 4.1). Este motivo, también

presente en proteinas eucariotas y algunas proteinas R que median respuestas de
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defensa, estaria involucrado en interacciones proteina-proteina (Kobe y Deisenhofer,

1995).
0 100 200 300 400 500
| 1 ‘ L | | L ‘ 1 I aa
Cc H D
* k%
AvrXacE1 [' ) . Dominio de N-miristoilacion
g : 2 n (Itzlzi]t;\;or\ll_aljjlz altamente
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* particular
Xac3090 | 11 )
N-terminal C-terminal

Figura 4.1. Representacion esquematica de las proteinas efectoras de Xanthomonas
axonopodis pv. citri.

Se muestra un esquema de las proteinas AvrXacEl, AvrXacE2 y Xac3090 con sus principales
caracteristicas estructurales. La regla en la parte superior indica el nimero de aminodcidos. N-
terminal y C-terminal muestran los extremos respectivos de las proteinas. En el recuadro se
muestra a qué corresponde cada diagrama, los aminodcidos putativos cisteina (C), histidina (H) y
aspartico (D) de la triada catalitica se muestran con un asterisco, los dominios N-terminal con la
sefial putativa de N-miristoilacidon representados en negro, y en gris se muestra la localizacion de
las repeticiones ricas en leucina (LRR) presentes en la secuencia de Xac3090.

4.1.2-1dentificacion de proteinas de naranja que interaccionaron con las proteinas
AvrXacE1, AvrXacE2 y Xac3090 en un ensayo de interaccion proteina-proteina
En un trabajo de tesis doctoral previo se identificaron proteinas de naranja que
interaccionan con AvrXacE1l, AvrXacE2 y Xac3090. Mediante un ensayo de doble hibrido
en levaduras utilizando las proteinas efectoras como cebo o carnada contra una
biblioteca de ADNc derivada de C. sinensis se identificaron un gran nimero de proteinas
de la planta que interaccionarian con estas proteinas de Xac (Dunger, 2007). En general,
AvrXacE1l mostrd interaccidn con factores de transcripcion y proteinas de union a ADN y
ARN. Especificamente interaccioné con proteinas de naranja homdlogas a proteinas de
union a retinoblastoma (RBBP: retinoblastoma-binding protein), una proteina de unién a
ARN que posee un motivo de reconocimiento de ARN (RRM: RNA recognition motif), un
homdlogo de la ribonucleoproteina nuclear heterogénea A1, una ADN polimerasa dirigida
por ARN, una proteina que contiene repeticiones del tipo pentatricopéptido y la proteina

nuclear SKIP.
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En el caso de AvrXacE2, se observd principalmente interaccién con proteinas
relacionadas con el sistema de ubiquitinizacion y chaperones moleculares. La principal
interaccion de AvrXack2 fue con el dominio DNA]j de las proteinas chaperonas de estrés
térmico 40 (o Hsp40, del inglés Heat shock proteins). También se observé interaccion con
la proteina estimuladora de lesion denominada LSD1 (del inglés lesion stimulating
disease) y otras proteinas chaperones con homologia a las proteinas de estrés térmico
pequefias o sHsp (del inglés small Heat shock proteins), proteinas de interaccidon con
Hsp70s vy la proteina SEU1.

Xac3090 interacciond en general con proteinas de cloroplastos. Se observo
interaccion con una proteina homdloga a una proteina inhibidora de apoptosis, una
proteina del tipo dedos de zinc (RING-zinc-finger), una proteina ribosomal de
cloroplastos, la fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptanoato aldolasa 1, la proteina de respuesta a

auxina IAA13 y proteinas del complejo antena | (Dunger, 2007).

4.1.3-Construccion de cepas de X. axonopodis pv. citri mutantes en las proteinas
efectoras AvrXacE1, AvrXacE2 y Xac3090

Con el objetivo de continuar estudiando el rol de las proteinas efectoras de Xac en
la patogénesis y comprender los resultados del ensayo de interaccidon proteina-proteina
mediante el sistema de doble hibrido, previamente en el laboratorio se construyeron
cepas de Xac mutantes en los genes avrXacE1l, avrXacE2 y xac3090, por intercambio de
marcador por doble evento de recombinacién (Dunger, 2007). Las tres cepas mutantes
construidas mantuvieron la capacidad de producir enfermedad al ser inoculadas en hojas
de naranja. Las lesiones producidas por las cepas mutantes AavrXacEl y AavrXacE2
presentaron una mayor area necrotica que las lesiones producidas por la cepa salvaje,
mientras que la cepa Axac3090 produjo lesiones similares a las de Xac salvaje.

En base a estos resultados previos obtenidos en el laboratorio se decidié continuar
durante el presente trabajo de tesis con el estudio de las proteinas efectoras AvrXacEl,
AvrXacE2 y Xac3090 para contribuir a su caracterizacidn continuando con el estudio de las
cepas mutantes en los genes que codifican estas proteinas efectoras y analizando en
profundidad los resultados de interaccidén con proteinas de naranja para avanzar en la

comprension del rol que cumplen en la célula vegetal hospedadora durante la infeccién.
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4.2-Complementacion de cepas mutantes de X. axonopodis pv. citri en las

proteinas efectoras AvrXacE1, AvrXacE2 y Xac3090

Con el objetivo de avanzar con la caracterizacién de las cepas mutantes de Xac
AavrXackEl, AavrXacE2 y Axac3090, las mismas se complementaron mediante la
introduccidon por conjugacion bacteriana de las secuencias codificantes de los genes
avrXacEl, avrXacE2 y xac3090 clonadas en el vector replicativo pBBR1MCS-2 como se
detalla en Materiales y Métodos (seccién 3.3.3). La complementacion de las mutantes se
verifico por resistencia al antibiético Km, otorgada por el plasmido replicativo pBBR1MCS-
2 y por amplificacién por PCR de los respectivos genes con oligonucleétidos especificos.
Se utilizd el par de oligonucledtidos XAC0286UK y XAC0286D2 (tabla 3.4 de Materiales y
Métodos) que amplifican un fragmento de 1200 pb del gen avrXacE1 en la cepa salvaje y
en la cepa AavrXacEl complementada, y un fragmento de 3200 pb en la cepa mutante
AavrXacE1l debido a la interrupcion del gen por el casete Q de resistencia a Sp/Sm (figura
4.2A). El par de oligonucledtidos XAC3224UK y XAC3224D2 (tabla 3.4 de Materiales y
Métodos) amplifica un fragmento de 1086 pb correspondiente al gen avrXacE2 en la cepa
salvaje y la cepa mutante complementada, mientras que en la cepa mutante AavrXacE2
amplifica un fragmento de 3686 pb debido a la interrupcién del gen con el casete aacC1
de resistencia a Gm (figura 4.2B). Los oligonucledtidos XAC3090UK y XAC3090D2 (tabla
3.4 de Materiales y Métodos) se utilizaron para amplificar un fragmento de 1485 pb
correspondiente al gen xac3090 en la cepa salvaje de Xac y la cepa mutante
complementada, y uno de 4085 pb en la cepa mutante Axac3090 correspondiente al gen
xac3090 mas el casete de resistencia a Gm (figura 4.2C). De esta manera se verificd que
en la cepa salvaje y en todas las cepas mutantes complementadas se obtuvo un producto
de PCR del tamafio esperado para cada gen efector. Para las cepas mutantes AavrXacE2 y
Axac3090 (figura 4.2B y C) se obtuvieron los productos esperados de mayor tamafio
debido a la inserciéon de los respectivos casetes de resistencia que interrumpen cada gen.
En el caso de la cepa mutante AavrXacEl no se detectd el fragmento esperado de mayor
tamafio correspondiente al gen mas el casete de resistencia ), pero la ausencia del
fragmento de 1200 pb que se observa en la cepa salvaje y resultados previos donde se
observa el producto de mayor tamaro, indican que el gen avrXacEl estd interrumpido
por el casete de resistencia. De esta manera se corroboraron molecularmente las

mutaciones y complementaciones de las cepas de Xac.
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Figura 4.2. Complementacidon de las cepas mutantes de Xac en los genes avrXacEl,
avrXacE2 y xac3090.

Geles de agarosa para visualizar los productos de PCR amplificados con oligonucledtidos
especificos para avrXacEl (A), avrXacE2 (B) y xac3090 (C). A la derecha de cada gel se indican
algunas bandas del marcador de peso molecular 1kb. 1: Xacwt, 2: Xac mutante en cada gen
efector, 3: cepa mutante complementada. Simbolos a la izquierda de cada gel: > avrXacEl de
1200 pb, * avrXacE2 de 1086 pb, ° fragmento avrXacE2 mas el casete de resistencia al antibidtico
presente en la cepa mutante AavrXacE2, de 3686 pb, * xac3090 de 1485 pb, x fragmento de
xac3090 mas casete de resistencia al antibidtico presente en la cepa mutante Axac3090, de 4085
pb.

4.3-Construccion de una cepa doble mutante de X. axonopodis pv. citri en las

proteinas efectoras AvrXacE1 y AvrXacE2

La construccion de la cepa de Xac doble mutante en los genes que codifican para las
proteinas efectoras AvrXacEl y AvrXacE2 se realizd6 como se detalla en la seccién 3.3.2 de
Materiales y Métodos. En principio se aislaron colonias transconjugantes en medio
selectivo y luego se verificd por PCR la ausencia de ambas secuencias codificantes. Para
esto se usaron los mismos pares de oligonucledtidos descriptos en la seccidon 4.2 que
amplifican los genes avrXacEl y avrXacE2, respectivamente. Se realizé PCR a partir de
ADN gendmico de Xac salvaje, de la cepa doble mutante XacAavrXacEl/E2 y de
XacAavrXacE1l para el primer par de oligonucledtidos (figura 4.3A); y de Xac salvaje,
XacAavrXacE1/E2 y XacAavrXacE2 para el segundo par de oligonucledtidos (figura 4.3B).
Los resultados obtenidos permiten concluir que la cepa doble mutante XacAavrXacE1/E2

no posee los genes avrXacE1l y avrXacE2.
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Figura 4.3. Verificacidon de la construccion de la cepa doble mutante XacAavrXacE1/E2
mediante PCR.

Geles de agarosa con los productos de PCR obtenidos con los oligonucleétidos XAC0286UK vy
XAC0286D2 para verificar la mutacion en el gen avrXacEl (A) y los oligonucledtidos XAC3224UK y
XAC3224D2 para verificar la mutacion en el gen avrXacE2 (B). Como molde se utilizé ADN
gendmico preparado de Xac salvaje (1), XacAavrXacE1/E2 (2), y XacAavrXacE1l o XacAavrXacE2 (3),
respectivamente. A la derecha de cada gel se muestran algunas bandas del marcador de peso
molecular A/HindlIl. > fragmento correspondiente a avrXacEl de 1200 pb, + fragmento avrXacEl
mas el casete de resistencia al antibidtico presente en las cepas mutantes, de 3200 pb, ® avrXacE2
de 1086 pb, ° fragmento avrXacE2 mas el casete de resistencia al antibiotico presente en las cepas
mutantes, de 3686 pb.

4.4-Caracterizacion de las cepas mutantes de Xac en las proteinas efectoras

AvrXacE1, AvrXacE2 y Xac3090 durante la cancrosis de los citricos

4.4.1-Inoculacién de plantas de naranja con cultivos bacterianos

Para analizar la patogenicidad y caracterizar el fenotipo de las cepas mutantes en
los genes efectores de Xac, la cepa salvaje junto con las cepas mutantes XacAavrXacE1l,
XacAavrXacE2, XacAxac3090 se inocularon en hojas de naranja (Citrus sinensis) en una
concentracién de 10’ UFC/ml en MgCl, 10 mM. Asimismo se inocularon las respectivas
cepas complementadas (denominadas XacAavrXacElc, XacAavrXacE2c y XacAxac3090c) y
la cepa doble mutante XacAavrXacE1/E2. Como control se inoculd MgCl, 10 mM. Al igual
gue lo reportado en la literatura y como se muestra en la figura 4.4 la cepa salvaje de Xac
mostré el fenotipo caracteristico de la enfermedad, con una lesién que al principio
muestra el tejido vegetal con aspecto himedo pero que luego de varios dias de infeccion,
debido a la hipertrofia e hiperplasia celular, el tejido se rompe y la lesién se torna de

aspecto seco y necrético. A diferencia de lo observado en la naturaleza y debido a las
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condiciones experimentales en las que se trabaja, no se observan cancros aislados sino
que toda la zona inoculada muestra una necrosis y dafo tisular general. Las cepas
mutantes, AavrXacE1l, AavrXacE2 y Axac3090 fueron capaces de producir enfermedad. La
cepa Axac3090 produjo lesiones similares a las de Xac salvaje (figura 4.4B). La falta de
diferencia en el fenotipo respecto de la cepa salvaje sugiere que Xac3090 podria
modificar sutilmente la célula hospedadora pero no lo suficiente como para causar
cambios visibles en el tejido infectado. Asimismo, la hipdtesis de redundancia, que
propone redundancia funcional entre las proteinas efectoras (Kvitko y col., 2009),

también explicaria la ausencia de diferencia observada en el fenotipo de la mutante

Axac3090.
A B
AavrXacE1
0 AavrXacE1c
-
AavrXacE2 Axac3090 Axac3090c
AavrXacE2c
AavrXacE1/E2
MgCIz Xacwt
Xacwt

Figura 4.4. Patogenicidad de las cepas mutantes de Xac en las proteinas efectoras.

Ay B: hojas de naranja inoculadas con 10’ UFC/ml de las cepas Xac salvaje (Xacwt) y las mutantes
AavrXacEl, AavrXacE2, AavrXacE1l/E2 y Axac3090. También se inocularon las cepas
complementadas AavrXacElc, AavrXacE2c y Axac3090c. Se muestran hojas representativas de 8
dias post inoculacion. Control de infiltracion: MgCl, 10 mM. Los cuadros de la figura A muestran
de manera ampliada las zonas infectadas con las cepas Xacwt, AavrXacEl, AavrXacE2 vy
AavrXacE1/E2.

Por el contrario, las lesiones producidas por las cepas mutantes AavrXacEl vy
AavrXacE2 presentaron una mayor area necrdtica que las lesiones producidas por la cepa
salvaje (figura 4.4A). La cepa doble mutante construida AavrXacE1/E2 también conservo
la capacidad de producir enfermedad en hojas de naranja pero mostré un fenotipo similar
a las simples mutantes con areas necrdticas mas extensas que en las lesiones producidas
por la cepa salvaje (figura 4.4A). Este fenotipo sugiere que estas dos proteinas efectoras

actuarian en forma separada afectando distintas vias de sefializacion que modifican la
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necrosis del tejido vegetal, ya que la ausencia de cualquiera de ellas muestra el mismo
grado de necrosis en las lesiones. Las cepas mutantes complementadas XacAavrXacElc,
XacAavrXacE2c y XacAxac3090c, revirtieron el fenotipo mutante a uno similar a la cepa

salvaje (figura 4.4Ay B).

4.4.2-Cuantificacién de las areas de necrosis en los tejidos vegetales infectados
Debido a la diferencia observada en el tamaio del drea necrética en las lesiones
producidas por las cepas mutantes en comparacidon con la cepa salvaje de Xac, se
cuantificd el area de necrosis de las zonas inoculadas con dichas cepas en hojas de
naranja. Para esto se inocularon 30 hojas de naranja con las distintas cepas de Xac y a los
8 dias post inoculacién se fotografiaron y se midié el area necrdtica a partir de las
imagenes digitalizadas con el programa Adobe Photoshop, como se detalla en Materiales

y Métodos.

40

20

10

% Area necrotica

R AR LR DI
O ¥ LOC AT AR Y
FP AP K 420
ot b*g"’“\{;?’\‘d\

Figura 4.5. Porcentaje del area necrotica en lesiones producidas por las cepas de Xac.

Las areas se midieron a partir de imagenes digitalizadas de hojas de naranja 8 dias post
inoculacidn con las cepas de Xac, usando el programa Adobe Photoshop. Se calcularon los valores
promedios del drea necrética por area infectada y los desvios estandar para cada cepa inoculada.
Los * indican valores con diferencia estadisticamente significativa respecto de la cepa salvaje (p <
0,01).

Las lesiones producidas por la infiltracion de las mutantes AavrXacE1l, AavrXacE2 y
AavrXacE1/E2 presentaron un aumento mayor de dos veces en el area necrdtica respecto
de la cepa salvaje de Xac. Por el contrario no se observd diferencia significativa (p < 0,01)

en la necrosis de las lesiones producidas por la mutante Axac3090 en comparacion con la
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cepa salvaje (figura 4.5). Las cepas complementadas AavrXacElc y AavrXacE2c no
mostraron diferencias significativas respecto de la cepa salvaje, demostrando que

revierten los fenotipos mutantes a uno similar al de la cepa salvaje.

4.4.3-Andlisis del crecimiento bacteriano in planta

A fin de determinar el rol de las proteinas efectoras de Xac en el crecimiento
bacteriano durante el desarrollo de la cancrosis de los citricos, se realizaron curvas de
crecimiento in planta mediante recuentos de las distintas cepas luego de inocular hojas
de naranja con suspensiones bacterianas de 10’ UFC/ml en MgCl, 10 mM. A distintos
tiempos post inoculacién se tomaron muestras de tejido vegetal para realizar los
recuentos bacterianos como se detalla en la seccién 3.9 de Materiales y Métodos vy los
datos obtenidos se expresaron en log de UFC/cm? de tejido infectado, teniendo en cuenta
el area del disco de hoja cortado. En la figura 4.6A se muestra una curva de crecimiento
realizada para Xac salvaje y las cepas mutantes. Durante los primeros 7 dias de infeccidn
la cepa Xacwt y XacAxac3090 crecieron mas rdpido que el resto de las cepas alcanzando
valores de 2 x 10 UFC/cm® a los 6 dias post inoculacidn. Las cepas mutantes
XacAavrXacE1l, XacAavrXacE2 y XacAavrXacE1/E2 crecieron mas lentamente alcanzando
valores significativamente diferentes (p < 0,05) respecto de Xacwt, de 7 x 10°, 3 x 10° y2X
10° UFC/cm?, respectivamente (figura 4.6A). Esta diferencia de crecimiento entre la cepa
salvaje y la mutante Axac3090 con el resto de las cepas mutantes en las otras proteinas
efectoras se mantuvo hasta aproximadamente los 10 dias post inoculacién. En la figura
4.6B se muestran las curvas de crecimiento in planta de las cepas mutantes
complementadas en comparacion con la cepa salvaje. Si bien se observé un retardo en el
crecimiento de las cepas complementadas en los primeros dias post inoculacién,
rapidamente alcanzaron valores de UFC/cm? similares a la cepa salvaje a los 6 dias post
inoculacion. Luego de los 20 dias post inoculacion todas las cepas alcanzaron una
densidad celular de 2 x 10™ UFC/cmZ, luego de lo cual el crecimiento comenzé a decaer
lentamente (dato no mostrado). Considerando que Xac es un patégeno biotréfico que
requiere de tejido vegetal vivo para su crecimiento, los resultados de estas curvas de
crecimiento son consistentes con los fenotipos observados en plantas infectadas con
estas cepas dado que el aumento en el area necrética de las lesiones producidas por
XacAavrXacE1l, XacAavrXacE2 y XacAavrXacE1l/E2 soporta un menor crecimiento

bacteriano.
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Figura 4.6. Curvas de crecimiento bacteriano en hojas de naranja.

Recuento de células bacterianas a partir de hojas inoculadas con 10" UFC/ml de las cepas Xac
salvaje (Xacwt), y las mutantes AavrXacEl, AavrXacE2, AavrXacE1/E2 y Axac3090 (A) y las cepas
complementadas XacAavrXacElc y XacAavrXacE2c (B). El crecimiento bacteriano se monitored
durante 20 dias y se expresé como UFC por cm” de tejido infectado. Los valores representan el
promedio de tres muestras por cepa provenientes de tres plantas diferentes, y cada experimento
se repitio tres veces. Los resultados se analizaron mediante ANOVA.

4.5-Caracterizacion de las cepas mutantes en las proteinas efectoras de Xac en

la induccion de respuesta hipersensible en plantas no hospedadoras

Con el objetivo de determinar si las proteinas efectoras AvrXacEl, AvrXacE2 y
Xac3090 contribuyen con el desarrollo de la respuesta hipersensible (HR) en plantas no
hospedadoras de Xac, se analizé el comportamiento de la cepa salvaje, las mutantes
AavrXacE1l, AavrXacE2, Axac3090 y la doble mutante AavrXacE1l/E2 en una interaccion
incompatible con plantas no hospedadoras de tomate y algoddn. Las hojas de tomate y
algodén se inocularon con una concentracién de 10’ UFC/ml de cada cepa y como control
se inoculé MgCl, 10 mM. En todos los casos se observo desarrollo de la respuesta de tipo
HR a las 24 hs post infiltracion, y para todas las cepas la intensidad de la respuesta fue
igual (figura 4.7A y B), indicando que la presencia de estas proteinas efectoras no es

esencial para el desarrollo de la respuesta HR en plantas no hospedadoras.
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Figura 4.7. Respuesta HR producida en hojas de plantas no hospedadoras por las cepas
de Xac mutantes en los genes efectores.

Se inocularon hojas de tomate (A) y de algoddn (B) como plantas no hospedadoras de Xac con la
cepa salvaje de Xac (Xacwt), las cepas mutantes XacAavrXacEl, XacAavrXacE2, XacAxac3090 y
XacAavrXacE1/E2 en una concentracién de 10’ UFC/mIl. Como control se infiltré MgCl, 10 mM. Las
fotos corresponden a hojas de 24 hs post inoculacion.

4.6-Localizacion subcelular de las proteinas efectoras bacterianas AvrXacEl,

AvrXacE2 y Xac3090 en células vegetales

Una manera de dilucidar la funcidn que cumplirian las proteinas efectoras de Xac
dentro de la planta es evaluar la localizacion subcelular de los efectores de Xac en el
interior de las células vegetales. Para esto las secuencias codificantes de AvrXacEl,
AvrXacE2 y Xac3090 se clonaron fusionadas al extremo N-terminal de la proteina
fluorescente verde GFP en el vector de expresion en planta pCHF3 (seccidon 3.6 de
Materiales y Métodos). Células de Agrobacterium tumefaciens transformadas con estos
vectores fueron infiltradas en hojas de Nicotiana benthamiana y mediante un
microscopio de barrido laser confocal se observd la fluorescencia de las proteinas de
fusion a GFP 24 hs post inoculacion. AvrXackEl-GFP y AvrXacE2-GFP se localizaron
principalmente en nucleo y membrana plasmatica (figura 4.8). Esta localizacidén sugiere
gue las mismas podrian interaccionar con proteinas de la célula hospedadora que se
localicen en el nucleo, como factores de transcripcion o proteinas de uniéon a ADN y ARN,
lo cual concuerda con los resultados de interaccion proteina-proteina obtenidos
previamente en el ensayo de doble hibrido. Ademads, ambas proteinas poseen motivos de

N-miristoilacion en el extremo N-terminal de su secuencia aminoacidica que permitirian
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su asociacién con las membranas celulares y esto explicaria la localizacién en membranas

de las proteinas de fusion a GFP.

GFP Hoechst Imagenes superpuestas

AvrXacE1-GFP

AvrXacE2-GFP

Xac3090-GFP

Control pCHF3

Figura 4.8. Deteccidon y localizacion subcelular de las proteinas efectoras AvrXacEl,
AvrXacE2 y Xac3090 fusionadas a GFP.

Imagenes del microscopio confocal de hojas de N. benthamiana 24 hs post agroinfiltracion con
cepas transformadas con los vectores pCHF3 que expresan las proteinas de fusién y con el vector
pCHF3 vacio. GFP: visualizacién de la fluorescencia emitida por GFP en las proteinas de fusién,
Hoechst: visualizacion de la fluorescencia emitida por los nucleos celulares tefidos con el
colorante Hoechst, Imagenes superpuestas: imagenes GFP y Hoechst superpuestas. Barra blanca:
15 pm.
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La proteina de fusién Xac3090-GFP también se observé asociada a los nucleos de las
células vegetales (figura 4.8). Sin embargo, la principal localizacién subcelular de Xac3090-
GFP fue en los cloroplastos (figura 4.9). Este resultado también concuerda con los
resultados obtenidos en la interaccidn proteina-proteina en levadura, la localizacidn
cloroplastica de Xac3090 le permitiria interaccionar, entre otras, con proteinas del
fotosistema y cloropldsticas. La tincidn de nucleos con el colorante Hoechst se realizé
para confirmar la co-localizaciéon de la fluorescencia azul del colorante con la
fluorescencia verde de GFP (figura 4.8). A fin de verificar la localizacién en cloroplastos de
Xac3090 se identificaron estas organelas por la autofluorescencia roja de la clorofila y se

corrobord la co-localizacién de la misma con la fluorescencia verde de GFP (figura 4.9).

GFP Clorofila Imagenes superpuestas

Figura 4.9. Localizacion en cloroplastos de la proteina Xac3090-GFP.

Imagenes del microscopio confocal que muestran la localizacién de Xac3090-GFP en hojas de N.
Benthamiana 24 hs post agroinfiltracién. Las plantas fueron agroinfiltradas con los vectores
pCHF3-Xac3090-GFP y con el vector pCHF3 vacio. GFP: visualizacién de la fluorescencia emitida
por GFP en la proteina de fusidn Xac3090-GFP, Clorofila: visualizaciéon de la fluorescencia roja

emitida por la clorofila presente en los cloroplastos de las células vegetales, Imagenes
superpuestas: imagenes GFP y Clorofila superpuestas. Barra blanca: 15 um.

Xac3090-GFP

Control pCHF3
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4.7-Analisis del rol de la proteina Xac3090 en la eficiencia fotosintética de

cloroplastos

4.7.1-Determinacidn del contenido de pigmentos

Los resultados previos de localizacidon subcelular de Xac3090 en el interior de las
células vegetales sugieren que esta proteina podria alterar ciertos pardmetros fisiolégicos
de los cloroplastos durante el desarrollo de la infeccion. Por lo tanto se decidié
caracterizar algunos parametros fotosintéticos, especificamente en este caso el contenido
de clorofila a, clorofila b y carotenoides en hojas de naranja inoculadas con la cepa salvaje
de Xac y la cepa mutante XacAxac3090. Se observé una importante disminucion en el
contenido de pigmentos en los tejidos infectados con ambas cepas en relacién con tejidos
inoculados con MgCl, 10 mM como control, pero no se observaron diferencias
significativas en el contenido de pigmentos entre la cepa salvaje y mutante de Xac (p <

0,05) (figura 4.10).
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Figura 4.10. Determinacion del contenido de pigmentos en hojas de naranja inoculadas
con Xac salvaje (Xacwt) y XacAxac3090.

Las cepas se infiltraron a una concentracién de 10’ UFC/ml en MgCl, 10 mM que también se
utilizé como control de infiltracion. Se determinaron los pigmentos clorofila a (Chla), clorofila b
(Chlb) y carotenoides. Se grafican los valores promedio con sus respectivos desvios estandar. PF:
peso fresco.

4.7.2-Determinacion de parametros fotosintéticos
Posteriormente, se analizd si la eficiencia fotosintética se encontraba alterada en
tejidos vegetales infectados con la cepa XacAxac3090 respecto de la cepa salvaje. Para

ello se determinaron los parametros fotosintéticos eficiencia cuantica mdaxima del
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fotosistema Il (FSII) (Fv/Fm), eficiencia maxima del FSIl a una determinada intensidad de
luz (F'v/F'm) medida a 100 umol quanta m™ s™ y la eficiencia operativa del FSII (OFSII) y
se calcularon como se detalla en Materiales y Métodos a las 72, 96 y 144 hs post
inoculacién con ambas cepas. Se observé una notable disminucién de estos parametros
en las hojas inoculadas con ambas cepas respecto a las hojas inoculadas con el control
(MgCl; 10 mM) pero no se observaron diferencias significativas entre las dos cepas (p <

0,05) (figura 4.11).
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Figura 4.11. Determinacion de parametros fotosintéticos.

Eficiencia cuantica potencial del FSIl (Fv/Fm) (A), eficiencia cuantica efectiva del FSIl (F'v/F'm) (B)
y eficiencia operativa del FSII (OFSIl) (C). A-C: parametros de fluorescencia de la clorofila
determinados en hojas de naranja infiltradas con MgCl, 10 mM (Control), las cepas Xac salvaje
(Xacwt), XacAxac3090 (Axac3090) y A. tumefaciens con el vector pCHF3 vacio (Vector) vy
conteniendo la secuencia codificante de la proteina de fusion Xac3090-GFP (Xac3090). Los valores
son promedios de cinco replicados y las barras representan las desviaciones estandar
correspondientes. Los datos se analizaron mediante ANOVA (p < 0,05).
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A continuacién, y a fin de profundizar la capacidad de Xac3090 de modificar los
pardmetros fotosintéticos, se determind si la proteina Xac3090 es capaz de alterar dichos
parametros. Para ello, se expresd transientemente en hojas de naranja la proteina
Xac3090 mediante agroinfiltracion con la cepa de A. tumefaciens transformada con el
vector pCHF3 que contiene la proteina de fusidn Xac3090-GFP utilizada previamente en
los ensayos de localizacion celular. Esta técnica se utilizé recientemente para evaluar el
efecto de una proteina Avr en Citrus paradisi (Figueiredo y col., 2011). Se determinaron
los mismos pardmetros fotosintéticos que para la inoculacién con las cepas de Xac. En la
figura 4.11 se puede apreciar que no se observaron diferencias significativas (p < 0,05)
entre las hojas que expresaban transientemente Xac3090-GFP y aquellas que fueron
agroinfiltradas con el vector pCHF3 vacio. Sin embargo, con ambas agroinfiltraciones, se
vieron disminuidos los pardmetros fotosintéticos, probablemente debido a la inoculacidn
con A. tumefaciens.

A pesar de que los ensayos de localizacion subcelular (figuras 4.8 y 4.9) y de que las
proteinas de planta encontradas que interaccionan con Xac3090 sugieren que esta
proteina efectora se localizaria en los cloroplastos vegetales, no se observaron efectos
directos sobre la eficiencia fotosintética que puedan atribuirse a Xac3090. Si se tiene en
cuenta el fenotipo observado cuando la cepa XacAxac3090 es inoculada en hojas de
naranja (figura 4.4) y la curva de crecimiento in planta (figura 4.6), que muestran
caracteristicas muy similares a la cepa salvaje, es de esperar que no se vea afectado
ningln parametro fotosintético asi como tampoco una alteracién en el contenido de
pigmentos, en comparaciéon con una infeccidn normal con la cepa salvaje. Esto sugiere
gue la funcion de Xac3090 en los cloroplastos de las células hospedadoras podria

depender también de otra proteina efectora de Xac que actlie de manera concertada.
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4.8-Discusion

Al igual que otras bacterias patdégenas Gram negativas, Xac utiliza el sistema de
secrecion de proteinas tipo Il para introducir proteinas efectoras dentro de las células
hospedadoras. A pesar de que el rol de muchas de estas proteinas todavia no se conoce,
algunas pueden suprimir la respuesta inmune innata (White y col., 2009). Sélo un nimero
limitado de estudios se han llevado a cabo sobre la caracterizacion bioguimica y funcional
de las proteinas efectoras de fitopatdégenos (Grant y col., 2006; White y col., 2009). El
hecho de que mutaciones simples en un solo gen efector en Xanthomonas campestris pv
campestris (Castafieda y col., 2005; Jiang y col., 2009) y Pseudomonas syringae pv tomato
(Kvitko y col., 2009) no mostraron un efecto en el fenotipo de virulencia, sugiere que las
proteinas efectoras de tipo Ill pueden tener funciones redundantes en la célula
hospedadora. Los resultados de este trabajo mostraron diferencias en los fenotipos de
virulencia para dos de las tres proteinas efectoras analizadas. Las cepas de Xac mutantes
en los genes avrXacE1l y avrXacE2 muestran lesiones con areas necréticas mas extensas
gue aquellas producidas por la cepa salvaje en hojas de naranja. Por el contrario no se
observaron diferencias fenotipicas con la mutante en el gen xac3090. A pesar de estas
diferencias fenotipicas en plantas de naranja, las tres cepas mutantes en las proteinas
efectoras indujeron una respuesta HR similar a la obtenida por una infiltracién con la cepa
salvaje en todas las plantas no hospedadoras ensayadas, lo que sugiere que la respuesta
HR es rapida y no permite observar posibles efectos sutiles de estas proteinas o que no
estan involucradas en la respuesta. Mutantes en las proteinas XopE1 y XopE2, ortélogos
de AvrXacEl y AvrXacE2 de X. campestris pv. vesicatoria, no mostraron diferencias
significativas en los sintomas de enfermedad o la induccion de HR cuando se compararon
con la cepa salvaje (Thieme y col., 2007), lo que sugiere que en cada interaccion planta-
patdgeno particular ocurren interacciones complejas entre el hospedador y el patégeno.

Xac es un patogeno biotréfico y por lo tanto requiere de tejido vegetal vivo que
provea condiciones favorables para la multiplicacion y colonizacién de otros nichos. Por lo
tanto, el retraso temporario de la necrosis en el hospedador puede ser una ventaja para
Xac. La progresion de la necrosis observada en infecciones con las mutantes en los genes
avrXacE1l y avrXacE2 sugiere que estas proteinas pueden estar involucradas en el retardo
o supresion de la necrosis en las etapas iniciales del proceso infectivo para permitir un

crecimiento bacteriano mas rapido y por lo tanto asegurar la colonizacion del patégeno.
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AvrXacE1 interactua con proteinas de union a ADN y ARN (Dunger, 2007). En las
localizaciones subcelulares en hojas de N. benthamiana AvrXacEl se observd asociada a
las membranas celulares y nucleares de la planta. Como esta proteina posee un motivo de
N-miristoilacién en su extremo N-terminal, la miristoilacion podria anclar esta proteina
efectora en la membrana mediante un mecanismo similar al de su homédlogo XopEl
(Thieme y col., 2007). La proteina Snfl de Saccharomyces cerevisiae esta localizada en la
membrana plasmadtica cuando estd N-miristoilada, pero se transloca al nicleo cuando la
N-miristoilacién se bloquea en respuesta a una sefal especifica (Lin y col., 2003).
Seguramente un analisis mas profundo serd necesario para clarificar si este tipo de
regulacion espacial también ocurre con AvrXacEl en hojas infectadas por Xac.

La cepa mutante en el gen avrXacE2 produjo una mayor necrosis que la cepa salvaje
de Xac, lo que sugiere que esta proteina podria atenuar la muerte celular. Es interesante
que una de las proteinas de planta con las que interacciona AvrXacE2 en el ensayo de
doble hibrido en levaduras es LSD1 (Dunger, 2007). En Arabidopsis, LSD1 codifica un
factor de transcripcién con un dominio dedos de zinc especifico de plantas que cumple un
rol en la regulacion negativa de la muerte celular, regulando la translocacion del factor de
transcripcion AtbZIP10 (un regulador positivo de la muerte celular) entre el nucleo y el
citoplasma celular (Kaminaka y col., 2006). Se puede sugerir entonces que AvrXacE2
podria modular la via de LSD1 y por lo tanto controlar la muerte celular en la célula
hospedadora. La localizacién dual de AvrXacE2 en la membrana plasmatica celular y en el
nucleo se puede explicar mediante la velocidad a la cual la translocacién de este efector
ocurre en las células vegetales pero necesita ser estudiada en mayor profundidad.

La funcién bioquimica de las proteinas efectoras ha sido dificil de determinar,
existen pocos ejemplos pero algunas funciones asociadas a los efectores bacterianos
comprenden actividades como tirosina fosfatasas, cistein proteasas, quinasas e
inhibidores de proteasas (Chang y col., 2004; Dangl y McDowell, 2006). Mediante analisis
informatico se observd que ciertas proteinas de naranja que interaccionaron con
AvrXacE1l y AvrXacE2 en el ensayo de doble hibrido son capaces de ser glicosiladas. Para la
proteina HopX, un homodlogo de AvrXacE1l y AvrXacE2 de P. syringae, se determind que su
funcién en la patogénesis depende de una triada de aminoacidos presente en péptido-N-
glicanasas (PNGasas) (Nimchuk y col., 2007). AvrXacE1l y AvrXacE2 poseen esta triada
conservada de aminoacidos cisteina, histidina y acido aspartico (CHD) (figura 4.1) y es

posible que su rol en la patogénesis sea la deglicosilacion de proteinas blanco regulando
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de esta manera la sefializacién del proceso infectivo. Las PNGasas son enzimas que se
encontraron por primera vez en plantas y luego en bacterias, animales y levaduras
(Takahashi y Nishibe, 1978; Plummer y col., 1984; Berger y col., 1995; Suzuki y col., 1998).
Son miembros de la superfamilia de transglutaminasas (TGasas), y utilizan la triada
catalitica CHD para escindir el enlace amida entre N-acetil-glucosamina y un residuo de
asparagina de N-glicopéptidos o N-glicoproteinas (Suzuki y col., 2002), generando una
cadena polipeptidica que contiene un acido aspartico y un 1-amino-N-acetilglucosaminil
oligosacarido, el cual es hidrolizado a pH neutro para generar un N-acetilglucosaminil
oligosacdrido y amoniaco. Las células eucariotas poseen un sistema llamado “degradacion
asociada al reticulo endoplasmatico” (ERAD, del inglés endoplasmic reticulum-associated
degradation), para eliminar proteinas recién sintetizadas pero mal plegadas o
ensambladas. La célula retrotransloca dichas proteinas defectuosas, incluyendo N-
glicoproteinas, desde el reticulo endoplasmatico al citosol donde son degradadas por el
proteasoma. Wiertz y colaboradores fueron los primeros en indicar la participacion de
PNGasas citoplasmaticas en el sistema ERAD, y actualmente se conocen diversos
sustratos del sistema ERAD que son deglicosilados por PNGasas durante el proceso de
degradacion (Wiertz y col., 1996; Suzuki y col., 2002). Durante el trabajo de tesis se disefié
un protocolo para ensayar la actividad PNGasa de las proteinas de Xac, en base a distintos
protocolos encontrados en la bibliografia (Suzuki, 2005; Kwan y col., 2005), sin embargo
en ningun caso se pudo observar un resultado positivo que indique la presencia de
actividad deglicosilasa en AvrXacEl y AvrXacE2. En el caso de HopX, tampoco se pudo
detectar in vitro la actividad enzimatica, aunque las evidencias bioinformaticas vy
genéticas sugieren que esta familia de proteinas efectoras de P. syringae codifica enzimas
activas de la familia TGasa (Nimchuk y col., 2007).

La proteina efectora bacteriana Xac3090 interacciona principalmente con proteinas
cloroplasticas (Dunger, 2007). Estos resultados nos llevaron a especular que Xac3090
podria alterar la maquinaria fotosintética, sin embargo, no se observaron diferencias
significativas en el contenido de pigmentos o los pardmetros de fluorescencia de la
clorofila medidos cuando la cepa mutante de Xac Axac3090 se inoculé en hojas de
naranja, o incluso luego de la expresion transiente de Xac3090-GFP. Esto sugiere que el
efecto de Xac3090 es muy sutil para ser detectado con las técnicas utilizadas o que se
necesitan acciones coordinadas espacio-temporalmente de otras proteinas efectoras para

causar modificaciones en esta organela especifica de la planta. En los ensayos de
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localizacion subcelular Xac3090 se encontrd en el nucleo y en los cloroplastos de células
de N. benthamiana. Existen algunos factores de transcripcion nucleares llamados
proteinas Whirly, las cuales son dirigidas a nucleo y también a cloroplastos y mitocondria,
y podrian estar involucradas en la comunicacién entre el nucleo y las organelas en las
células vegetales (Schwacke y col., 2007). Ademas, se ha propuesto recientemente que las
proteinas pueden ser relocalizadas de un compartimiento a otro en respuesta a cambios
ambientales, y que el direccionamiento dual puede funcionar para el almacenamiento o
secuestro de factores de transcripcion dentro de las organelas hasta que determinadas
condiciones especificas requieran de su actividad en el nucleo (Krause y Krupinska, 2009).

Existen distintos métodos para corroborar in vitro las interacciones observadas en
ensayos de doble hibrido en levaduras, como far western-blot o pull down, entre otros
(Wu y col., 2007; Vikis y Guan, 2004). Durante el presente trabajo de tesis, varios ADNc de
naranja que interaccionaron con AvrXacEl, AvrXacE2 y Xac3090 fueron clonados en
vectores de expresion de la serie pET para su purificacion como proteinas recombinantes
fusionadas a 6 histidinas. Las proteinas efectoras se clonaron en vectores de expresion de
la serie pGEX para purificarlas como proteinas de fusién a la proteina glutatién-S-
transferasa (GST). Hasta el momento no se pudo obtener un resultado positivo en las
interacciones ensayadas in vitro entre distintas proteinas efectoras y sus posibles blancos
de naranja por distintos métodos. La falta de estos resultados que confirmen las
interacciones observadas en el ensayo de doble hibrido dificulta la asignacién de un rol
especifico para cada proteina efectora, si bien los ensayos de localizacion subcelular
permitieron abrir un camino para continuar la buisqueda de la funcién de dichas proteinas
en la célula hospedadora durante el desarrollo de la enfermedad.

El género Xanthomonas comprende un grupo de bacterias patdégenas de plantas
gue causan marchitamiento, cancros y manchas en las hojas. A pesar de que el rango de
hospedador de este género es amplio, patovares particulares pueden estar confinados a
una planta hospedadora especifica, y la variedad de proteinas efectoras presentes en un
determinado patdgeno pueden determinar la especificidad de hospedador y de tejido
(White y col., 2009). En particular para Xanthomonas axonopodis, un estudio de 132
cepas representativas de 18 patovares distintos con diferentes rangos de hospedador y
una amplia distribucidn geografica, revelé una correspondencia entre la composicidn del
repertorio efector y los patovares, dando sustento a la idea de que la especificidad de

hospedador resulta de la interaccion entre un repertorio de genes de virulencia
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bacteriana y un repertorio de genes involucrados en la defensa del hospedador (Hajri y
col., 2009). Resulta interesante que todas las cepas caracterizadas de Xac poseen los tres
genes analizados en este trabajo, mientras que dos de las cepas caracterizadas de X.
axonopodis pv aurantifolii, que también causan la cancrosis de los citricos sélo en limones
y lima Mexicana (Brunings y Gabriel, 2003), no poseen una copia funcional de AvrXacEl
(Hajri y col.,, 2009). Incluso, en cepas de la bacteria fitopatdgena relacionada
filogenéticamente X. axonopodis pv. citrumelo que causa la mancha bacteriana de citricos
(Brunings y Gabriel, 2003; Graham y col., 2004), AvrXacE2 esta presente en tres de las seis
cepas analizadas, mientras que Xac3090 y AvrXacEl estan ausentes (Hajri y col., 2009).
Por lo tanto, el rango de hospedador puede explicarse en parte por estos complejos
repertorios de efectores y, especificamente en el caso de la cancrosis de los citricos, el
estudio de la localizacion de las proteinas efectoras de Xac en la célula vegetal, y las
proteinas de la planta con las cuales interaccionaron, puede ser relevante en el disefio de

futuras estrategias de control de la enfermedad.
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5. CAPITULO II: PARTICIPACION DE LA PROTEINA REGULATORIA HRPG EN
LA VIRULENCIA Y PATOGENICIDAD DE XANTHOMONAS AXONOPODIS PV. CITRI

5.1-Introduccion

El sistema de secrecién de proteinas tipo tres (SSTT), codificado en las bacterias
patégenas Gram-negativas por el cluster denominado hrp, también es utilizado por el
fitopatdgeno Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) en la patogenicidad y virulencia
(Alfano y Collmer, 1997; Blttner y Bonas, 2002). Bacterias mutantes en este sistema de
secrecion no son capaces de multiplicarse en los tejidos vegetales de plantas
hospedadoras, lo que impide la colonizacion de la planta y la posterior dispersién del
patégeno y tampoco son capaces de inducir respuesta hipersensible (HR) en plantas
hospedadoras resistentes o plantas no hospedadoras (Alfano y Collmer, 1997; Dunger y
col., 2005). La estructura compleja del SSTT (seccién 1.6 de Introduccidn) permite el
anclaje de la bacteria a la membrana plasmatica de la célula vegetal hospedadora para
promover la translocacién de proteinas efectoras y de otros elicitores y factores de
virulencia directamente en el interior de la célula vegetal que favorecen la colonizacion de
los tejidos, la dispersion de la bacteria y en consecuencia el desarrollo de la enfermedad
en el caso de plantas sensibles al patdgeno (Weber y col., 2005).

El cluster hrp de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) es el mas estudiado
hasta el momento (Wengelnik y col., 1996b; Rossier y col., 2000) y sirve como modelo
para el estudio de este aparato de secrecidn en otras Xanthomonas. La expresion de los
genes del cluster estd regulada por las proteinas regulatorias HrpG y HrpX. La
transcripcion génica del cluster se induce in planta y en medios de cultivo minimos a
través de estas proteinas, mediante la activacion de HrpG, necesaria para la activacion de
HrpX que luego activa otros operones y genes del cluster. El modelo regulatorio del
cluster hrp propuesto para Xcv y descripto en detalle en la seccién 1.6 de Introduccidn,
muestra que HrpG cumpliria un rol esencial en la activaciéon del cluster y la expresion del
SSTT (Wengelnik y col., 1996b). Varios estudios, ademds relacionan a esta proteina con la
regulacion de distintas vias de expresion de factores de virulencia, exoenzimas,
metabolitos, etc, indicando una posible funcién como un regulador maestro de la

patogenicidad de Xac y otras bacterias patégenas (Blttner y Bonas, 2010).
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En este contexto, y ante la falta de evidencias experimentales acerca del rol de
HrpG especificamente en la cancrosis de los citricos producida por Xac, se decidio
investigar el rol de esta proteina como regulador del SSTT, para comprender ademas su
funciéon como responsable de la translocacién de proteinas efectoras y otras moléculas

que facilitan la colonizacidn de plantas citricas.

5.2-Construccion de una cepa de X. axonopodis pv. citri sobreexpresante del gen

hrpG

A fin de estudiar el rol de la proteina regulatoria HrpG del SSTT, se construyd una
cepa de Xac sobreexpresante del gen hrpG. Para esto, se cloné la secuencia codificante de
HrpG amplificada con oligonucledtidos especificos bajo el control del promotor
constitutivo lacZ del vector replicativo pBBR1MCS-3, como se detalla en la seccién 3.3.4
de Materiales y Métodos. Las colonias transformantes obtenidas de cepas de E. coli
JM109 se verificaron por PCR, minipreparacion de pldsmido y liberacion del fragmento
clonado mediante digestiones con enzimas de restriccidn, y en todos los casos se obtuvo
un fragmento esperado de 888 pb que contiene la secuencia codificante de hrpG de 792
pb. Posteriormente se transformé la cepa movilizadora E. coli S17-1 y se conjugd con la
cepa de Xac salvaje. Las cepas transconjugantes de Xac se seleccionaron por resistencia al
antibiotico tetraciclina e inmediatamente se crecieron en medio liquido y se inocularon
en hojas de naranja a una concentracion de 10’ UFC/ml en MgCl, 10 mM. La
sobreexpresién de hrpG y mutantes puntuales en la secuencia del gen que expresan
constitutivamente el cluster hrp de Xcv, producen lesiones igual o mas virulentas que la
cepa salvaje (Wengelnik y col.,, 1999), pero inesperadamente, algunas cepas
sobreexpresantes obtenidas en Xac, como los clones 7, 8, 14 y 30, no mostraron sintomas
de cancrosis a diferencia de la inoculacién con Xac salvaje (figura 5.1). La lesién producida
por esos clones no mostraba signos severos de necrosis, por el contrario se observd una
leve clorosis en el tejido infectado que a pesar de largos periodos de inoculacién no
alcanzaron a desarrollar los sintomas caracteristicos de las infecciones con Xac salvaje. El

clon 17, a diferencia de los otros, mostraba un fenotipo similar a la cepa salvaje.
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clon 8

clon 30
clon7

clon 17
Xacwt

clon 14
MqgCl,

Figura 5.1. Inoculacién de cepas transconjugantes de Xac.

Se inocularon hojas de naranja con 10’ UFC/ml en MgCl, 10 mM que ademas se utilizé como
control de infiltracidon. Se muestra una foto representativa de una hoja de naranja 15 dias post
inoculacidn con la cepa salvaje de Xac (Xacwt), y los clones 7, 8, 14, 17 y 30 de las cepas obtenidas
por conjugacién bacteriana.

Frente a estos fenotipos observados se decidid secuenciar la construccion en el
pldsmido pBBR1MCS-3 con la cual se habian construido estas cepas sobreexpresantes de
Xac. Luego de analizar la secuencia obtenida y de alinearla con la secuencia publicada en
la base de datos GenBank del gen hrpG del genoma secuenciado de Xac (da Silva y col.,
2002), se encontré una mutacidon puntual en la secuencia nucleotidica, seguramente
introducida por error por la ADN polimerasa con la cual se amplificd la secuencia de hrpG
a partir de ADN gendmico de Xac salvaje. La mutacion encontrada consiste en el cambio
de la base citosina en la posicidn 628 de la secuencia por una base de timina (figura 5.2B).
Esta mutacion implica una alteracion en el codigo genético que se traduce en un cambio
en la secuencia aminoacidica de la proteina, cambiando un residuo de arginina (Arg o R)
en la posicidon 210 de la secuencia proteica por un residuo de cisteina (Cys o C) (figura

5.2B).
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A
0 50 100 150 200 250 263
| | | | | | | ea
[ proteina HrpG I I J
N-terminal [ Receptor de respuesta ] [ Superfamilia H'II'H I ] C-terminal
Dominio de dimerizacion, fosforilacion Dominio de urji,c')rfé ADN\\\
k”/ \\\S

B HrpG tac aag ttg cgc aag aaa ctg
Y KL R KKL

R210C tac aag ttg tgc aag aaa ctg
Y K L €C K K L

Figura 5.2. Esquema representativo de la proteina HrpG.

A: diagrama de HrpG de Xac, la regla en la parte superior representa el nimero de aminoacidos,
se sefalan los dominios conservados mas importantes en la regidon N-terminal (azul) y C-terminal
(rosa) de la proteina. B: se muestra parte de la secuencia nucleotidica (nt 619 a 639) vy
aminoacidica (aa 207 a 213) de HrpG y de la proteina mutante R210C. En rosa se resaltan las
bases y aminoacidos mutados. Las lineas cortadas muestran la regién de la proteina donde se
encuentran los nt y aa detallados.

Con el objetivo de comprender el efecto de esta mutacién en la estructura y funcion
de la proteina HrpG, se compard la secuencia proteica con la base de datos no
redundante de GenBank mediante la herramienta BLAST (seccidon 3.18 de Materiales y
Métodos). De esta manera se determind que HrpG de Xac tiene un alto porcentaje de
identidad con reguladores transcripcionales y proteinas HrpG de otras especies del
género Xanthomonas, y también de bacterias de los géneros Ralstonia y Burkholderia,
entre otras. Con proteinas HrpG de bacterias del género Xanthomonas, como por
ejemplo: Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii, Xanthomonas fuscans subsp. fuscans y
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, posee un 99 %, 98 % y 97 % de identidad,
respectivamente. El apilamiento de estas proteinas con HrpG de Xac muestra que la
secuencia aminoacidica en la regién C-terminal de la proteina donde se encuentra la
mutacion esta altamente conservada (figura 5.3A). Esta busqueda bioinformatica también
proporciond informacion acerca de la presencia de distintos dominios conservados en
HrpG de Xac mediante la base de datos Conserved Domains Database (CDD) del NCBI

(seccidn 3.18 de Materiales y Métodos).
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A HrpG-XAC MNDHSPPNAGSVEFLLTQDARLVSQVNASLAPLARNVSTFSDELELLRTLRHSP (53)
HrpG-XFA MNDHSPPNAGSVFLLTQDARLVSQVNASLAPLARNVSTFSDELELLRTLRHSP (53)
HrpG-XFF MNDHSPPNAGSVFLLTQDARLVSQVNASLAPLARNVSTFSDELELLRTLRHSP (53)
HrpG-XCV MNDHSPSNAGSVEFLLTQDARLTSQVNASLAPLARNVSTFSDELELLRSLRHSP (53)

khkAkhkkk Khhkhkhkhkkhhkhkkhkrhkkhkhkkh *hkhkhkhhkhkkhkrhkkhkhhkhkrhkhhkhkhkkhkhxkhkokkrxk*k

HrpG-XAC CELLIFDASYVAADDSSLLAWQRCHSGQPTPLIVLGRFDCADNILAWYRAGAQ (106)
HrpG-XFA CELLIFDASCVAADDSSLLAWQRCHSGQPTPLIVLGREFDCADNILAWYRAGAQ (106)
HrpG-XFF CELLIFDASCVAADDSSLLAWQRCHSGQPTPLIVLGRFDCADNILAWYRAGAQ (106)
HrpG-XCV CELLIFDASCVAADDSSLLAWQRCHSGQPTPLIVLGREFDCADNILAWYRAGAQ (106)
KAKAKXKAIAKAAKXN A A A A KAA AR AR A A A A KA A NI A AR A A IR A A AR A A A A A A A AR h kK
HrpG-XAC EVLALPFNSHELHVRAALAISPVAHACPETQHLSVGPYRLIRDENTVYLDGKP (159)
HrpG-XFA EVLALPFNSHELHVRAALAISPVAHACPETQHLSVGPYQLIRDENTVYLEGKP (159)
HrpG-XFF EVLALPFNSHELHVRAALAISPVAHACPETQHLSVGPYQLIRDENTVYLEGKP (159)
HrpG-XCV EVLALPFNSHELHVRAALAISPVAHACPETQHLSVGPYKLIRDENTVYLEGKP (159)

KK AR KA KRR AR AR KA AR A AR AR A AKRA KRR AR A AR A AR AR Ak e AA A AR Xk« Kk K

HrpG-XAC IVLTAREFSIAWLLFSSPGVCFRRCQLAKAVWGSHTEFTDRTMEQHIYKLRKK (212
HrpG-XFA IVLTAREFSIAWLLFSSPGVCFRRCQLAKAVWGSHTEFTDRTMEQHIYKLRKK (212
HrpG-XFF IVLTAREFSIAWLLFSSPGVCFRRCQLAKAVWGSHTEFTDRTMEQHMYKLRKK (212
HrpG-XCV IALTAREFSIAWLLFSSPGVCFRRCQLAKAVWGSHTEFTDRTMEQHIYKLRKK (212

K AR KA A A AR AR KA AR A AR AR A A KR A AR AR A AR AR A AR A A A AR AR A Ak e kA A Kk K

HrpG-XAC LQOLSSDSSAVRIRTVYSHGYKLELALHDTEATTMSKAVSPSLGPAHHAAAC (263)
HrpG-XFA LOLSSDSSAVRIRTVYSHGYKLELALHDTEATTMSKAVSPSLGPAHHAAAC (263)
HrpG-XFF LQLSSDSSAVRIRTVYSHGYKLELALHDTEATTMSKAVSPSLGPAHHAAAC (263)
HrpG-XCV LOLSGDSSAVRIRTVYSHGYKLELALHDTEATTMSKAVSPSLGPAHHAAAC (263)

KAKAKN AR KA A KA AR KA AR A A KA AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR A A AR Ak kK

B
HrpG-XAC 170) AWLLFSSPGVCFRRCQLAKAVWGSHTEFTDRTMEQHIYKLRKKLQLS (216
OmpR-Ecoli 169) LKALVSHPREPLSRDKLMNLARGREYSAMERSIDVQISRLRRMVEED (214

( ) )
( ) )
PhoB-Smeliloti (163) LEFLMSSPGRVFSRSQLLDGVWGHDIYVDERTVDVHVGRLRKALNFS (208)
( ) )
( ) )

BaeR-Ecoli 169) LKTLSHEPGKVFSREQLLNHLYDDYRVVTDRTIDSHIKNLRRKLESL (214
VirG-Atumefaciens (176) LVAFLEKPRDVLSREQLLIASRVREEEVYDRSIDVLILRLRRKLEGD (221
* . * . K e K o o o . * k.
HrpG-XAC (217) SDSSAVRIRTVYSHGYKLELALHDTEATTMSKAVSPSLGPAHHAAAC (263)
OmpR-Ecoli (215) P-AHPRYIQTVWGLGYVEVPD-————— GSKA-——————————————— (239)
PhoB-Smeliloti (209) N-MPDV-IRTVRGAGYSLES—————————————mmm o ——— (227)
BaeR-Ecoli (215) D-AEQSFIRAVYGVGYRWEADACRIV-———————————————————— (240)
VirG-Atumefaciens (222) P-TTPQLIKTARGAGYFFDADVDVSYGGVMAA-—————————————— (253)
* o o * *

Figura 5.3. Alineamientos de secuencias entre HrpG y proteinas homélogas.

A: alineamiento de secuencias con proteinas reguladoras HrpG de diversas bacterias del género
Xanthomonas. XAC: Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xcc99-1330) secuencia de hrpG
secuenciada e idéntica a la secuencia de la cepa 306 (da Silva y col., 2002, AAM36136.1), XFA:
Xanthomonas fuscans subesp. aurantifolii cepa ICPB 11122 (ZP_06705615.1), XFF: Xanthomonas
fuscans subesp. fuscans (ABW87294.1), XCV: Xanthomonas campestris pv. vesicatoria cepa 85-10
(YP_363045.1). B: alineamiento de secuencia de las regiones C-terminales de proteinas
reguladoras de la familia OmpR. OmpR-Ecoli: OmpR de Escherichia coli cepa K-12 subcepa
MG1655 (NP_417864.1), PhoB-Smeliloti: PhoB de Sinorhizobium meliloti 1021 (NP_384621.1),
BaeR-Ecoli: BaeR de Escherichia coli cepa K-12 subcepa MG1655 (NP_416583.1), VriG-
Atumefaciens: VirG de Agrobacterium tumefaciens cepa C58 (NP_396499.1). En A y B: se resalté
en rosa el residuo de arginina conservado en HrpG de Xac donde se obtuvo la mutacién puntual
por un residuo de cisteina; los numeros entre paréntesis muestran el nimero de aminoacido
inicial o final de la secuencia respecto de los aminodcidos totales de cada proteina. Sélo en A se
subrayaron los aa que se muestran en la figura 5.2B. (*) Posicidon con un Unico aa totalmente
conservado. (:) Posicidon con aa conservados y con propiedades altamente similares. (.) Posicion
con aa conservados y con propiedades débilmente similares.
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HrpG pertenece a la superfamilia de reguladores transcripcionales OmpR/PhoB con
dos regiones bien definidas, la regién N-terminal con homologia a dominios receptores de
sefial de sistemas de dos componentes bacterianos como en la proteina de quimiotaxis
CheY, y la regidn C-terminal con homologia a los dominios de unién a ADN del tipo hélice-
giro-hélice (figura 5.2A). La mutacién del aminoacido arginina en posicion 210 por cisteina
(R210C) se encuentra en el dominio de unién a ADN de la regién C-terminal de HrpG. Al
comparar distintos reguladores de la familia OmpR con HrpG, asi como con proteinas
HrpG de otras Xanthomonas, mediante alineamientos de secuencia con las herramientas
ClustalW2 y BLAST, se observd que el residuo de arginina estd altamente conservado. Por
ejemplo, la arginina 210 de HrpG de Xac estd conservada con la arginina 209 de OmpR de
E. coli que se vio involucrada en la unién al ADN (Rhee y col., 2008) (figura 5.3B).

Esto sugiere que este residuo aminoacidico de HrpG al igual que el de sus
homdlogos podria estar involucrado en la unién a las regiones promotoras de los genes
del cluster hrp y por lo tanto podria participar en la activacién transcripcional del mismo,
lo cual conduce a la translocacién de factores de virulencia a la planta hospedadora (Rhee
y col., 2008). Entonces, el fenotipo observado en los clones 7, 8, 14 y 30 (figura 5.1) se
debe a la presencia de este regulador mutado y no funcional, todos los clones poseen el
mismo plasmido con la misma mutaciéon. Por el contrario, el clon 17 posteriormente se
determind mediante minipreparacidon que no poseia la construccién pBBR1MCS-3 con la
proteina mutante R210C, por lo que el fenotipo que presentd era el de la cepa salvaje.
Para continuar trabajando se eligié el clon 8, que en todas las inoculaciones ensayadas
mostré el fenotipo con menor virulencia, necrosis y clorosis del tejido vegetal. Esta cepa
gue sobreexpresa el regulador HrpG con la mutacidon puntual R210C se denomind
XacR210C.

A fin de obtener la secuencia salvaje de HrpG sobreexpresada en Xac, se volvid a
amplificar por PCR la secuencia codificante de HrpG con los oligonucleétidos disefiados, y
se clond en el vector pPBBR1IMSC-3. Se hicieron los controles correspondientes y una vez
secuenciada la nueva construccion y verificada la secuencia correcta de HrpG, se
transformé la cepa E. coli S17-1 que se conjugd con Xac salvaje para obtener cepas
transconjugantes sobreexpresantes de HrpG. Las cepas resistentes al antibidtico Tc se
crecieron en medio liquido SB y se inocularon en hojas de naranja en una concentracion

de 10’ UFC/ml en MgCl, 10 mM.
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clon 88

clon 87

MgCl, | clon 8

Figura 5.4. Inoculacion de cepas transconjugantes de Xac conteniendo la nueva
construccion pBBR1MCS-3-HrpG.

Se inocularon hojas de naranja con 10’ UFC/ml en MgCl, 10 mM que ademas se utilizd como
control de infiltracidn. Se muestra una foto representativa de una hoja de naranja 15 dias post
inoculacién con la cepa salvaje de Xac (Xacwt), y los clones 8, 87 y 88 de las cepas obtenidas por
conjugacion bacteriana.

En la figura 5.4 se muestra una hoja inoculada con algunos clones obtenidos y todos
fueron capaces de producir enfermedad, a diferencia de lo que sucedié con los clones 7,
8, 14 y 30 de las cepas sobreexpresantes del regulador mutante R210C (figura 5.1). Los
clones 87 y 88 (figura 5.4) mostraron un fenotipo necrdtico, mas agresivo que la cepa
salvaje, mientras que otro de los clones (clon 8) mostré un fenotipo similar a Xac salvaje.
Mediante minipreparacion de estas cepas se determind que el clon 8 no poseia la
construccion pBBR1MCS-3-HrpG, por ello mostraba un fenotipo mas similar a la cepa
salvaje que los clones 87 y 88 que por el contrario poseian la construccion que
sobreexpresa HrpG. Para continuar trabajando se eligié el clon 88, que en todas las
inoculaciones ensayadas produjo un fenotipo mas necrético que la cepa salvaje. Esta cepa

se denomindé XacHrpG y sobreexpresa la proteina HrpG salvaje.

5.3-Construccion de una cepa mutante de X. axonopodis pv citri en el gen hrpG

A fin de comprender el fenotipo producido por las cepas sobreexpresantes de las

proteinas HrpG y R210C y de caracterizar en profundidad el SSTT de Xac, se construyd una
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cepa mutante en el gen hrpG. La mutante se construyd por intercambio de marcador
como se detalla en la secciéon 3.3.5 de Materiales y Métodos. Como resultado de la
conjugacién bacteriana se seleccionaron varios clones en medio de cultivo selectivo y
luego se verific6 por PCR la ausencia del gen hrpG. Para esto, se usé el par de
oligonucleétidos HrpGBamHIlup y HrpGXholdown (tabla 3.4 de Materiales y Métodos,
figura 5.5A) que amplifican un fragmento 884 pb que contiene la secuencia codificante de
hrpG. Se realizé la reaccién de PCR a partir de ADN gendmico y los resultados obtenidos
muestran que en la cepa salvaje se amplificd un fragmento del tamafio esperado pero no
se pudo detectar en la cepa mutante XacAhrpG, lo que indica la ausencia del gen hrpG
(figura 5.5C). Para confirmar la ausencia del gen vy verificar la insercién del casete de
resistencia Q en la regién gendmica de hrpG, se amplificé por PCR un fragmento de
aproximadamente 2300 pb con el oligonucledtido oligo-Sp que hibrida en el interior del
casete de resistencia a Sp/Sm y el oligonucledtido 3'down Hindlll que hibrida en la regién
3" flanqueante de hrpG (figura 5.5B). Se obtuvo el producto de amplificacidn en la cepa
mutante XacAhrpG, mientras que no se obtuvo amplificacidon en la cepa salvaje de Xac
(figura 5.5D). Los resultados de estas reacciones de PCR confirman que la cepa XacAhrpG,
no posee el gen y ademads contiene el casete Q de resistencia a los antibiéticos Sp/Sm

insertado en la region genédmica de hrpG.

5.4-Complementacion génica de la cepa mutante XacAhrpG

Con el objeto de confirmar la mutacién en XacAhrpG, se llevd a cabo su
complementacidn génica con una copia de la secuencia codificante de HrpG. Adema3s, se
complementod la cepa mutante con un plasmido que contiene la secuencia codificante de
la proteina mutante en el aminodcido 210 para comprender el rol de este aminodcido en
la regulacion del SSTT y el efecto que puede tener en el contexto gendmico de la cepa
mutante en comparacion con el de la cepa sobreexpresante.

Para la complementacién de la cepa mutante, la misma se conjugd con las cepas de
E. coli S17-1 que contienen los plasmidos pBBR1MSC-3-HrpG y pBBR1MCS-3-R210C,
construidas previamente para la construccidon de las cepas sobreexpresantes. Las cepas
complementadas se denominaron XacAhrpGc-HrpG y XacAhrpGce-R210C y se verifico la
presencia de ambas secuencias codificantes mediante PCR con los oligonucledtidos

HrpGBamHIlup y HrpGXholdown. Se obtuvo el fragmento esperado de 884 pb en ambas
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cepas complementadas y en la cepa salvaje, mientras que en la cepa mutante XacAhrpG
nuevamente no se observé amplificacién con este par de oligonucledtidos (figura 5.5E).
Estos resultados verifican una vez mas la ausencia de hrpG en la cepa mutante y la
presencia de las secuencias codificantes de HrpG y R210C en ambas cepas

complementadas.
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Figura 5.5. Construccion y complementacion de la cepa mutante XacAhrpG.

Esquema de la regién gendmica de hrpG en la cepa salvaje (A) y en la cepa mutante (B). En Ay B
se muestran los oligonucleétidos utilizados para construir la cepa mutante: 5°up, 5°down, 3'up y
3'down; que hibridan en las regiones 5" y 3° del gen, de 837 pb y 1070 pb de longitud,
respectivamente; también se muestran los oligonucleétidos que amplifican la secuencia
codificante completa de hrpG (HrpGBamHIlup y HrpGXholdown), y el oligo-Sp que hibrida en el
casete Q de resistencia a Sp y Sm. C: gel de agarosa con los productos de PCR obtenidos con el par
de oligonucleétidos HrpGBamHIup y HrpGXholdown que hibridan en el gen hrpG. 1: Xac salvaje, 2:
XacAhrpG, > fragmento de 884 pb correspondiente a hrpG. D: PCR con el par de oligonucledtidos
oligo-Sp y 3°'down Hindlll que amplifican parte del casete de resistencia y la regién 3 flanqueante
del gen hrpG. 1: Xac salvaje, 2: XacAhrpG, * fragmento de 2300 pb correspondiente al casete Q y
la region 3" del gen. E: Complementacién de la cepa XacAhrpG con la secuencia codificante de
HrpG y la proteina mutante R210C. Gel de agarosa para visualizar los productos de PCR
amplificados con los oligonucledtidos HrpGBamHIup y HrpGXholdown. Como molde de las
reacciones de PCR se utilizé ADN gendémico de XacAhrpGce-HrpG (1), XacAhrpGc-R210C (2),
XacAhrpG (3) y Xac salvaje (4). > fragmento de 884 pb correspondiente a las secuencias
codificantes de HrpG y R210C. A la derecha de cada gel se muestran algunas bandas del marcador
de peso molecular 1 kb. hrpG es de 792 pb de longitud y el casete Q es de 2000 pb.
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5.5-Caracterizacion de las cepas sobreexpresantes XacHrpG y XacR210(, la cepa

mutante XacAhrpG y las cepas complementadas, en la cancrosis de los citricos

5.5.1-Inoculaciéon de plantas de naranja con cultivos bacterianos

Con el objetivo de analizar y caracterizar el fenotipo de las cepas de Xac
construidas, se inocularon plantas hospedadoras de naranja (Citrus sinensis) con
suspensiones bacterianas de 10’ UFC/ml en MgCl, 10 mM. Como control se infiltré MgCl,
10 mM. En la figura 5.6A se muestran las lesiones producidas 7 dias post inoculacién con
la cepa salvaje de Xac y las cepas sobreexpresantes XacHrpG (clon 88) y XacR210C (clon
8). Se puede apreciar la diferencia fenotipica de las lesiones producidas entre XacHrpG,
gue produce lesiones cancrdticas como la cepa salvaje, y XacR210C que sdlo produce un
leve cambio en la coloracion del tejido de la zona infectada sin generar necrosis o mayor
daio tisular. También se inoculé la cepa XacAhrpB (tabla 3.1 de Materiales y Métodos),
una mutante del operdn hrpB del cluster hrp de Xac que codifica componentes esenciales
del sistema de secrecién tipo lll. La falta de un sistema de secrecién funcional en
XacAhrpB se confirmd previamente en el laboratorio por la ausencia de sintomas de
enfermedad al ser inoculada en hojas de naranja, y de respuesta HR en hojas de
diferentes plantas no hospedadoras de Xac (Dunger y col., 2005). Como se observa en la
figura 5.6A la cepa XacAhrpB no produce sintomas de cancrosis y solo se observo un leve
oscurecimiento y humedecimiento del tejido producto de la inoculaciéon, mientras que
XacR210C si bien no se comporta como la cepa salvaje, muestra algunos puntos de
necrosis y clorosis del tejido que no estdn presentes en la zona inoculada con XacAhrpB.
Esto sugiere que la sobreexpresién de R210C compite con la copia salvaje y funcional de
hrpG que esta presente en el genoma de XacR210C, y disminuye la patogenicidad vy el
desarrollo de los sintomas caracteristicos de la cancrosis, probablemente debido a una
insuficiente expresion de los genes del cluster que permitan el correcto ensamblado del
SSTT. Por el contrario en XacAhrpB, el SSTT no es funcional porque se encuentran
mutados genes esenciales para el ensamblado de la estructura del pilus Hrp. En la figura
5.6B se muestra una hoja de naranja inoculada con la cepa mutante en hrpG que no fue
capaz de desarrollar los sintomas caracteristicos de la enfermedad a diferencia de la cepa
salvaje de Xac. Este fenotipo corrobora la ausencia del gen y por lo tanto la falta de un
sistema de secrecion de tipo tres funcional que le permita a la bacteria translocar factores

de virulencia en el interior de las células vegetales para colonizar a la planta hospedadora.
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Como era de esperar, la cepa complementada XacAhrpGce-HrpG revirtié el fenotipo de la
cepa mutante a uno similar al de la cepa salvaje (figura 5.6B). Por el contrario, la cepa
complementada XacAhrpGc-R210C no fue capaz de revertir el fenotipo de la cepa
mutante (figura 5.6B). La sobreexpresante XacR210C y la cepa mutante no produjeron
sintomas de cancrosis, en el primer caso la presencia de la copia génica que codifica HrpG
en la cepa XacR210C implicaria una competencia entre las proteinas que no permite el
correcto funcionamiento del SSTT; por el contrario en la mutante XacAhrpG la ausencia
del regulador no permite la activacién de cluster y su complementaciéon con R210C, no

revierte le fenotipo, indicando que este regulador no seria funcional.

A B

XacAhrpB

XacR210C Xacwt M\ XacAhrpGe-HrpG

Xacwt L ¥
XacHrpG XacAhrpG

XacAhrpGce-R210C
MgCl,

Figura 5.6. Patogenicidad en hojas de naranja de las cepas sobreexpresantes XacHrpG vy
XacR210C, la cepa mutante XacAhrpG y las cepas complementadas.

A: Lesiones producidas en hoja de naranja inoculada con 10’ UFC/ml de Xac salvaje (Xacwt),
XacHrpG, XacR210C y XacAhrpB. B: Hoja de naranja inoculada con 10" UFC/ml de las cepas Xac
salvaje (Xacwt), XacAhrpG y las cepas complementadas XacAhrpGe-HrpG y XacAhrpGe-R210C. Se
muestra una hoja representativa de 8 dias post inoculacién. Control de infiltracion: MgCl, 10 mM.

5.5.2-Analisis del crecimiento bacteriano in planta
A fin de determinar el rol de la proteina HrpG de Xac durante el desarrollo de la
cancrosis de los citricos y comprender los fenotipos observados de las cepas construidas,
se analizé el crecimiento bacteriano en hojas de naranja mediante curvas de crecimiento
in planta. Para ello, se inocularon hojas de naranja con suspensiones bacterianas de 10’
UFC/ml en MgCl, 10 mM de las cepas de interés y a distintos tiempos post inoculacion se
tomaron muestras del tejido vegetal para realizar los recuentos bacterianos como se

detalla en Materiales y Métodos. Los datos obtenidos se expresaron en log de UFC/cm?
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de tejido infectado y se muestran en la figura 5.7. La cepa sobreexpresante XacHrpG
mostrd un crecimiento similar al de Xac salvaje alcanzando valores de 2,2 x 108 y 8,5 x 108
UFC/cm?, respectivamente, a los 6 dias post inoculacién (figura 5.7A). Por el contrario,
XacR210C mostrdé un crecimiento retardado con 1,8 x 10’ UFC/cm2 a los 6 dias post
inoculacién. Esta diferencia en el crecimiento se mantuvo hasta los 10 dias post
inoculacién luego de lo cual las dos cepas sobreexpresantes y la cepa salvaje alcanzaron
aproximadamente los mismos valores de UFC/cm?. El fenotipo producido por XacR210C
en hojas de naranja podria deberse a la falta de crecimiento bacteriano en los tejidos
vegetales, sin embargo la curva de crecimiento indica que la cepa es capaz de
multiplicarse in planta a pesar de la diferencia observada con la cepa salvaje. Estos
resultados sugieren que R210C no es capaz de regular positivamente la expresion de
proteinas requeridas para el ensamble y funcionamiento del SSTT para lograr la maxima
virulencia pero que si permitiria el mantenimiento y crecimiento de la bacteria en la
planta. En la figura 5.7B se muestra una curva de crecimiento realizada para Xac salvaje,
XacAhrpG vy las cepas complementadas. Rapidamente, antes de los 5 dias post inoculacién
se observa una disminucién en el crecimiento bacteriano de XacAhrpG y XacAhrpGce-
R210C con 1,3 x 10* y7,9x 10° UFC/cm2 a los 3 dias post inoculacion, respectivamente; en
contraste con el crecimiento bacteriano que muestran la cepa salvaje y la cepa
XacAhrpGe-HrpG, que alcanzan valores de 4,5 x 10’ y 1,5 x 10’ UFC/cm? a los 3 dias post
inoculacidn, respectivamente. A partir de alli y hasta los 15 dias post inoculacion el
crecimiento de la cepa salvaje contindia aumentando hasta alcanzar valores de 1,6 x 10™°
UFC/cm?, mientras que el crecimiento de XacAhrpGc-HrpG es mas lento alcanzando
valores de 8 x 10’ UFC/cm?®. Las curvas de crecimiento para la cepa mutante y la cepa
complementada con R210C decaen a medida que transcurre el tiempo post inoculacién,
indicando ausencia de proliferacion y muerte celular (figura 5.7B). El comportamiento de
XacAhrpG y XacAhrpGc-R210C en las curvas de crecimiento, coincide con el fenotipo
observado en cada caso y es consistente con la ausencia de un SSTT funcional en la cepa

mutante y la incapacidad del regulador mutante R210C de revertir el fenotipo mutante.
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Figura 5.7. Curvas de crecimiento bacteriano en plantas de naranja.

A: Curvas de crecimiento bacteriano en hojas de naranja inoculadas con 10’ UFC/ml en MgCl, 10
mM de las cepas Xac salvaje (Xacwt), XacR210C y XacHrpG. B: Curva de crecimiento en hojas de
naranja inoculadas con 10’ UFC/ml de las cepas Xac salvaje (Xacwt), XacAhrpG, XacAhrpGe-HrpG y
XacAhrpGc-R210C. En ambos casos se muestra el crecimiento in planta hasta los 15 dias post
inoculacién y los resultados se expresan como log de UFC por cm? de tejido infectado. Los valores
representan el promedio de tres muestras por cepa, y cada experimento se repitid tres veces en
plantas diferentes. Los resultados se analizaron mediante ANOVA. Las barras indican los desvios
estandar.

5.6-Caracterizacion de las cepas de Xac construidas en la induccion de

respuesta hipersensible en plantas no hospedadoras

A fin de caracterizar las cepas construidas en el desarrollo de la respuesta
hipersensible (HR), se inocularon hojas de tomate con las cepas en estudio y la cepa
salvaje de Xac con una concentracién de 10’ UFC/ml en MgCl, 10 mM. Como control se
inoculd MgCl, 10 mM. La figura 5.8 muestra el desarrollo de la respuesta HR en hojas de
tomate 24 hs post inoculacién. En las zonas inoculadas con Xac salvaje y XacHrpG se
observa una respuesta HR caracteristica, lo que implica la existencia de un cluster hrp
funcional en ambas cepas. Por el contrario, no se observé HR en las zonas inoculadas con
XacR210C (figura 5.8A), XacAhrpG y la cepa complementada XacAhrpGc-R210C (figura
5.8B), mientras que la cepa mutante complementada con el regulador salvaje HrpG
produjo repuesta HR en tomate (figura 5.8B). Estos resultados, junto con los fenotipos
observados en hojas de naranja y las curvas de crecimiento confirman que la cepa

mutante y la cepa complementada con R210C no poseen un SSTT funcional que permita
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la correcta expresion de los genes del cluster hrp y el ensamblado del pilus Hrp
involucrados en la virulencia y patogenicidad de Xac. La ausencia de un fenotipo de
cancrosis en plantas hospedadoras de naranja y de una respuesta del tipo HR en hojas de
tomate es indicativo de un “fenotipo hrp”, que implica una alteracion en el cluster hrp, en
este caso a nivel de la proteina regulatoria HrpG, que no permite la expresion y el
ensamblado del SSTT capaz de translocar proteinas efectoras y distintos elicitores en los
tejidos vegetales (Alfano y Collmer, 1997). Estos resultados confirman que al igual que en
otras bacterias fitopatdgenas del género Xanthomonas HrpG es esencial para la activacién
del SSTT (Wengelnik y col., 1996b). Por otro lado, la ausencia de respuesta HR en el caso
de XacR210C, podria deberse a la baja expresion del SSTT que no es suficiente para

elicitar los mecanismos de defensa de la planta que desencadenan la HR.

Xidiit XacAhrpG :

XacR210C XacAhrpGe-R210C

Xacwt
MqgCl,

XacHrpG MgCl, XacAhrpGe-HrpG

Figura 5.8. Respuesta HR en plantas no hospedadoras de tomate.

Se muestran hojas de tomate 24 hs post inoculacidn con la cepa salvaje de Xac (Xacwt) y las cepas
sobreexpresantes XacHrpG y XacR210C (A); la cepa mutante XacAhrpG y las cepas
complementadas XacAhrpGc-HrpG y XacAhrpGc-R210C (B). Todas las cepas se inocularon a una
concentracion de 10’ UFC/ml. Como control se infiltré MgCl, 10 mM.

5.7-Caracterizacion mediante ensayos microbioldgicos de las cepas construidas

de Xac en relacion con el regulador HrpG

Diversos estudios han reportado la regulacién cruzada entre las proteinas
reguladoras del sistema de secrecidn tipo Il (SSTT), HrpG y HrpX, y otros sistemas de
secrecion, como el sistema de secrecidn tipo Il (SSTD) (Noél y col., 2001; Wei y col., 2007;

Yamazaki y col., 2008a; Yamazaki y col., 2008b), donde se observo regulacién positiva o
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negativa mediada por HrpG y/o HrpX de genes que no pertenecen al cluster hrp y no
poseen cajas PIP en sus regiones promotoras. Debido a la participaciéon de HrpG y HrpX en
la regulacion de multiples factores asociados con la virulencia; y teniendo en cuenta los
fenotipos observados en la patogénesis de las cepas construidas, se realizaron distintos
ensayos para caracterizar en profundidad las cepas XacHrpG, XacR210C, XacAhrpG y las
cepas complementadas. Estos ensayos se realizaron a fin de determinar el rol que
cumpliria esta proteina regulatoria del SSTT en diversos procesos y funciones

relacionados con la colonizacién y multiplicacion del patégeno en plantas hospedadoras.

5.7.1-Secrecion de proteasas

Se estudid el comportamiento de las cepas construidas en relacién con la secrecién
de proteasas por el SSTD, y para ello se ensayé la actividad proteasa como se detalla en la
seccion 3.12 de Materiales y Métodos, en medio rico SB y en medio minimo XVM2 que es
un medio mimetizador del apoplasto vegetal e inductor del SSTT y genes de virulencia. En
las placas inoculadas se visualizd la actividad proteasa como halos claros alrededor de las
colonias. Como se muestra en la figura 5.9A y en la tabla 5.1 no se observaron diferencias
en la actividad proteasa entre las cepas Xacwt y XacR210C, sin embargo la cepa XacHrpG
mostré menos actividad proteasa que Xacwt tanto en medio rico (datos no mostrados)
como en el medio minimo XVM2. El comportamiento de la cepa sobreexpresante de la
proteina HrpG coincide con lo reportado para la cepa de X. campestris pv. vesicatoria
(Xcv) que expresa constitutivamente el cluster hrp mediante una mutacién puntual en la
secuencia de HrpG y que también disminuye su actividad proteasa extracelular en placas
suplementadas con leche, en comparacién con la cepa salvaje de Xcv (Noél y col., 2001).
En el caso de la cepa mutante y las cepas complementadas con las proteinas HrpG y
R210C no se observaron diferencias significativas en la produccion de proteasas
extracelulares en comparacion con la cepa salvaje de Xac en medio de cultivo rico SB
(datos no mostrados). Sin embargo, en medio XYM2 se observé que la cepa mutante
complementada con la proteina HrpG produjo halos de degradacién de menor longitud
que las otras cepas, mostrando un comportamiento similar al de la cepa sobreexpresante

XacHrpG (figura 5.9A y tabla 5.1).
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Figura 5.9. Ensayos de actividad proteasa, amilasa y celulasa.

Placas de XVM2-agar suplementadas con 0,5 % de leche para determinar actividad proteasa (A),
0,2 % de almiddn para la actividad amilasa (B) y 0,1 % de carboximetilcelulosa para ensayar la
actividad celulasa (C). Las placas se inocularon con la cepa salvaje de Xac (Xacwt), las cepas
sobreexpresantes XacHrpG y XacR210C, la cepa mutante XacAhrpG y las cepas complementadas
XacAhrpGe-HrpG y XacAhrpGce-R210C. Para visualizar los halos de degradacién enzimdtica, las
placas de almiddn se tifieron con lugol y las placas con carboximetilcelulosa se tifieron con rojo
congo. Los valores de los halos producidos por las cepas en cada ensayo se detallan en la tabla
5.1. En cada cuadro se muestra la colonia bacteriana y el halo a su alrededor de actividad
proteasa, amilasa y celulasa, respectivamente.

Tabla 5.1. Medidas de los halos de actividad proteasa, amilasa y celulasa en medio XVYM2.

Cepa Proteasa (cm) Amilasa (cm) Celulasa (cm)
Xacwt 0,55+ 0,06 0,30+0,02 0,83+0,18
XacHrpG 0,38 +0,15% 0,27 £ 0,02 0,73+0,12
XacR210C 0,51+0,16 0,25+ 0,03 0,73+£0,06
XacAhrpG 0,54 £ 0,08 0,30+0,03 0,88+0,11
XacAhrpGce-HrpG 0,37 £ 0,05%* 0,35+0,07 0,73+£0,04
XacAhrpGc-R210C 0,50+ 0,01 0,30+0,01 0,68+0,11

Valores promedio (en cm) de los halos de actividad enzimatica y los respectivos desvios estandar
producidos en placas de XVM2 suplementadas con 0,5 % leche (actividad proteasa), 0,2 %
almidoén (actividad amilasa) y 0,1 % carboximetilcelulosa (actividad celulasa), producidos por Xac
salvaje (Xacwt), las cepas sobreexpresantes XacHrpG y XacR210C, la cepa mutante XacAhrpG, y las
cepas complementadas XacAhrpGce-HrpG y XacAhrpGc-R210C. Los experimentos se repitieron al
menos tres veces y cada uno se hizo por duplicado, los datos se analizaron mediante ANOVA. Con
el * se indican las cepas que mostraron una diferencia significativa respecto de la cepa salvaje,
con un nivel de significancia del 96,54 % para XacHrpG y 99,62 % para XacAhrpGc-HrpG.
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5.7.2-Secrecion de amilasas

Ademads de la secrecidén de proteasas, algunos reportes indican que HrpG y HrpX
controlarian negativamente a nivel transcripcional, la sintesis y secrecion de a-amilasa,
una enzima extracelular secretada por el SSTD (Yamazaki y col., 2008b). En este contexto,
se determind el comportamiento de las cepas construidas en placas de SB y XVM2
suplementadas con 0,2 % de almiddn (seccidon 3.12 de Materiales y Métodos). Las placas
inoculadas se revelaron con el reactivo lugol, la actividad a-amilasa se detecté por los
halos claros alrededor de las colonias y se midié la longitud de los halos. No se observaron
diferencias significativas en la actividad amilasa entre la cepa salvaje de Xac (Xacwt), las
cepas sobreexpresantes XacR210C y XacHrpG, la cepa mutante y las complementadas,
tanto en medio rico (datos no mostrados) como en el medio minimo XVM2 (figura 5.9B,
tabla 5.1). Estos resultados sugieren que en Xac la proteina HrpG no estaria involucrada

en la secrecidon de amilasas extracelulares.

5.7.3-Secrecion de celulasas

Las celulasas son exoenzimas producidas por patdégenos de plantas y son muy
importantes para la degradaciéon de la pared celular vegetal compuesta principalmente
por celulosa. La secrecion de estas enzimas favorece la ruptura de la pared celular y el
acceso del patégeno directamente a la membrana plasmatica vegetal donde puede, a
través del SSTT, translocar moléculas efectoras directamente en el interior de la célula
vegetal para desencadenar la infeccion. A fin de continuar caracterizando las cepas en
estudio se analizd la secrecién de estas exoenzimas. Para esto se prepararon placas de
medio rico y minimo suplementadas con 0,1 % de carboximetilcelulosa, un polimero de
alto peso molecular que mimetiza la celulosa pero no es transportada al interior de las
células (Kim y col., 2000). Luego de ser inoculadas con las cepas e incubadas a 28 2C, las
placas se revelaron mediante tincidon con una solucién de rojo congo (seccidon 3.12 de
Materiales y Métodos). La actividad carboximetilcelulasa se visualizé como halos claros
alrededor de las colonias en contraste con el color rojo del colorante y se midid la
longitud de los halos. Como se puede ver en la figura 5.9C, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la actividad celulasa entre las cepas analizadas, en
medio rico (datos no mostrados) y en XVYM2 (tabla 5.1). Mediante estos experimentos no
se puede atribuir un rol para HrpG como regulador de la produccién o secrecién de estas

exoenzimas en Xac.
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5.8-Estudio de la movilidad bacteriana en las cepas construidas de Xac

Debido a la similitud estructural entre el SSTT y el aparato de secrecion flagelar de
tipo lll; y dado que el flagelo participa en la movilidad bacteriana que facilita la
colonizacidon de plantas hospedadoras, se realizaron ensayos de movilidad de tipo
swimming y swarming para caracterizar las cepas construidas. A partir de cultivos
bacterianos en fase exponencial de crecimiento, se inocularon placas de swimming (SB
0,3 % agar) y de swarming (SB 0,7 % agar), y las placas se incubaron durante 48 hs a 28 °C.
Transcurrido ese tiempo se determind el diametro de las colonias obtenidas para cada
cepa pero no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre Xacwt,
XacHrpG y XacR210C (figura 5.10), XacAhrpG, XacAhrpGc-HrpG y XacAhrpGc-R210C (datos
no mostrados). En la tabla 5.2 se muestran los valores promedios y los desvios estandar
obtenidos de cada experimento realizado por triplicado. Los resultados indicarian que
HrpG no produce alteraciones en ambos tipos de movilidad bacteriana mediada por el

flagelo.

XacR210C XacHrpG

Swimming

Swarming

Figura 5.10. Movilidad bacteriana de tipo swimming y swarming.

Se muestran fotos representativas de placas de swimming (SB 0,3 % agar) y placas de swarming
(SB 0,7 % agar) para las cepas Xac salvaje (Xacwt), y las cepas sobreexpresantes XacR210C y
XacHrpG. Los valores promedios de los diametros de las colonias se muestran en la tabla 5.2.
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Tabla 5.2. Didmetro de las colonias en placas de swimming y swarming.

Cepa Swimming (cm) Swarming (cm)
Xacwt 3,80+0,92 1,29+0,31
XacHrpG 3,20+0,52 1,22 £ 0,36
XacR210C 3,30+0,63 1,23 +0,28
XacAhrpG 3,00+ 0,56 1,60+ 0,40
XacAhrpGce-HrpG 2,20+£0,14 1,70+£0,51
XacAhrpGc-R210C 2,15+0,49 1,50+ 0,38

Valores del promedio (en cm) y desvio estandar obtenidos para las
cepas Xacwt, XacR210C y XacHrpG, la cepa mutante XacAhrpG, y las
complementadas XacAhrpGce-HrpG y XacAhrpGc-R210C, en placas de
swimming y swarming. Los experimentos se hicieron por triplicado. El
andlisis estadistico de los datos mediante ANOVA no muestra
diferencias significativas en el didmetro de las colonias de las cepas

ensayadas.

Para confirmar el resultado obtenido respecto de la movilidad bacteriana, se

prepararon extractos proteicos totales a partir de cultivos crecidos en agitacion en medio

liguido SB que se separaron en funcion de su peso molecular en geles de poliacrilamida

desnaturalizantes como se detalla en la seccién 3.14 de Materiales y Métodos. Luego de

la corrida electroforética el gel se tifié para visualizar las proteinas totales (datos no

mostrados) y también se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa para realizar un

western-blot con anticuerpo primario anti-flagelina (Castelli y col., 2008). El western-blot

de la figura 5.11 no muestra diferencias significativas en las cantidades de la proteina

flagelina de aproximadamente 40 kDa presente en extractos proteicos de las cepas Xacwt,

XacHrpG y XacR210C. Este resultado justifica la ausencia de diferencias en la movilidad

mediada por el flagelo bacteriano observada en los ensayos en placa de Petri.

WT R

G

Tt s e |

Figura 5.11. Expresion y deteccion de la proteina flagelina en extractos proteicos

totales.

Western-blot anti-flagelina revelado con NBT y BCIP, se muestra la banda correspondiente a la
proteina FliC de Xac de 40 kDa. Se sembraron 40 pl de extracto proteico total para cada muestra.

WT: Xacwt, R: XacR210C, G: XacHrpG.
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5.9-Analisis de la expresion génica en las cepas construidas de Xac

5.9.1-Expresion génica en medio de cultivo rico y en medio minimo XVM2

La proteina HrpG es un regulador transcripcional que induce y reprime la expresion
de distintos genes relacionados con el cluster hrp, asi como también genes no
relacionados con el cluster. Por ello, se analizd la expresiéon génica de las cepas
sobreexpresantes XacHrpG y XacR210C, la cepa mutante XacAhrpG y las cepas
complementadas, a fin de comprender los comportamientos observados in planta y
analizar el efecto de la sobreexpresién de HrpG o R210C y la ausencia total del regulador
en el caso de la cepa mutante, sobre el nivel de expresidn de ciertos genes seleccionados.
Para esto, se crecieron cultivos de las cepas en estudio en medio liquido SB y XVM2 para
extraer ARN y obtener moléculas de ADNc mediante retrotranscripcién que se utilizaron
como molde en las reacciones de PCR para amplificar distintos genes de interés (seccidn
3.15 de Materiales y Métodos). Como control constitutivo, se amplificd un fragmento de
217 pb del ARNr 16S con oligonucledtidos especificos (la secuencia de todos los
oligonucleétidos utilizados para amplificar los genes de interés se detalla en la tabla 3.4
de Materiales y Métodos). Para analizar la expresion transcripcional en estas cepas se
amplificaron los genes hrpX, hrcC, hrpE y hrpB2, todos pertenecientes al cluster hrp,
algunos con funciones regulatorias y otros que codifican componentes estructurales del
aparato de secrecion tipo tres. El gen hrpX codifica la proteina regulatoria HrpX de la
familia de activadores transcripcionales del tipo AraC que luego de la activacion
transcripcional mediada por HrpG se expresa para activar el resto del cluster hrp
mediante el reconocimiento de las secuencias promotoras, en general de la caja PIP,
presente en la mayoria de los operones y genes del cluster. hrcC es un gen, dentro del
operdn hrpA, que codifica una proteina secretina que se localiza en la membrana externa
bacteriana formando un complejo anular. En Xcv se ha visto inducida su expresién por
HrpG de manera independiente de HrpX (Wengelnik y col., 1996a). El gen hrpE codifica
para una proteina formadora del pilus Hrp, que a diferencia de otros genes del cluster se
vio expresada a un nivel basal en Xcv crecida en medio de cultivo rico, sin embargo su
expresion se vio aumentada hasta 20 veces luego del crecimiento in planta y en medio
XVM2 (Wengelnik y Bonas, 1996). El gen hrpB2 codifica una proteina que es parte de la

magquinaria de secrecién (ver seccion 1.6 de Introduccion).
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SB
Xacwt XacR210CXacHrpG AG AG-G AG-R
hrpX
o hreC
ARNr 16S

Figura 5.12. Andlisis de expresion génica por RT-PCR en medio de cultivo rico.

Se amplificaron los genes hrpX, hrcC, hrpE, hrpB2 y como control constitutivo el gen ARNr 16S, en
medio SB. Se preparé ARN total de Xac salvaje (Xacwt), las cepas sobreexpresantes XacR210C y
XacHrpG, la cepa mutante XacAhrpG (AG) y las cepas complementadas XacAhrpGe-HrpG (AG-G) y
XacAhrpGc-R210C (AG-R). hrpX: 206 pb; hrcC: 214 pb; hrpE: 302 pb; hrpB2: 332 pb; ARNr 16S: 217
pb.

En medio rico SB no se detectaron transcriptos de los genes analizados en la cepa
salvaje de Xac, confirmando que este medio no induce la expresion del cluster hrp (figura
5.12). En XacR210C tampoco se detectaron transcriptos, sugiriendo que el regulador
mutante R210C no seria funcional. La ausencia de transcriptos en XacAhrpG y XacAhrpGc-
R210C, confirma que la mutante no posee el regulador HrpG capaz de inducir los genes
analizados y que la complementacién con la proteina mutante no tiene efectos en la
transcripcion génica. Por el contrario en XacHrpG y XacAhrpGc-HrpG se detectaron
transcriptos de todos los genes analizados, a excepcidon de hrpB2, sugiriendo que la
sobreexpresion constitutiva de HrpG y la complementaciéon de la cepa mutante con el
regulador salvaje inducen la expresion de genes relacionados con el cluster hrp aun en
condiciones no inductoras como lo es el medio rico SB (figura 5.12).

En medio minimo XVM2, que es un medio inductor del SSTT, se observé induccion
en la expresion de los genes hrpX, hrcCy hrpE en la cepa salvaje (figura 5.13), mostrando
la capacidad de este medio minimo de inducir la expresion de genes relacionados con el

cluster hrp. En XacR210C se observd una leve induccién de hrpX y hrpE (figura 5.13),
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sugiriendo que la copia salvaje de HrpG presente en esta cepa percibe sefiales inductoras
del medio XVM2 para inducir la expresion de estos genes, aunque los niveles de
transcriptos no sean suficientes para el correcto funcionamiento del SSTT y el desarrollo
de los sintomas de cancrosis o HR en plantas hospedadoras y no hospedadoras. En la cepa
mutante XacAhrpG y en XacAhrpGc-R210C no se pudo detectar amplificacién de los genes
especificos analizados en XVM2 al igual que en SB (figura 5.13), sugiriendo que XacAhrpG
no posee la proteina regulatoria del SSTT HrpG, por lo cual es incapaz de activar la
transcripciéon del cluster, incluso en medios inductores como el XYM2. En las cepas
XacHrpG y XacAhrpGc-HrpG, se observé una marcada induccidén génica de los 4 genes

analizados en relacién con la expresion en SB (figura 5.13).

XVM2
Xacwt XacR210C XacHrpG AG AG-G AG-R

hrpX

hrcC

hrpE

}— s s | ARNr 16S

Figura 5.13. Analisis de expresion génica por RT-PCR en medio de cultivo minimo.

Se amplificaron los genes hrpX, hrcC, hrpE, hrpB2 y como control constitutivo el gen ARNr 168, en
medio XVM2. Se prepard ARN total de Xac salvaje (Xacwt), las cepas sobreexpresantes XacR210C
y XacHrpG, XacAhrpG (AG) y las cepas complementadas XacAhrpGe-HrpG (AG-G) y XacAhrpGe-
R210C (AG-R). hrpX: 206 pb; hrcC: 214 pb; hrpE: 302 pb; hrpB2: 332 pb; ARNr 16S: 217 pb.

5.9.2-Expresion génica in planta de XacHrpG y XacR210C
La expresién de los genes en medio XVM2, que mimetiza las condiciones del
apoplasto vegetal, sugiere que se expresarian durante la interaccién planta-patégeno. A
fin de confirmar esta hipodtesis, se realizaron ensayos de RT-PCR con ARN bacteriano
extraido de tejido vegetal infectado con las cepas sobreexpresantes XacHrpG y XacR210C.

Para esto, se infiltraron hojas de naranja con cultivos bacterianos y se tomaron muestras
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luego de 2, 3 y 6 dias post inoculacion (dpi), que se procesaron como se detalla en la
seccion 3.15 de Materiales y Métodos para extraer ARN bacteriano y obtener ADNc para
realizar reacciones de PCR especificas. El gen del ARNr 16S se amplificé como control de
expresion constitutiva y de los genes del cluster hrp se amplificé el gen hrpE. Los
resultados muestran que in planta en la cepa salvaje, el gen hrpE se induce a partir de los
3 dpi y se mantienen los niveles hasta los 6 dpi (figura 5.14), indicando que durante la
infeccion Xac es capaz de percibir sefiales propias o de la planta hospedadora, que
inducen la expresién de genes hrp para el ensamblado del SSTT y la translocacién de
moléculas efectoras que permiten la colonizacién de la planta y el desarrollo de la
enfermedad. En XacHrpG, la expresion de hrpE se observé antes que en la cepa salvaje (a
los 2 dpi) y los niveles alcanzados siempre fueron mayores en XacHrpG que en la cepa
salvaje (figura 5.14). En XacR210C se pudo observar una leve induccién de hrpE a los 6 dpi
y los niveles alcanzados son menores que en la cepa salvaje; esto concuerda con la menor
virulencia observada para esta cepa en plantas de naranja y sugiere que la copia salvaje
de HrpG en el genoma es funcional, permitiendo la supervivencia de esta cepa en los
tejidos vegetales a pesar de la presencia del regulador mutante R210C.

En general los resultados de los experimentos de RT-PCR evidencian que HrpG es
esencial para la activacién transcripcional de los genes hrp. Por el contrario, los resultados
muestran que el regulador mutante R210C no es funcional y no es capaz de incrementar
la expresién de genes del cluster hrp durante la infeccidn que permitan el ensamblado del

SSTT y la translocacion de proteinas efectoras en la célula vegetal hospedadora.

2 dpi 3 dpi 6 dpi
WT R210C HrpG  WT R210C HrpG  WT R210C HrpG

S ——— R 165

Figura 5.14. Analisis de expresion génica por RT-PCR in planta.

Se amplificaron los genes ARNr 165 como control constitutivo y el gen hrpE en las cepas Xacwt
(WT), XacR210C (R201C) y XacHrpG (HrpG) obtenidas de plantas de naranja infiltradas con cultivos
bacterianos. Las muestras se procesaron y analizaron a los 2, 3 y 6 dias post inoculacion (dpi).
hrpE: 302 pb; ARNr 16S: 217 pb.
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5.10-Discusion

El SSTT es esencial en la patogenicidad de Xac y otras bacterias fitopatdgenas ya que
permite la translocacién de proteinas efectoras y otros elicitores directamente en el
interior de las células vegetales para interferir con los mecanismos de defensa de la
planta, colonizar el tejido y multiplicarse, desencadenando asi los sintomas de
enfermedad. HrpG es una proteina regulatoria presente en Xac y otras Xanthomonas, que
es esencial para la regulacion del cluster hrp que codifica el SSTT (Wengelnik y col.,
1996b). A fin de estudiar en profundidad la regulacién del cluster y el rol de esta proteina
en Xac, en principio se construyeron dos cepas denominadas XacHrpG y XacR210C, que
contienen un plasmido replicativo y sobreexpresan la proteina HrpG y la proteina
mutante R210C, respectivamente. El regulador mutante se obtuvo mediante una
mutacion espontdnea, especificamente una transicion de bases pirimidicas, producida por
un error de la ADN polimerasa que se utilizé en la amplificacion de la secuencia
codificante de HrpG a partir de ADN gendmico de Xac. Como se muestra en la figura 5.2 la
mutacion puntual de la secuencia nucleotidica implica una sustitucion de arginina por
cisteina en el codén 210. Esta mutacion se encuentra en el dominio C-terminal de la
proteina que posee homologia a dominios de unién al ADN del tipo hélice-giro-hélice,
perteneciente a la familia OmpR de reguladores transcripcionales. La inoculacién de estas
cepas en plantas hospedadoras de Citrus sinensis produjo lesiones tipicas de cancrosis en
el caso de XacHrpG, mientras que XacR210C produjo sdlo una clorosis sin aparicién de
cancros ni sintomas severos de enfermedad en relaciéon con la cepa salvaje de Xac y
mostré un menor crecimiento in planta en los primeros dias post inoculacién. En plantas
no hospedadoras, XacHrpG produjo respuesta HR tipica mientras que XacR210C no causo
HR. En XacR210C, existe una copia normal de hrpG en el genoma, y la copia del regulador
mutante R210C esta codificada en el plasmido replicativo introducido en la bacteria, por
lo tanto estos resultados sugieren que existiria una competencia entre ambas proteinas, y
la expresion de HrpG no es suficiente para contrarrestar los efectos de R210C. Esta
hipdtesis esta avalada por la falta de complementacion de la cepa mutante en hrpG con
R210C. Los resultados sugieren que la mutacion en R210C es del tipo dominante negativa,
donde el producto del gen mutante interfiere y predomina sobre la funcién del producto
del gen normal. En Xcv se reportaron mutaciones puntuales en HrpG, obtenidas por

mutagénesis al azar con el objetivo de lograr la expresion constitutiva de todos los genes
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hrp en medio rico (Wengelnik y col., 1999). De las mutaciones reportadas en dicho
trabajo, 9 consisten en una transicion de guanina (G) a adenina (A) en la posicion 130 de
la secuencia codificante de hrpG, que implica un cambio de acido glutamico (E) por lisina
(K) en el aminoacido 44 (E44K); otra mutacion identificada consiste en la transicion G-A en
el nucledtido 595 que implica la mutacién D199N; y finalmente se encontrd una transicién
A-G en la posicidon 581 que resultd en la sustitucién H194R (Wengelnik y col., 1999). Los
tres tipos de mutaciones tuvieron efectos idénticos en la actividad de los promotores
dependientes de hrpG, activando su transcripcién en medio de cultivo rico y minimo
(Wengelnik y col., 1999), ademas de que en todos los casos la inoculaciéon en plantas
hospedadoras produjo sintomas de enfermedad igual o mas severos que la cepa salvaje,
al igual que lo observado con XacHrpG. Muy pocas mutaciones en los activadores
transcripcionales de la familia OmpR hacen que la proteina sea constitutivamente activa,
y en general estas mutaciones se encuentran en el extremo N-terminal de la proteina. Por
ejemplo, la sustitucion D55E en OmpR de E. coli activa la proteina en ausencia de la
quinasa sensora EnvZ (Lan e Igo, 1998); y la sustitucion N54D en VirG de A. tumefaciens
resulta en la expresion constitutiva de los genes vir en ausencia de inductor (Pazour y col.,
1992). Por el contrario, las mutaciones en el extremo C-terminal de estas proteinas en
general conducen a una pérdida de funcion, por ejemplo las mutaciones E193K, A196V y
E198K de OmpR (Russo y col., 1993; Pratt y Silhavy, 1994) y V190M, D192G y D192N en
PhoB de E. coli (Makino y col., 1996; Wengelnik y col., 1999), no permiten la activacion
transcripcional de los genes que regulan. Las mutaciones en el extremo C-terminal de
HrpG de Xcv coinciden con una regién entre los aminodcidos 192 a 199 de OmpR de E. coli
gue forman un bucle expuesto en la superficie de la proteina que controlaria la actividad
de la ARN polimerasa mediante una interaccion directa con su subunidad a (Martinez-
Hackert y Stock, 1997b), esto sugiere que las sustituciones H194R y D199N en HrpG de
Xcv conducirian a una activacién transcripcional por la alteraciéon del contacto con la ARN
polimerasa (Wengelnik y col., 1999). Sin embargo, la mutacion R210C obtenida en HrpG
de Xac se encuentra en una zona de la proteina que coincide con una regiéon de OmpR de
E. coli definida por ciertos aminoacidos como Val’®, Arg?®’ y Arg?® (esta dltima homdloga
a la Arg®®® de HrpG de Xac, figura 5.3B), que determinan una superficie que tiene contacto
directo con las bases y el esqueleto fosfatidico del ADN de las regiones promotoras de los
genes que regula (Martinez-Hackert y Stock, 1997b; Rhee y col., 2008). La mutacion

R210C seria el primer ejemplo de una mutacién puntual con pérdida de funcién en HrpG
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de Xanthomonas, y puede contribuir a la caracterizacién de la proteina y su rol
regulatorio.

A fin de profundizar el estudio de HrpG se construydé la cepa XacAhrpG por
intercambio de marcador y se verifico que la ausencia del gen no induce sintomas de
cancrosis en plantas hospedadoras ni respuesta HR en plantas no hospedadoras. Para
revertir el fenotipo se complementd la cepa mutante con la proteina HrpG que a
diferencia de XacAhrpG produjo lesiones de cancrosis y pudo replicarse y crecer in planta
durante la infeccidn. Por el contrario, la complementacidon con el regulador mutante
R210C no fue capaz de revertir el fenotipo ni de mantener el crecimiento in planta,
comportandose de igual manera que la cepa mutante. En 2011, se reporté la construccion
de una mutante insercional de Xac en el gen hrpG que también mostré pérdida de la
patogenicidad y ausencia de sintomas de enfermedad en plantas de pomelo, mientras
que la complementacién plasmidica con la secuencia codificante del gen revirtio el
fenotipo y la patogenicidad (Guo y col., 2011). Estos resultados muestran que al igual que
en Xcv (Wengelnik y col., 1996b) y otras Xanthomonas, HrpG de Xac es esencial para la
activacion del cluster hrp y el SSTT.

La informacién aportada en los Ultimos afios por la secuenciacion de varios
genomas del género como el de X. axonopodis pv. citri (da Silva y col., 2002), 3 cepas de X.
campestris pv. campestris (da Silva y col., 2002; Qian y col., 2005; Vorhoélter y col., 2008),
X. campestris pv. vesicatoria (Thieme y col., 2005), 3 cepas de X. oryzae pv. oryzae (Ochiai
y col., 2005; Lee y col., 2005b; Salzberg y col., 2008) y X. fuscans pv. aurantifoli (Moreira y
col., 2010b), entre otras, permitié la publicacion de varios trabajos donde mediante
microarreglos o andlisis bioinformaticos, se trata de englobar resultados obtenidos en las
ultimas décadas para entender los mecanismos generales de virulencia y patogenicidad
utilizados por las bacterias del género Xanthomonas para colonizar a sus respectivas
plantas hospedadoras (Tang y col., 2006; Qian y col., 2008b; Biittner y Bonas, 2010; Guo y
col., 2011). La infeccion exitosa de estos patégenos depende de sistemas de secrecién
que liberen proteinas al medio extracelular o las transporten directamente al citosol de la
célula hospedadora (Bittner y Bonas, 2010). Ademas de las proteinas efectoras
secretadas por el SSTT, algunos patdgenos utilizan una combinacion de distintos sistemas
de secrecidn para asegurar una multiplicacion bacteriana eficiente y la progresidon de la
enfermedad (Preston y col.,, 2005). Teniendo en cuenta estos reportes, los ensayos

microbioldgicos en placa realizados con las cepas sobreexpresantes, la cepa mutante y las
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cepas complementadas construidas en relacién al regulador HrpG de Xac, se realizaron a
fin de caracterizar fenotipicamente las cepas y con el objetivo de identificar una relacion
entre el SSTT y el regulador transcripcional HrpG con otros sistemas de secrecién vy
factores de virulencia. En los experimentos realizados se observé una regulacion negativa
mediada por HrpG de la secrecidn de proteasas extracelulares. Las cepas XacHrpG y la
cepa mutante complementada con HrpG fueron las Unicas que mostraron una reduccidn
en los halos de degradacién de proteinas en las placas de agar-leche (figura 5.9, tabla
5.1). En un trabajo reciente se realizé un estudio bioinformatico en busqueda de genes
controlados por reguladores hrp en el genoma de varias bacterias fitopatdogenas y de
estos analisis se encontraron en particular proteasas secretadas por el SSTD de Xac que
estan reguladas a nivel transcripcional por HrpG y HrpX (Yamazaki y col.,, 2008a).
Previamente en otros trabajos también se observd una relacion entre las proteinas
reguladoras del SSTT y proteasas secretadas por el SSTD en X. campestris pv. vesicatoria
(Xcv). En esta bacteria, la mutacién puntual E44K en HrpG, descripta anteriormente y que
activa constitutivamente el cluster hrp (Wengelnik y col.,, 1999), es deficiente en la
secrecion de proteasas en placas de agar-leche mientras que la cepa salvaje y mutantes
delecionadas en hrpG y hrpX forman halos de actividad proteasa de igual magnitud (Noél
y col.,, 2001). Mediante analisis de cDNA-AFLP se determind que HrpX de Xcv regula
positivamente un regulador transcripcional de la familia MarR (del inglés, multiple
antibiotic resistance regulator), denominado XCV1512, que regula negativamente una
proteasa extracelular (Noél y col., 2001). Por otro lado, se vio que XCV1512 posee un 84 %
de identidad de secuencia a nivel de aminodcidos con HpaR, una proteina putativa de la
familia MarR de X. campestris pv. campestris (Xcc), que estaria involucrada en la
respuesta HR, la patogenicidad y la produccién de proteasas extracelulares (Wei y col.,
2007). La delecion de hpaR en Xcc produjo la pérdida de virulencia en plantas
hospedadoras de repollo y una disminucién de la respuesta HR en plantas no
hospedadoras de pimiento, ademas de un aumento en la produccion de proteasas
extracelulares. Mediante fusiones reporteras al gen gusA se determind que la expresién
de hpaR estd controlada positivamente por HrpG y HrpX, es reprimida en medio rico y
esta altamente inducida en medio minimo e in planta (Wei y col., 2007). En conjunto
estos resultados sugieren que un homélogo a hpaR y una cascada regulatoria similar,

donde HrpX regula positivamente la expresion de hpaR que a su vez controla
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negativamente la produccion de proteasas extracelulares, también podria existir en Xcv y
Xac.

Recientemente se observd que HrpG y HrpX controlan negativamente a nivel
transcripcional, la sintesis de a-amilasa, una enzima extracelular secretada por el SSTD, en
la cepa X. axonopodis pv. citri NA-1 (XAC NA-1) (Yamazaki y col., 2008b). Los ensayos
realizados con las cepas construidas en esta tesis no permiten establecer una relacién
directa entre HrpG y la secrecidn de enzimas amilasas. Sin embargo, en la cepa XAC NA-1
delecionada en los genes hrpG y hrpX, se observé mayor actividad amilasa respecto de la
cepa salvaje, sugiriendo que estos genes actuarian como reguladores negativos de la
expresion o secrecion de amilasas extracelulares (Yamazaki y col., 2008b). En la cepa 306
de Xac que fue secuenciada (da Silva y col., 2002) se reportaron tres a-amilasas en el
cromosoma, XAC0154, amy (XAC0798) y XAC3490. La mutante Aamy de XAC NA-1 no
produce amilasas extracelulares y el crecimiento in planta de esta cepa fue tres o cuatro
veces mayor que el de la cepa salvaje, sugiriendo que el gen amy podria restringir el
crecimiento de la bacteria en la planta hospedadora (Yamazaki y col., 2008b). A pesar de
gue todavia no se conoce el rol de estas enzimas en la patogenicidad, o el mecanismo por
el cual HrpG y HrpX regulan la expresidn o secrecidn de las mismas, se piensa que podrian
inhibir la multiplicacion in planta y se propuso que los productos de degradacién de la
actividad a-amilasa actuarian como elicitores que inducen la respuesta innata de la planta
para contrarrestar el ataque del patdgeno. En este contexto HrpG, a través de HrpX,
controlaria negativamente la expresion de los genes a-amilasa para favorecer la
colonizacidon de los tejidos vegetales (Yamazaki y col., 2008b). En un estudio de
mutagénesis mediada por transposones en la cepa 306 de Xac (da Silva y col., 2002) se
detecté una mutacién en el gen amy (XAC0798) que mostré una patogenicidad alterada,
sin sintomas de enfermedad en plantas hospedadoras pero con un fenotipo del tipo HR
(Laia y col.,, 2009), indicando nuevamente la participacion de esta enzima en la
colonizacidn y multiplicacién de Xac en los tejidos vegetales.

La pared celular vegetal estd compuesta principalmente por celulosa vy
hemicelulosa, y por lignina, pectina y otros compuestos cuya composicidon varia segun la
especie vegetal. Xac contiene en su genoma enzimas que degradan la pared celular y las
mismas se vieron expresadas en medio XVYM2 (da Silva y col., 2002; Astua-Monge y col.,
2005), sin embargo se sabe muy poco sobre la capacidad de Xac para degradar celulosa.

Recientemente, se encontré una mutante insercional en el gen xpsD de Xac, un
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componente del SSTD, que mostrd deficiencia en la degradacion de carboximetilcelulosa
en ensayos en placa (Baptista y col., 2010). Ademas de la deficiencia en la degradacién de
celulosa, esta cepa produjo un retardo en la aparicién de los sintomas de cancrosis sin
llegar a desarrollar necrosis al ser inoculada en plantas hospedadoras; y el crecimiento in
planta también se vio reducido en comparacidon con la cepa salvaje. Incluso se observo
una alteracion en la secrecién de otras proteinas, al igual que en X. campestris pv.
campestris donde se relaciond al gen xpsD con la secrecién de numerosas enzimas
extracelulares (Hu y col., 1992). En Xac se detectaron al menos 8 genes que codifican
sustratos del SSTD mediante estudios de microarreglos, 7 de ellos fueron reprimidos en
las mutantes AhrpG y AhrpX, mientras que uno de ellos (pglA (XAC2374)) sélo se observé
reprimido en la mutante AhrpX. De estos genes, pglA (XAC2374) y phe-1 (XAC0661),
codifican enzimas que degradan la pared celular (Guo y col., 2011). El analisis en placas
realizado con las cepas construidas en esta tesis no permite establecer una relacion
directa entre el regulador HrpG del SSTT y la secrecidon o actividad de las celulasas
bacterianas, sin embargo estos resultados no excluyen la posibilidad de que dicha
relacion pueda existir, asi como existen cascadas regulatorias que involucran a HrpG vy
HrpX con la secrecién de proteasas extracelulares. Xac coloniza los tejidos vegetales a
través de estomas o heridas y el aspecto de las lesiones que produce no parecen
involucrar la degradacién de la pared celular, sin embargo los resultados de Baptista y col.
(2010) muestran que Xac es capaz de hidrolizar celulosa, y esto, junto con otros factores
de virulencia secretados por el SSTD, podria facilitar el ensamblado de estructuras
extracelulares como el pilus Hrp del SSTT o el apéndice extracelular del SSTC que son
esenciales para la translocacién de proteinas efectoras y otras moléculas al citosol de las
células vegetales (Buttner y Bonas, 2010).

La movilidad bacteriana es necesaria para numerosos procesos celulares como las
respuestas tacticas (quimiotaxis, aerotaxis), la adhesién, la asociacién en comunidades
microbianas como el biofilm, la secrecién de factores de virulencia y la colonizacién de
plantas y animales hospedadores en el caso de bacterias patdgenas. El flagelo es una de
las estructuras bacterianas responsables de la movilidad, formado por mas de 20
proteinas estructurales y otras 30 que participan en su regulacion y ensamblado (Bardy y
col., 2003). Esta formado por tres subestructuras mayoritarias: el cuerpo basal, el gancho
y el filamento. El cuerpo basal es el motor que impulsa la rotacién flagelar y ancla el

flagelo a las membranas interna y externa bacterianas; el gancho conecta el filamento al
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cuerpo basal, es una proteina curvada y flexible que convierte el movimiento rotacional
en olas; y el filamento, compuesto por la proteina flagelina, es una estructura hueca y
helicoidal que propaga las olas iniciadas por el gancho y propulsa a la bacteria a través del
medio en el que se encuentra (Macnab y Parkinson, 1991). Los componentes del flagelo
son capaces de autoensamblarse, mediante una sistema de secrecidn de tipo lll especifico
a través del cual se pueden translocar los componentes proteicos del flagelo a sus
posiciones correspondientes (Minamino y Namba, 2004). El flagelo generalmente permite
dos tipos de movilidades bacterianas: el swimming, que es un movimiento individual en
un medio liquido; y el swarming, que es un movimiento coordinado entre un grupo de
células sobre la superficie de un medio sélido o semisdélido (Henrichsen, 1972). En el
swimming las células se mueven independientemente, intercalando periodos de nado
suave interrumpidos por tumbos cortos en forma aparentemente desorganizada y
presentan sélo uno o dos flagelos polares (Alberti y Harshey, 1990). EIl movimiento de
swarming sobre una placa de agar se desarrolla debido a la diferenciacidn de las células
del borde de una colonia a células hiperflageladas, multinucleadas y largas que pueden
moverse sobre la superficie del agar, y junto con el crecimiento bacteriano logran una
colonizacidn rapida del medio (Alberti y Harshey, 1990; Kearns, 2010). Varios compuestos
extracelulares, como polisacaridos y biosurfactantes facilitan la translocacion sobre la
superficie (Lindum y col., 1998; Kearns, 2010). El desarrollo de una colonia de swarming
también requiere la integracién de multiples sefiales ambientales, sefiales célula-célula y
sefiales intracelulares (Alberti y Harshey, 1990). Debido a la similitud estructural entre el
SSTT y la estructura y biosintesis del flagelo (Erhardt y col., 2010), se realizaron los
ensayos en placa a fin de encontrar una relacion entre el regulador HrpG y la movilidad
bacteriana, aunque en ninguna cepa de las construidas se pudo observar una diferencia
significativa respecto de la cepa salvaje. Sin embargo, Guo y col. (2011) encontraron
numerosos genes involucrados en la movilidad y quimiotaxis bacteriana que son
regulados transcripcionalmente en la mutante en hrpG de Xac. Por ejemplo fliJ, un gen
flagelar que responde a estimulos quimiotdcticos se observé inducido, mientras que otros
genes flagelares como motB y fliO se encontraron reprimidos en fase de crecimiento
exponencial; y varios genes se encontraron sobreexpresados en fase estacionaria, como
cheA, cheW, cheY y otros relacionados con la biosintesis del flagelo. Para corroborar estos
resultados obtenidos en el microarreglo Guo y col. (2011) realizaron ensayos en placa

pero no observaron diferencias entre la mutante hrpG y la cepa salvaje respecto al
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swimming, mientras que la mutante mostré mayor movilidad del tipo swarming luego de
13 dias de inoculacion en placas de XVM2 al 0,7 % de agar. Los resultados obtenidos con
las cepas de Xac construidas en esta tesis, que no muestran diferencias con la cepa
salvaje, pueden deberse a que se realizaron en placas con un medio rico como el SB y no
en el medio minimo XVM2 inductor del SSTT. Los resultados obtenidos por Guo y col.
(2011) sugieren que puede existir una estrecha relacién entre HrpG y la movilidad
bacteriana durante el proceso infectivo de Xac que deberia estudiarse en profundidad.

La proteina HrpG es un regulador transcripcional por lo que se evalué la expresién
génica de las cepas XacHrpG, XacR210C, la cepa mutante y las cepas complementadas
construidas mediante RT-PCR. En conjunto los resultados demuestran que al igual que en
otras bacterias del género, la expresién de los genes del cluster hrp esta reprimida en
medio de cultivo rico (figura 5.12) y se induce en el medio minimo XVM2 (figura 5.13) e in
planta (figura 5.14). Ademads, la sobreexpresion de HrpG permite la induccién de los
genes del cluster aun en condiciones no inductoras, y HrpG de Xac es esencial para la
activacion transcripcional de los genes hrp ya que la mutante AhrpG no es capaz de
activar la transcripcién de los mismos. Estos resultados coinciden con lo observado en Xcv
donde la mutante en hrpG no permite la induccién de los loci del cluster hrp (hrpA, B, C,
D, E, F y hrpX) aun en condiciones inductoras como el medio XYM2 (Wengelnik y col.,
1996b). Por otro lado, la mutacidn puntual E44K en la secuencia de HrpG de Xcv conduce
a la expresion constitutiva de los genes del cluster en medio rico no inductor del SSTT
(Wengelnik y col., 1999), similar a lo que ocurre con la cepa sobreexpresante XacHrpG. En
el estudio por microarreglos realizado por Guo y col. (2011) se identificaron en Xac genes
del SSTT y algunos efectores regulados por HrpG y HrpX que ya habian sido descriptos en
Xcv (Wengelnik y col., 1996b; Wengelnik y col., 1999; Wengelnik y Bonas 1996). Al igual
gue en Xac, en Xcv las cepas mutantes en los genes hrp no son capaces de multiplicarse in
planta. Esto podria deberse a una reaccién de defensa inespecifica de la planta como la
deposicidén de calosa en la pared celular de los tejidos vegetales que se observa en el caso
de las inoculaciones con las cepas mutantes y no con la cepa salvaje, sugiriendo que los
genes hrp podrian suprimir estas respuestas de defensa (Bonas y col., 2000). El regulador
mutante R210C no es capaz de inducir la expresion de los genes analizados por RT-PCR en
la cepa mutante complementada. Sin embargo, en la cepa sobreexpresante XacR210C se
detectd una leve induccion de ciertos genes en medio XVM2 e in planta, seguramente

debido a la presencia de la copia salvaje de HrpG. Estos resultados junto con la ausencia
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de sintomas tipicos de cancrosis que muestra XacR210C en hojas de naranja, la ausencia
de respuesta HR en plantas no hospedadoras, el reducido crecimiento in planta, y la
incapacidad de revertir el fenotipo de la cepa AhrpG, indicarian que R210C no es
funcional. En la cepa XacR210C, existe una copia salvaje de HrpG, y a pesar de que no se
pudo determinar el nivel de transcripcién de R210C en esta cepa debido a sus
caracteristicas genotipicas, se puede inferir que R210C se expresa a partir del plasmido
replicativo produciendo una proteina mutante que no es funcional pero probablemente
compite con el correcto funcionamiento de HrpG, ya sea por un incorrecto plegamiento
del polipéptido, una interacciéon proteina-proteina con HrpG impidiendo su correcto
funcionamiento o la unién de R210C a las regiones promotoras compitiendo con la unién
de HrpG y evitando la activacidn transcripcional de los genes regulados por HrpG.
Utilizando la cepa mutante de Xac en hrpG y una cepa mutante en hrpX, Guo y col.
(2011) realizaron un estudio de microarreglos de ADN en todo el genoma de Xac para
caracterizar los regulones HrpG y HrpX, esenciales para la patogenicidad. Estudios previos
de arreglos de genes mediante chips para el analisis de la expresién génica en Xac
aportaron datos importantes en la caracterizacién de los genes de patogenicidad vy
virulencia (Astua-Monge y col.,, 2005; Moreira y col.,, 2010a). En el primero se
representaron sélo 279 genes del genoma de Xac, pero permitio la identificacién de 37
genes diferencialmente expresados en el medio minimo XVYM2 en relacién con un medio
de cultivo rico en nutrientes, entre los que se destacaron genes hrp, genes de proteinas
efectoras (como avrXacEl y avrXacE2, inducidos en XVM2), enzimas que degradan la
pared celular, proteinas del tipo adhesinas, peptidasas, nucleasas y proteinas
relacionadas con la biosintesis del EPS xantano, el LPS y aquellas relacionadas con la
respuesta al estrés oxidativo, entre otras (Astua-Monge y col., 2005). Si bien la regulacion
de los genes inducidos en XVYM2 se ha asociado con la presencia de la caja PIP en las
regiones promotoras de los genes, a la cual se une la proteina regulatoria HrpX (Fenselau
y Bonas, 1995), Astua-Monge y col. (2005) determinaron un nuevo motivo conservado en
los promotores de los genes inducidos en XVYM2, que consiste en 8 bases conservadas
(ATCGATGC). Este motivo se encontrd en 125 genes con funcion desconocida y podria ser
el sitio de union de alguna proteina regulatoria aun desconocida. Moreira y col. (2010a)
desarrollaron y validaron una plataforma de microarreglos que permite analizar 2365
marcos abiertos de lectura que representan el 52,7% de las secuencias anotadas en el

genoma de Xac, sin embargo Guo y col. (2011) desarrollaron un microarreglo que
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permitio analizar las 4427 proteinas anotadas de Xac. En ese trabajo se encontraron 232y
181 genes pertenecientes al regulédn HrpG y HrpX, respectivamente, con un centenar de
ellos solapados entre ambos regulones, analizados en distintos estadios de crecimiento
de Xac en medio XVM2 (Guo y col., 2011). Se observé que HrpG y HrpX regulan los genes
del SSTT, genes efectores secretados por el SSTT, y genes secretados por el SSTD. En
general, los resultados sugieren que Xac regula multiples actividades celulares en
respuesta al ambiente de la planta hospedadora, como la biosintesis de aminoacidos, la
fosforilacion oxidativa, la via de pentosas-fosfato, el transporte de azlcar, hierro y
potasio, y el catabolismo de compuestos fenélicos a través de las proteinas regulatorias
HrpG y HrpX (Guo y col., 2011).

Como otros patdgenos, las especies de Xanthomonas han desarrollado diversos
sistemas regulatorios para adaptar la expresidon de factores de virulencia a diferentes
estimulos extracelulares como la poblaciéon o densidad bacteriana, la disponibilidad de
nutrientes, los niveles de oxigeno y la presencia de moléculas derivadas de la planta
(Buttner y Bonas, 2010). Los mecanismos de quorum sensing, por ejemplo, permiten
asegurar que los factores de virulencia bacterianos se expresen sélo cuando el nimero de
células es suficiente para colonizar al hospedador y evitar asi respuestas de defensa
prematuras que limiten la multiplicacion microbiana (Thowthampitak y col., 2008). La
percepcion y transduccién de las sefiales externas generalmente esta mediada por
sistemas de transduccidn de sefales de dos componentes que consisten en una histidina
guinasa sensora asociada a la membrana plasmatica y un regulador de respuesta
citoplasmadtico que mediante autofosforilacién de la quinasa sensora y posterior
transferencia del grupo fosfato al regulador de respuesta se activa la transcripcion de
genes de interés para responder ante el estimulo detectado (Qian y col., 2008a). En X.
campestris pv. campestris existen 450 quinasas sensoras y reguladores de respuesta
predichos por comparacidon de secuencias, aunque algunos pocos se han estudiado en
profundidad como por ejemplo el sistema RpfC/RpfG (involucrado en el quorum sensing y
la regulacion de factores de virulencia), ColR/ColS (que contribuye a la expresidn de genes
hrp) y el regulador de respuesta HrpG esencial para la expresion de los genes hrp (Qiany
col., 2008b; Zhang vy col., 2008).

En conjunto el estudio global de los factores de virulencia bacterianos y su
regulacién en diversas Xanthomonas durante los ultimos afios sugieren que HrpG y HrpX

participarian de una red de sefalizacidon global y coordinarian la expresion de multiples
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factores de virulencia que modifican y adaptan el ambiente de la célula hospedadora
durante una infeccién. Estas proteinas regulatorias activan y reprimen la expresion de
numerosos genes, de manera directa o indirecta a través de otras proteinas regulatorias
(Buttner y Bonas, 2010; Guo y col., 2011). La co-regulacidn del SSTT con otros sistemas de
secrecidon y funciones celulares facilitan el crecimiento in planta y la adaptacion a las
respuestas de defensa de la planta. Ademas HrpG regula genes de manera independiente
de HrpX, consistente con el modelo de que HrpG se encuentra por encima de HrpX en la
cascada regulatoria e indicando que HrpG actuaria como un regulador maestro en los
procesos patogénicos de Xac (Guo y col.,, 2011) y en general en todas las especies de

Xanthomonas.
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6.CAPITULOIIl: CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA PROTEINA
REGULATORIA HRPG DE XANTHOMONAS AXONOPODIS PV. CITRI

6.1-Introduccion

La proteina HrpG de Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) es un regulador
transcripcional de la superfamilia de reguladores OmpR/PhoB (Martinez-Hackert y Stock,
1997b) y controla entre otras funciones celulares la expresién del cluster hrp, esencial
para el ensamblado del sistema de secrecidon de proteinas tipo tres (SSTT) que permite a
Xac colonizar los tejidos vegetales de sus plantas hospedadoras produciendo la
enfermedad cancrosis de los citricos. En Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) se
ha propuesto un modelo regulatorio que involucra a HrpG como principal regulador del
cluster hrp (Wengelnik y col., 1996b). La alta homologia entre las proteinas HrpG de Xcv y
Xac; y la similitud en la composicion y organizacién del cluster hrp entre estas bacterias,
permiten suponer mecanismos regulatorios similares. Por otro lado, el comportamiento
de las cepas de Xac construidas con el regulador mutante R210C, en la interaccién con
plantas hospedadoras y no plantas hospedadoras, indican que la mutacién puntual en la
proteina es critica para el correcto funcionamiento del regulador.

A fin de comprender los fenotipos observados con las cepas de Xac que contienen el
regulador R210C y utilizando esta proteina mutante como una herramienta molecular
para caracterizar funcionalmente al regulador transcripcional HrpG, se estudié la
capacidad de interaccién de las proteinas con secuencias regulatorias de ADN. Mediante
herramientas bioinformaticas se determinaron regiones promotoras putativas de genes
regulados por HrpG y luego de purificar las proteinas HrpG y R210C se realizaron ensayos

de retardo en gel como se describe a continuacién.

6.2-Identificacion de regiones promotoras de genes regulados por HrpG

6.2.1-Participacion de HrpG en la regulacidn transcripcional del cluster hrp
Como se menciond en la seccidon 1.6 de Introduccion, en Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria (Xcv), se propuso un modelo regulatorio que se muestra en detalle en la

figura 6.1. Mediante experimentos con cepas mutantes y ensayos con fusiones
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transcripcionales a genes reporteros, Wengelnik y col. (1996b), propusieron un modelo

de regulacién que involucra a las proteinas HrpG y HrpX del cluster hrp.
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Adaptado de Wengelnik y col., 1996b

Figura 6.1. Modelo regulatorio del cluster hrp propuesto para Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria.

A: organizacion génica de hrpG (rosa) y hrpX (celeste) en el genoma de Xanthomonas. Los genes
estan codificados en hebras complementarias del ADN y se transcriben de manera divergente en
direcciones opuestas. En la regién intergénica se muestran los promotores de ambos genes (P y
Pyx) en posiciones arbitrarias. 1: sefiala un regulador transcripcional de hrpG aun no identificado.
B: ante la presencia de un estimulo, una histidina quinasa sensora probablemente asociada a la
membrana y aun no identificada (sefialada con el ndimero 2) fosforila y activa HrpG.
Posteriormente, HrpG activa (punta de flecha) la transcripcion de Py y hrpA; y reprime (punta de
linea) la transcripcion de Pg. Finalmente, HrpX en forma de dimero activa la transcripcion del resto
del cluster hrp. La funcidn de la proteina mutante R210C (violeta) aun se desconoce. Adaptado de
Wengelnik y col., 1996b.

En este modelo, cuando la bacteria se encuentra en el interior de la planta o en
medios de cultivo minimos, algun estimulo aun no identificado activaria la proteina HrpG.
Se propuso que HrpG formaria parte de un sistema de dos componentes bacteriano
tipico, en el cual una proteina quinasa sensora probablemente asociada a la membrana
interna citoplasmatica, al percibir el estimulo se autofosforilaria en un residuo de
histidina y luego transferiria el grupo fosfato a un residuo conservado de acido aspartico
del dominio N-terminal de HrpG que se comportaria como la proteina reguladora de

respuesta (figura 6.1). HrpG activado se uniria a regiones promotoras del gen hrpX vy el
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locus hrpA activando su transcripcion. Al mismo tiempo HrpG reprimiria su propia
transcripcion. El resto del cluster hrp (del locus hrpB a hrpF) se activaria a través del
regulador HrpX, de la familia AraC, que actuaria como un homodimero (figura 6.1). En Xcv
y otras Xanthomonas aun no se ha identificado una quinasa sensora asociada a HrpG,
tampoco se conocen los mecanismos de modificacion post-traduccional como la
fosforilacion y dimerizacién de la proteina que conducirian a su activacién. La regulacion
transcripcional de HrpG también se desconoce, es decir los factores o sistemas
regulatorios involucrados y las secuencias regulatorias en su regién promotora que son
esenciales para su regulacién (figura 6.1). El numero y la organizacion de los genes del
cluster hrp de Xac estdn altamente conservados con sus homdélogos en Xcv (seccién 1.6 de
Introduccidn), por lo que este modelo de regulacidon podria aplicarse también a este
fitopatégeno. Hasta el momento no existen evidencias experimentales que confirmen la
capacidad de HrpG de unirse a las secuencias promotoras de los genes hrpX 'y hrpG, entre
otros genes que regula. Por tal motivo, se estudié si HrpG y R210C son capaces de

reconocer y unirse a las regiones promotoras de los genes mencionados.

6.2.2-Seleccién y andlisis in silico de secuencias promotoras

A fin de analizar la capacidad de unién de las proteinas HrpG y R210C a secuencias
regulatorias del ADN, la regién intergénica de 824 pb de longitud entre los genes hrpG y
hrpX de Xac que se transcriben en direcciones opuestas y estan codificados en hebras
complementarias del ADN (figura 6.1A), se dividié en dos regiones promotoras que se
denominaron Phroe Y Phrpx, respectivamente. La region de ADN que contiene el promotor
del gen hrpG (Phrps) comprende 460 pb desde el nucledtido -412 a +48 relativo al codén
ATG de inicio de la traduccién (figura 6.2A). La regién de ADN que contiene el promotor
del gen hrpX (Phrpx) tiene una longitud de 444 pb y se extiende desde el nucleétido -414 a
+30 relativo al coddn de inicio ATG (figura 6.2B). Ambos fragmentos comprenden
regiones distintas del genoma y solamente tienen en comuin 2 bases nucleotidicas del
extremo no codificante de cada fragmento.

Mediante distintas herramientas bioinformaticas se analizd la presencia de
secuencias promotoras caracteristicas de procariotas en las regiones de ADN

seleccionadas (seccion 3.18 de Materiales y Métodos).
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Figura 6.2. Regiones promotoras de los genes hrpG y hrpX.

Los esquemas muestran los fragmentos de ADN seleccionados que contienen las secuencias
promotoras de los genes hrpG (A) y hrpX (B) de Xac. Se muestran las zonas de hibridacién de los
oligonucledtidos especificos para amplificar cada fragmento, pHrpG up y pHrpG down (flechas
rosas en A); pHrpX up y pHrpX down (flechas celestes en B). Se indica la longitud total de cada
fragmento y la cantidad de pb de la regidn no codificante y codificante de cada gen (recuadros)
que estan incluidas en los fragmentos.

En la regién promotora Phrps NO se encontraron predicciones de regiones -10 o -35
tipicas de reconocimiento de la subunidad 670 de la ARN polimerasa y tampoco se
encontraron secuencias de homologia a secuencias consenso de reconocimiento de
factores de transcripcion de la familia OmpR. Hasta el momento, tampoco se pudieron
identificar secuencias de ADN especificas en la region promotora de hrpG de Xcv
(Wengelnik y col., 1996b). Cabe destacar que a diferencia del regulador PhoB donde los
sitios de unidn estan altamente conservados, en el caso de OmpR existe muy poca
conservacion de las bases de ADN reconocidas por la proteina y por lo tanto son dificiles
de predecir (Rhee y col., 2008). Por el contrario, en la regidon promotora denominada
Phrox, S€ €ncontraron numerosas secuencias conservadas e incluso se predijo un sitio de
inicio de la transcripcidén, que consiste en una base de citosina 77 bases corriente arriba
del coddn ATG de inicio de la traduccion del gen hrpX. En Xcv se definid el sitio de inicio
de la transcripcion mediante la técnica de extensién del cebador y se determind la
posicion +1 en una base de guanina 59 pb corriente arriba del codén ATG de hrpX
(Wengelnik y Bonas, 1996), es decir a 17 bases del sitio de inicio predicho con los
servidores de internet para Pypx de Xac (figura 6.3, tabla 6.1). Ademas, se identificaron
regiones -10 y -35 que podrian ser reconocidas por la subunidad o670 y mediante la
herramienta “Virtual footprinting” se encontraron secuencias que podrian ser
reconocidas por el factor de transcripcion OmpR, perteneciente a la misma familia de
reguladores que HrpG (figura 6.3, tabla 6.1). En Xcv también se identificd una secuencia

con homologia a las secuencias -10 de reconocimiento de la subunidad o70 de la ARN
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polimerasa, pero no se encontraron secuencias regulatorias -35 y cajas PIP (promotor
inducible in planta) que poseen la secuencia consenso TTCGC-N;5-TTCGC, y que estan
presentes en genes regulados por HrpX (Wengelnik y Bonas, 1996). Estos analisis
bioinformaticos sugieren que el promotor Phx contiene elementos caracteristicos de
promotores procariotas y secuencias de reconocimiento de proteinas de la familia OmpR,

y por lo tanto podria ser reconocido por HrpG.

CAGTGATCTGCCCTCGTGTCATGTCTGCTTCTCTCGATCAAATGCGCTTGGGCATACGTGTCCG
TACAGTCATCGGGCATCGCCTTGGTCATCGCCGACAGCCATCAATGCGCATGGACGCAGCGCGT
TCGCAGACGTTGTCCGACTGTGCCTTGGATATTGGCGCAGACCGGCGACATCAATACTCAACCG
GATGGCGCGAAATGTCTGGCGTTACGACGACGTCGACGGTGTGCAACTGCGCTTTGCGCCGCGA
AAAAACGCATCACATGGATGTTTGACAGAGTGAGCTTTTTTGATTITTTTCGATGGCTTTCAGAG
AGAAATTCTATTGGATCCGCTGCATACAATCGTTTGCGCCAGCGAGTTAGGCGCCTGTTGTICTT
TTGCTCCGCCCCCCAAAGAGAGAGACCGGCATGATCCTTTCCACTTACTTTGCAGCGATC

Figura 6.3. Secuencia del promotor putativo P,,x e identificacion de elementos
promotores mediante predicciones bioinformaticas.

Se muestra la secuencia nucleotidica del fragmento de ADN denominado Py, que contiene la
region promotora del gen hrpX de Xac, desde la base -414 hasta la base +30 respecto del coddén
ATG de inicio de la traduccidn. Las regiones subrayadas, resaltadas en gris y con letras de colores
corresponden a secuencias promotoras putativas, cajas -10 y -35, secuencias de reconocimiento
de factores de transcripcidon y parte de la secuencia codificante de hrpX. Cada una de estas
secuencias, sus caracteristicas y el programa con el cual se realizé el andlisis bioinformatico se
indican en detalle en la tabla 6.1.

Tabla 6.1. Cajas regulatorias de la region promotora putativa Pprpx.

Secuencia Caracteristica Programa
ATGATCCTTTCCACT |Secuencia codificante hrpX hasta posicién
TACTTTGCAGCGATC |+30 del coddn ATG de inicio de la traduccion

TTTTTCGAT Caja-10, 670 BProm, Softberry
TTGACA Caja -35, 670 BProm, Softberry
LARRRR(SCLILC.CARN Secuencia promotora y sitio putativo de
TCAGAGAGAAATTCTAT | > 77 Iairanscri Cizn & P Neural network
TGGATCEGCTGCATAC P
TACAAT Caja -10, 670 £. coli virtual
footprinting
ATTCTA Caja -10, 670 E. coli virtual
footprinting
GAAAAAA Secuen.aa.clie reconoumlentq factor de V|rtuall _
transcripcidon OmpR de E. coli, en la hebra + |footprinting
TTTTTTC Secuencia de reconocimiento factor de Virtual

transcripcidon OmpR de E. coli, en la hebra- | footprinting
Sitio de inicio de la transcripcién

G determinado para hrpX de X. campestris pv.
vesicatoria (Xcv)

Wengelnik y
Bonas, 1996
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6.2.3-Estudio de la funcionalidad de las secuencias promotoras

Las fusiones transcripcionales son herramientas importantes para comprender la
regulacion y expresion génica (Miller y col., 2000). Por ello, con el objetivo de determinar
si las regiones promotoras seleccionadas son funcionales, se amplificaron por PCR con
pares de oligonucledtidos especificos (figura 6.2) y se clonaron en el vector reportero
pPROBE-NT (seccidén 3.16 de Materiales y Métodos). Este vector permite el clonado de
secuencias promotoras corriente arriba del gen reportero que codifica la proteina verde
fluorescente GFP; y mediante la determinacion de la fluorescencia emitida se puede
determinar si la secuencia promotora es activa y frente a qué condiciones o estimulos se
induce o reprime (Miller y col., 2000). Para ensayar la funcionalidad de estas regiones
promotoras, las construcciones reporteras en el vector pPROBE-NT se conjugaron en la
cepa salvaje de Xac y en la cepa mutante XacAhrpG y se crecieron cultivos en medio
minimo XVM2. Se analizé la fluorescencia emitida por GFP de cada cepa reportera en
relacién con cepas controles conjugadas con el vector vacio y los datos obtenidos se
muestran en la figura 6.4 como valores de induccion relativa. En la cepa salvaje de Xac,
ambas secuencias promotoras Phrox ¥ Phrps, mostraron una induccidn de la fluorescencia
de GFP de aproximadamente 3 y 5 veces en relacién a la cepa conjugada con el vector
vacio, respectivamente. Esto indica que en el contexto gendmico de la cepa salvaje de Xac
y en medio XVM2, las secuencias promotoras seleccionadas poseen elementos
regulatorios que son reconocidos por diferentes factores de transcripcién y la ARN
polimerasa para activar la transcripcién del gen reportero gfp. Cuando las construcciones
reporteras se introdujeron en la cepa mutante XacAhrpG, no se observé induccién de la
fluorescencia de GFP con la regidon promotora Pypx respecto de la misma cepa conjugada
con el vector vacio (figura 6.4). Este resultado indicaria que la transcripcién de hrpX de
Xac depende de la presencia de la proteina regulatoria HrpG. Por el contrario, la regidn
promotora Phpg mostré una induccion mayor en XacAhrpG que en Xacwt, alcanzando un
nivel de induccién 8 veces mayor en relacién a la cepa con el vector vacio, e indicando
gue HrpG actuaria como un regulador negativo sobre su propia transcripcion. Estos
resultados, permitieron verificar que las regiones elegidas como promotores de los genes
hrpX'y hrpG contienen elementos funcionales capaces de activar la transcripcién del gen
reportero gfp. De estos analisis surge que, al igual que lo observado en Xcv mediante

fusiones transcripcionales al gen reportero gus (Wengelnik y col., 1996b), HrpG de Xac
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regula positivamente el gen hrpX, mientras que una auto-regulacion negativa podria estar

afectando al promotor de hrpG.

10

Induccion relativa

Xacwt XacAhrpG

Figura 6.4. Actividad transcripcional de las regiones promotoras Pppx Y Phrpc-

Las fusiones transcripcionales de los promotores Pyox ¥ Phros @l gen reportero gfp en el vector
pPROBE-NT, se introdujeron en la cepa salvaje de Xac (Xacwt) y la cepa mutante en el gen hrpG
(XacAhrpG). El vector reportero vacio se introdujo en ambas cepas y estas construcciones se
utilizaron como control para relativizar el valor de la fluorescencia emitida por GFP en cada cepa
reportera. Todas las cepas se crecieron en medio XVYM2. El experimento se repitid 3 veces. Las
barras de error indican la desviacién estandar de los valores promedio de induccidn relativa.

6.3-Caracterizacion de la interaccion del regulador HrpG y el regulador

mutante R210C con las regiones promotoras de los genes hrpXy hrpG

6.3.1-Clonado, expresion y purificaciéon de HrpG y R210C como proteinas de fusion

A fin de realizar los ensayos de interaccidon con el ADN, se clonaron, expresaron y
purificaron la proteina salvaje HrpG vy la proteina mutante R210C de Xac. Para esto, se
amplificaron las secuencias codificantes de ambas proteinas mediante PCR con los
oligonucleétidos HrpGBamHIlup y HrpGXholdown (tabla 3.4 de Materiales y Métodos) a
partir de las construcciones pBBR1MCS-3-HrpG y pBBR1MCS-3-R210C (detallado en la
seccion 3.4.1 de Materiales y Métodos). Los productos de amplificacion se clonaron en el
vector de expresion pET28a (tabla 3.3 de Materiales y Métodos) y las construcciones
obtenidas se transformaron en la cepa de expresidon E. coli BL21 (DE3) pLys S* (tabla 3.1
de Materiales y Métodos). En este vector las proteinas se expresaron con 6 residuos de

histidina fusionados a su extremo N-terminal, pero en diferentes condiciones ensayadas
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no se observd presencia de ninguna de las dos proteinas en estado soluble en los
extractos bacterianos inducidos (datos no mostrados). Posteriormente, las secuencias
codificantes de HrpG y R210C se clonaron en el vector de expresién pET32-am (tabla 3.3
de Materiales y Métodos), obteniendo las construcciones pET32-am-HrpG y pET32-am-
R210C, respectivamente. En este vector las proteinas se expresan fusionadas a
tiorredoxina (Trx) y una secuencia de 6 residuos de histidinas en tdndem fusionadas al
extremo N-terminal de cada secuencia codificante. Luego de verificar los clonados por
secuenciacion, se transformaron células de E. coli BL21 (DE3) pLys S, en las que se llevd a
cabo la expresion de las proteinas recombinantes y la purificacién en columnas de Ni-
agarosa que tiene afinidad por los residuos de histidinas. Se ensayaron distintas
condiciones de expresién como la concentracion del inductor IPTG que se varié entre 0,1
y 0,5 mM, la temperatura de crecimiento bacteriano se ensay6 en el rango de 18 Cy 37
oC, y el tiempo de induccién se probé en el rango de 4 a 18 hs. En esta cepa de E. coli no
se obtuvieron buenos rendimientos de las proteinas de interés. En particular, la proteina
mutante R210C se obtuvo mayormente precipitada, probablemente en cuerpos de
inclusién que luego del fraccionamiento celular se encontraron siempre en la fraccién del
pellet. Con el objetivo de obtener un mejor rendimiento de las proteinas en estado
soluble, se transformaron las construcciones del vector pET32-am en otras cepas de
expresion de E. coli (datos no mostrados), siendo la cepa BLR (tabla 3.1 de Materiales y
Métodos) la que permitié obtener un mayor rendimiento de las proteinas recombinantes
en la fraccion soluble. Nuevamente, se ensayaron diferentes condiciones de induccién y
las mas favorables para la expresién de las proteinas recombinantes en esta cepa se
obtuvieron al agregar el inductor IPTG a una concentracidon de 0,2 mM e incubacién
durante 18 hs a 18 2C, luego de que los cultivos alcanzaran una densidad dptica de 0,7-1,0
a 600 nm. Luego de la disrupcién de las células por sonicacién, el lisado fue clarificado por
centrifugacién y las proteinas fueron purificadas utilizando la resina de agarosa Ni-NTA
(QIAGEN) de acuerdo al protocolo detallado en Materiales y Métodos (seccion 3.4.4). El
tamafio esperado para las proteinas de fusién de acuerdo a lo calculado utilizando la
herramienta ProtParam disponible en el servidor ExPASy (seccién 3.18 de Materiales y
Métodos) es de 43,25 kDa para Trx-HrpG y 43,19 kDa para Trx-R210C. A modo de
ejemplo, en la figura 6.5 se muestran fotos representativas de geles de poliacrilamida al
12 % en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), donde se sembraron alicuotas de 10

pl de las fracciones obtenidas durante una purificacidon de las proteinas recombinantes
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HrpG y R210C (figura 6.5A y B, respectivamente). Las proteinas purificadas tienen pesos

moleculares similares al estimado mediante la herramienta bioinformatica.

A s p Eluidos
i - | kDa

66,5

«—— HrpG

27,0

13,7

Bsp Eluidos
e \ kDa

-66,5

+«— R210C

-27,0

C HrpGR210C
S| kDa

E D E D

1270

- 13,7

Figura 6.5. Purificacion de las proteinas de fusion HrpG y R210C.

Ay B: purificacién de las proteinas HrpG (A) y R210C (B) fusionadas a 6HIS y Trx por cromatografia
de afinidad a resina de agarosa Ni-NTA. S: fraccién soluble y P: fraccién del pellet celular luego del
lisado del cultivo bacteriano; se muestran los eluidos 1 a 13 con 100 mM de imidazol (Eluidos).
Geles de SDS-PAGE al 12 % tefidos con el colorante azul de coomassie, en cada calle se
sembraron 10 ul de cada muestra. A la derecha de cada gel se muestran algunas bandas del
marcador de PM en kDa. Con las flechas se indican las bandas correspondientes a las proteinas
purificadas. C: SDS-PAGE al 12 % tefido con azul de coomassie donde se sembraron 5 pul de las
proteinas purificadas luego de la dialisis para determinar el rendimiento y concentracion de las
mismas. A la derecha se muestran los valores en kDa del marcador de PM. D: Western-blot con
anticuerpos anti-HIS revelado por el método colorimétrico. Se sembraron muestras de las
proteinas HrpG y R210C luego de la elucién de la columna cromatografica (E: eluidos) y luego de
la dialisis (D: dialisis). Se sembraron 5 pl de muestra por calle.
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Se corrobord la purificacidon de las proteinas por deteccidn en un western-blot con
anticuerpos anti-HIS (figura 6.5D). Las fracciones proteicas de HrpG y R210C purificadas
con la resina de afinidad se obtuvieron en una soluciéon con Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl
150 mM e imidazol 100 mM. A fin de eliminar el imidazol de las muestras y de reducir la
fuerza idnica de las mismas para favorecer los ensayos de interaccién con el ADN, las
proteinas purificadas se dializaron en un volumen adecuado de Tris-HCl 50 mM pH 8 y
NaCl 100 mM, en ausencia de imidazol y a 4 2C como se detalla en la seccién 3.4.4 de
Materiales y Métodos. Luego de la didlisis se verificd el rendimiento de las proteinas de
fusion en geles de poliacrilamida desnaturalizantes al 12 % que se tifieron con azul de
coomassie (figura 6.5C). La concentracidon de las proteinas luego de la dialisis se estimé
mediante fotografias de los geles que se utilizaron para determinar y comparar por
densitometria la intensidad de las bandas de las proteinas de interés y de un patrén de
albumina sérica bovina de concentracion conocida (seccién 3.19.2 de Materiales vy
Métodos). Las soluciones purificadas y dializadas de las proteinas de fusién se obtuvieron
a una concentracion promedio de 0,4 pg/ul para HrpG (equivalente a 9,7 uM) y de 0,3
ug/ul en el caso de R210C (equivalente a 6,4 uM).

Las muestras dializadas se guardaron a -70 2C hasta el momento de ser utilizadas en
los ensayos de retardo en gel. Luego de realizar algunas pruebas de los ensayos de
retardo, se observé que la estabilidad de las proteinas de fusidn, principalmente de la
proteina mutante R210C decaia durante el almacenamiento a -70 2C. Incluso, en ciertas
ocasiones durante la didlisis se observd una leve turbidez en la muestra debido a una
precipitacion proteica. Geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes de estas
muestras mostraron una leve degradacién de la proteina mutante, que se evidencid por
la presencia de bandas de menor peso molecular y en particular una banda de menor
tamafio pero muy similar al de la proteina de fusidon (figura 6.5C y 6.5D). Este
comportamiento junto con las dificultades para expresar y purificar la proteina R210C en
forma soluble, demuestran que la mutacion no es favorable para la estabilidad de la
proteina. Varios intentos de modificar las condiciones de expresion, purificacion, didlisis y
conservaciéon de las proteinas, incluso a distintas temperaturas y con agregados de 10 a
25 % de glicerol, fueron infructuosos. Por ello, se continud trabajando con las proteinas
obtenidas de la manera descripta anteriormente, pero luego de la didlisis se mantuvieron

a 4 2C por no mas de 72 hs, luego de lo cual se descartaron y prepararon nuevas
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muestras. De esta manera se optimizo la reproducibilidad de las purificaciones proteicas y

de los ensayos de retardo en gel.

6.3.2-Obtencion de las sondas promotoras marcadas radiactivamente

Las secuencias promotoras Phrox ¥ Phrpe identificadas y seleccionadas previamente,
se utilizaron como sondas en los ensayos de retardo en gel de la movilidad
electroforética. Para ello, ambos fragmentos se amplificaron por PCR a partir de ADN
gendmico de Xac con los pares de oligonucledtidos pHrpX up y pHrpX down, pHrpG up y
pHrpG down, respectivamente (tabla 3.4 de Materiales y Métodos). Los productos
amplificados se clonaron en el vector pBluescript Il KS+ (tabla 3.3 de Materiales y
Métodos), se verificaron por secuenciacidon y estas construcciones se utilizaron como
molde en las reacciones de PCR para generar las sondas. La marca radiactiva de las sondas
se incorpord mediante la fosforilacion del extremo 5° de los oligonucledtidos reversos
pHrpX down y pHrpG down con [y->’P]ATP, utilizando la enzima T4 polinucleétido
quinasa. Estos oligonucledtidos marcados radiactivamente se usaron en las reacciones de
PCR junto con la enzima ADN polimerasa Pfx50 y las construcciones en el vector
pBluescript Il KS+ para generar las sondas Pprx Y Phrpg marcadas (en la secciéon 3.17 de
Materiales y Métodos se detallan las condiciones de marcacién de los oligonucledtidos y
de la reaccién de PCR). Los productos de PCR se sembraron en geles de agarosa, se
purificaron y cuantificaron mediante contador de centelleo para determinar Ia
radiactividad incorporada en las sondas en cpm/ul y la concentracién de ADN en ug/ul se

determind por espectrofotometria.

6.3.3-Optimizacion de las condiciones de reaccion para los ensayos de interaccion
ADN-proteina
La interaccion entre las sondas de ADN vy las proteinas HrpG y R210C se analizé
mediante ensayos de retardo en la movilidad electroforética del ADN en geles de
poliacrilamida nativos. Esta técnica consiste en la observacién de complejos ADN-proteina
gue migran a través de geles de poliacrilamida mas lentamente que las moléculas de ADN
libre. Este método es utilizado ampliamente para el estudio de la unidn de proteinas y
factores de transcripcion a secuencias especificas de ADN. En los ensayos de retardo se
pueden distinguir dos etapas fundamentales: la reacciéon de unién, donde se incuban la

proteina y la secuencia de ADN de interés; y la corrida electroforética para separar las
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especies de ADN libre y acomplejado con la proteina a fin de visualizar el retardo en la
movilidad. En general, las condiciones de unién y corrida electroforética especificas para
cada par ADN-proteina deben ser optimizadas de forma empirica. Debido a que no se
conocen reportes previos de ensayos de interaccidon entre proteinas HrpG de
Xanthomonas con secuencias de ADN, se tomaron diversos protocolos de ensayos de
retardo realizados con la proteina OmpR de E. coli, que se utilizaron como base para
ensayar distintas condiciones de unién con las proteinas y sondas en estudio
(Rampersaud y col., 1994; Huang e Igo, 1996; Yoshida y col., 2006; Rhee y col., 2008).

Las condiciones dptimas del ensayo de retardo se determinaron con la proteina
HrpG fusionada a Trx y la sonda Phrpx marcada radiactivamente con 32p En la tabla 6.2 se
muestran algunas de las condiciones del medio de reaccién que se ensayaron para
detectar la interaccion. Inicialmente, se utilizéd una condicidn de referencia pero no se
obtuvieron resultados positivos con la proteina HrpG sin dializar o dializada (columnas 1y
2, tabla 6.2). A pesar de este resultado negativo se continué trabajando con HrpG
dializada, ya que posee menor fuerza idnica y no contiene imidazol que puede interferir
en la interaccion. Posteriormente, se modificaron las sales utilizadas como KCI, NaCl,
CaCl, y MgCl,, se modificé el contenido de glicerol, se adiciond un detergente no idnico
como TWEEN® 20 y EDTA como agente quelante de iones, sin resultados favorables en
todos los casos (columnas 3, 4, 5, 6 y 7, tabla 6.2). El agregado de DTT como agente
reductor en la mezcla de reaccion permitid la deteccion de una banda de retardo en los
geles, correspondiente al complejo ADN-proteina (columnas 8 y 9, tabla 6.2). En las
mismas condiciones pero utilizando la proteina no dializada no se detecté la banda de
retardo, confirmando la interferencia del imidazol y la elevada concentracion de NaCl
presente en la muestra (columna 10, tabla 6.2). Finalmente, se modificé el pH y la
concentracion de la solucién de Tris-HCl y de KCI (columnas 11, 12 y 13, tabla 6.2)
obteniendo las mejores condiciones con Tris-HCl 5 mM pH 7, glicerol 5 %, KCI 25 mM,
EDTA 2 mM vy DTT 1 mM (columna 13, tabla 6.2), que se definieron como las condiciones
optimas para las reacciones de unién entre HrpG y Pprpx.

Las reacciones de union se incubaron entre 30 minutos y 1 hora, a 25 2Cvy 4 C. Se
ensayaron también dos condiciones diferentes en la corrida electroforética: geles de
poliacrilamida nativos al 5 % en condiciones de baja fuerza idénica con buffer TBE (Tris-HCl,

acido borico, EDTA); y geles de poliacrilamida al 4 % en condiciones de alta fuerza idnica
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con buffer TGE (Tris-HCl, glicina, EDTA). Las mejores condiciones, se obtuvieron con los

geles al 5 % en TBE incubando las reacciones durante 30 minutos a 25 °C.

Tabla 6.2. Condiciones de reaccidn ensayadas en los experimentos de retardo en gel.

MEDIO DE

REACCION* 1(2|3|4a|5|6|7|8|9|10| 11| 12|13

Tris-HCISOMMPpPH7 | ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢
Tris-HCI 50 mM pH 8 ¢
Tris-HCI 5 mM pH 7 ¢ ¢

Glicerol 5 % S S S S S S ¢ ¢ ¢ ¢
Glicerol 15 % ¢

KCI 50 mM ¢ | ¢ L K SEER SRR SNEK SR ¢ ¢ ¢
KCI 25 mM ¢

CaCl, 5 mM ¢ | ¢ 0 ¢ | ¢

NaCl 50 mM ¢

MgCl, 5 mM ¢

EDTA2 mM ¢ ¢ | 0 ¢ ¢ ¢ ¢

DTT 1 mM ¢ ¢ ¢ ¢ ¢
DTT 5 mM ¢

Tween20 0.05 % ¢

Sonda marcada
1000 cpm

HrpG no dializada
10 pmoles
HrpG dializada

¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 4 4 4 ¢
10 pmoles

Resultado x x x x x x x v v x v v vV

*En esta columna se detallan algunos componentes del medio de reaccién que se probaron
durante la optimizacién de los ensayos de retardo en gel.

Columnas 1 a 13: corresponden a distintas pruebas del medio de reacciéon, en cada columna se
indica con ¢ la composiciéon del medio y en la fila “Resultado” se indica con % un resultado
negativo, con v un resultado positivo, y con v'v" las condiciones éptimas.

6.3.4-HrpG y R210C interaccionan con las regiones promotoras de hrpX'y hrpG

6.3.4.1-Ensayos de variacién de la concentracién de proteina

De acuerdo al modelo regulatorio propuesto para el cluster hrp de Xanthomonas, se
comenzd estudiando la interaccién de HrpG y la proteina mutante R210C con la region
promotora del gen hrpX. Para ello, se realizaron ensayos de retardo en las condiciones
Optimas determinadas previamente y se pudo observar una banda de retardo bien
definida con ambas proteinas (figura 6.6A). Estos resultados sugieren que HrpG se une

efectivamente al promotor de hrpX, para permitir la activacion de su transcripcion y que
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la proteina mutante R210C mantiene la capacidad de unirse a las secuencias regulatorias
del ADN al igual que la proteina salvaje, a pesar de poseer una mutacién puntual en un
residuo altamente conservado en la familia OmpR de reguladores transcripciones

(Martinez-Hackert y Stock, 1997b).
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Figura 6.6. Interaccion de HrpG y R210C con regiones promotoras del genoma de Xac.

A: ensayos de retardo en gel variando la concentracion de proteina para comparar las afinidades
de unién de HrpG (izquierda) y R210C (derecha) a la sonda marcada radiactivamente Pyx. En las
reacciones de union se incub6 1 ng de sonda Pyx con 0, 1, 2, 4, 8, 16 y 32 pmoles de HrpG y
R210C, respectivamente. Se cuantificaron la sonda libre (L) y unida (U) a cada proteina y se
determinaron los valores de Kd en base a tres experimentos independientes como se describe en
Materiales y Métodos. B: grafico del % de sonda Py,x unida a HrpG y R210C, respectivamente. C:
ensayos de variacion de la concentraciéon de proteina realizados con la sonda radiactiva Py6. Se
incub6 1 ng de Py cOn O, 1, 2, 4, 8, 16 y 32 pmoles de HrpG (izquierda) y R210C (derecha),
respectivamente. Se cuantificaron la sonda libre (L) y unida (U) a cada proteina y se determinaron
los valores de Kd en base a tres experimentos independientes. D: grafico del % de sonda Py
unida a HrpG y R210C, respectivamente. En las referencias de los graficos B y D se indican los
valores de Kd para cada interaccién. Las barras de error corresponden a los desvios estandar
determinados para tres experimentos independientes.

La movilidad relativa (Mr), que se define como el cociente entre la distancia

recorrida por el complejo ADN-proteina y la distancia recorrida por el ADN libre, es una
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manera de expresar el retardo, y ambos parametros varian de manera inversa. En el caso
de los complejos HrpG-Phpx Y R210C-Phrpx, la Mr de ambos es similar y sin diferencias
estadisticamente significativas, con un valor de 0,26 * 0,03 y 0,27 + 0,02,
respectivamente. Esto sugiere que ambas proteinas interaccionarian con los mismos sitios
regulatorios de la sonda y los complejos que forman son semejantes, por lo que no se
visualizaron diferencias entre las bandas de retardo correspondiente a cada par ADN-
proteina.

A fin de determinar si existen diferencias en la afinidad de la interaccion entre HrpG
y R210Cy la sonda Py, se realizaron ensayos de retardo variando la concentracion de las
proteinas en las reacciones de unién entre 0 y 32 pmoles (equivalentes a 0 y 1,6 uM)
(figura 6.6A). En ambos casos, se observé un incremento en la banda de retardo al
aumentar la cantidad de proteina, al mismo tiempo que disminuyd la intensidad de la
banda correspondiente a la sonda Pppx libre. Con ambas proteinas, la banda
correspondiente a la sonda libre comenzé a desplazarse con 1 pmol de proteina y el
complejo ADN-proteina se visualizé con sucesivos agregados de proteina. Con el agregado
de 32 pmoles se desplazéd completamente la sefial de |la sonda libre a sonda unida con las
respectivas proteinas. La afinidad de ambas proteinas por la sonda Pypx se expreso
cuantitativamente mediante la confeccion de curvas de % de sonda unida en funciéon de la
concentracion de proteina agregada a la mezcla de reaccion y para cada interaccion se
determind la Kd como se detalla en la seccién 3.17.5 de Materiales y Métodos (figura
6.6B). Las Kd determinadas para las interacciones HrpG-Phpx y R210C-Pypx fueron
similares, sin diferencias estadisticamente significativas entre ambas, con valores de 148
+ 20 nM y 153 + 32 nM, respectivamente. Estos resultados sugieren que HrpG y R210C
interaccionan fuertemente con la regién promotora del gen hrpX y que a pesar de la
mutacion presente en R210C, la afinidad de ambas proteinas con la sonda no se vio
alterada.

A fin de determinar la interaccién de HrpG con su propio promotor se realizaron
ensayos de retardo con la sonda Phrpe. En las mismas condiciones de reaccion utilizadas
con la sonda Pppx Sse observaron bandas de retardo correspondientes a los complejos
HrpG-Phpe Y R210C-Phps (figura 6.6C). Estos resultados sugieren que HrpG es capaz de
reconocer y unirse a secuencias especificas en su propio promotor. Mediante los ensayos
de retardo variando la concentracién de proteina en las mezclas de reaccién se

determinaron las Kd para ambos complejos con la sonda Phpc que fueron similares para
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ambas proteinas (HrpG: 151 + 41 nM, R210C: 172 + 55 nM) y no mostraron diferencias
estadisticamente significativas (figura 6.6D). Los geles de retardo mostraron un patrén de
bandas similar que en el caso de la sonda Pppx (figura 6.6A y B). Los valores de Kd
obtenidos para ambas regiones promotoras (Phrpx Y Phrps) son similares, indicando igual
afinidad del regulador salvaje y mutante por las secuencias de ADN. En conjunto, los
resultados muestran que HrpG y el regulador mutante R210C pueden unirse a las
secuencias regulatorias de los promotores de los genes hrpX y hrpG con una afinidad

similar.

6.3.4.2-Ensayos de competencia

Debido a que los extractos proteicos utilizados en los ensayos de retardo no
contenian las proteinas totalmente libre de impurezas y que se utilizaron las proteinas
recombinantes fusionadas a Trx, se verificd la especificidad de la interaccion de HrpG vy
R210C con las sondas promotoras mediante ensayos de retardo con la proteina Trx. Para
ello, se purificod la proteina a partir del vector pET32-am en las mismas condiciones que
las proteinas de fusién y luego de la dialisis se adiciond a las mezclas de reaccidn con las
sondas Phrpx Y Phrps, respectivamente. En la figura 6.7A se observa que Trx no es capaz de
interaccionar con la sonda Phrpx. Incluso con el doble de Trx respecto a la cantidad
utilizada de las proteinas en estudio no se observé interaccién (datos no mostrados) y con
la sonda Phrpe Se obtuvieron iguales resultados aunque no se muestran en la figura. De
esta manera se confirmd que las interacciones observadas entre las proteinas de fusidon y
los promotores de los genes hrpX y hrpG son especificas y que la fusién a Trx no interfiere
en los ensayos.

A fin de determinar que las proteinas se unen especificamente a las regiones
promotoras de los genes hrpX y hrpG, se realizaron ensayos de competencia especifica e
inespecifica con ADN. En la competencia inespecifica las reacciones de union se realizan
en presencia de fragmentos de ADN que no contienen las secuencias especificas de las
sondas, como ADN de esperma de salmdn o poli dI-dC. En el caso de HrpG y R210C, un
exceso de 200 veces de ADN inespecifico respecto de cada sonda marcada produjo una
leve alteracién en la intensidad aunque no fue capaz de desplazar las bandas de retardo
(figura 6.7A, muestra los ensayos con la sonda Phpx Y con la proteina HrpG, con la
proteina R210C y con la sonda P Se obtuvieron resultados similares aunque no se

muestran en la figura). En la competencia especifica se utilizan concentraciones
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crecientes de fragmentos de ADN no marcados radiactivamente cuya secuencia
nucleotidica es idéntica a la sonda marcada. En todas las interacciones de HrpG y R210C
con las regiones promotoras de hrpXy hrpG, el incremento en la concentracién de sonda
no marcada radiactivamente (o ADN frio) produjo una disminucién apreciable en la

intensidad de las bandas de retardo (figura 6.7B-E).

A Trx o B proteina HrpG C proteina R210C
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Figura 6.7. Ensayos de competicion especifica e inespecifica.

A: Ensayo de retardo con 15 y 30 pmoles de tiorredoxina (Trx, calles 1y 2, respectivamente) y 1 ng
de la sonda Pppx. Como control se muestra la interaccién de Py« con 16 pmoles de HrpG en
iguales condiciones (calle C). Ensayos de competicidn inespecifica con 200 ng de poli-dldC y ADN
de esperma de salmdn respectivamente y 16 pmoles de HrpG; luego de 15 minutos de interaccion
se agreg0 la sonda marcada Pyx ¥ se incubaron las mezclas durante 30 minutos mas, previo a la
electroforesis. B-E: Ensayos de competicidon especifica. Todos los ensayos de unidn se realizaron
con 16 pmoles de proteina HrpG o R210C que se incubaron 15 minutos con los competidores
especificos no marcados. Debajo de cada gel se indican las veces de exceso de sonda no marcada
respecto de la sonda radiactiva. Luego se incubaron 30 minutos mas con 1 ng de sonda marcada
radiactivamente Ppox (B 'y C) 0 Phps (D y E). Posteriormente se realizé la corrida electroforética. S:
indica una calle donde sdlo se sembré sonda marcada radiactivamente como referencia; L: sonda
libre, U: sonda unida a la proteina correspondiente a cada ensayo.

Con la regién promotora de hrpX se observd que un exceso de 50 veces en la
concentracion de ADN frio respecto de la sonda marcada radiactivamente, produce una

disminucion apreciable en la intensidad de la banda correspondiente al complejo con la
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proteina HrpG (figura 6.7B). En el caso de la proteina mutante R210C la disminucion en la
intensidad de |la banda de retardo comienza a apreciarse con un exceso de 25 veces de
ADN frio (figura 6.7C) y en ambos casos la sonda unida a las respectivas proteinas
desaparece casi por completo con un exceso de 200 veces. En la interaccién con el
promotor del gen hrpG, los complejos con HrpG y R210C disminuyen en su intensidad con
un exceso de 25 veces, y la banda desaparece por completo con un exceso de ADN frio de
100 veces (figura 6.7D y E). Estos resultados indican que las sondas frias desplazan a las
sondas marcadas radiactivamente de su unién con las proteinas HrpG y R210C; lo que
sugiere que la interaccidon con las secuencias nucleotidicas de las regiones promotoras de

los genes hrpX'y hrpG es especifica.

6.4-1dentificacion de dominios conservados en HrpG de X. axonopodis pv. citri

6.4.1-Modelado estructural de HrpG

La proteina regulatoria HrpG del SSTT de Xac, pertenece a la superfamilia de
reguladores transcripcionales del tipo OmpR/PhoB por la similitud estructural del dominio
de unién al ADN (Martinez-Hackert y Stock, 1997b). A fin de visualizar la estructura de
HrpG, comprender su funcidn regulatoria y los resultados obtenidos mediante los ensayos
de retardo en gel, se realizé un modelado estructural mediante el programa SwissModel-
SPDViewer (seccién 3.18 de Materiales y Métodos). Inicialmente, se hizo una busqueda
de proteinas homodlogas a HrpG cuyas estructuras tridimensionales son conocidas, ya sea
por cristalografia de rayos X o resonancia magnética nuclear (RMN). Se eligié la proteina
de mayor homologia que resulté ser RegX3 un regulador del sistema de dos componentes
SenX3-RegX3 de Mycobacterium tuberculosis (nUmero de acceso en PDB: 2oqrA, Parish y
col., 2003; King-Scott y col., 2007). La mayoria de los miembros de la familia OmpR son
reguladores de respuesta que forman parte de sistemas transductores de sefial de dos
componentes, con un dominio regulatorio N-terminal y un dominio de unién a ADN en el
extremo C-terminal de la proteina. Solo un pequefio grupo de reguladores de esta familia,
como ToxR de Vibrio cholerae y CadC de E. coli son proteinas asociadas a membrana
(Martinez-Hackert y Stock, 1997b). En la figura 6.8 se muestra el modelado estructural de
HrpG que es una proteina multidominio con tres regiones bien definidas: los dominios N-
terminal y C-terminal y una region intermedia denominada “linker” (vinculador). El

extremo N-terminal de HrpG corresponde al dominio receptor de respuesta con
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homologia al regulador quimiotactico CheY. Este dominio contiene un sitio altamente
conservado de fosforilaciéon en un residuo de acido aspartico que podria ser fosforilado
mediante una histidina quinasa sensora. También constituye el dominio de dimerizacién y
posee aminoacidos conservados que presentan homologia estructural con el regulador
CheY (Wengelnik y col., 1996b; Hong y col., 2007). El “linker” es una region de longitud
variable, flexible, y por lo tanto poco resuelta en estructuras tridimensionales, sensible a
protedlisis y que podria adoptar distintos cambios conformacionales permitiendo Ia
comunicacion entre los dominios N-terminal y C-terminal para la activacion de la proteina

(figura 6.8) (Kenney y col., 1995; Kenney, 2002).

HrpG

Dominio receptor de respuesta:
) Sitio fosfoaceptor (Asp conservado)
N-terminal Dominio de dimerizacién
Homologia estructural al regulador CheY

Longitud variable
Linker Flexible y sensible a protedlisis
Cambios conformacionales

Dominio efector:
C-terminal Dominio de unién al ADN y
Activacion transcripcional

Figura 6.8. Modelado estructural de HrpG de Xac.

Se muestra un modelado de la estructura tridimensional de la proteina HrpG completa obtenido
mediante el programa SwissModel-SPDViewer. Como molde se utilizd la estructura conocida del
regulador RegX3 de M. tuberculosis que mostré mayor homologia con HrpG. El texto de la figura
sefiala las tres regiones principales de la proteina con las funciones y caracteristicas mas
importantes de las mismas. En rojo se muestran las estructuras secundarias de tipo a-hélice, en
azul las ldminas B y en gris los giros o turns.

El dominio C-terminal de HrpG o dominio efector, tiene homologia a factores de
transcripcion del tipo hélice-giro-hélice (HTH, del inglés helix-turn-helix) denominados
HTH doble alados (wHTH, del inglés winged: alado) que se caracterizan por tener uno o

dos motivos de ldminas B (las “alas”) flanqueando el motivo HTH (Kenney, 2002; Aravind y
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col., 2005). Las funciones principales de este dominio consisten en la union de secuencias
regulatorias en el ADN vy la activacién de la transcripcion génica mediante interacciones

con la ARN polimerasa (Martinez-Hackert y Stock, 1997b).

6.4.2-Modelado estructural del extremo C-terminal de HrpG

OmpR de E. coli, es uno de los miembros mas estudiados de la familia de
reguladores de respuesta OmpR/PhoB. Junto con la histidina quinasa EnvZ, forma parte
de un sistema de dos componentes que regula principalmente la expresidn de las porinas
de membrana externa OmpC y OmpF en respuesta a la osmolaridad del medio en el que
se encuentre la bacteria. A baja osmolaridad predomina la porina OmpF, pero a alta
osmolaridad ompF es reprimido y la porina mayoritaria en la membrana externa es OmpC
(van Alphen y Lugtenberg, 1977). Recientemente surgieron evidencias de que OmpR
tendria ademads un rol central en la regulacion de genes housekeeping y de virulencia en
numerosos organismos (Lee y col.,, 2000; Brzostek y col.,, 2003). La estructura
tridimensional de la region C-terminal de OmpR ha sido determinada por cristalografia de
rayos X y RMN (Kondo y col., 1997; Martinez-Hackert y Stock, 1997a; Rhee y col., 2008),
proporcionando informaciéon estructural de valiosa utilidad para analizar las
caracteristicas conservadas en esta familia de reguladores. A fin de caracterizar en
profundidad el dominio de unién a ADN de HrpG, se alined su secuencia aminoacidica con
la de la proteina OmpR de E. coli (NP_417864.1). Mediante la herramienta bioinformatica
BLAST (seccion 3.18 de Materiales y Métodos), se observd homologia entre 94
aminodcidos del domino C-terminal de HrpG (HrpGc) y 93 aminoacidos del extremo C-
terminal de OmpR (OmpRc). El alineamiento entre HrpGc y OmpRc arrojé un 25% de
identidad entre las secuencias aminoacidicas (figura 6.9). En general, dentro de la familia
la identidad entre sus miembros es entre 20 % y 60 %. Esta baja homologia de secuencias
es posible debido a que cada proteina de la familia estd involucrada en interacciones
especificas para reconocer una secuencia de ADN particular y segun el regulador, pueden
interaccionar con la subunidad aCTD o 670 de la ARN polimerasa para activar la
transcripcion génica (Martinez-Hackert y Stock, 1997b; Kenney, 2002). Por este motivo
también es dificil determinar los sitios de reconocimiento de estas proteinas. En general,
los sitios consisten en repeticiones directas, aunque existen excepciones respecto al

numero de sitios y la distancia entre ellos. Ademas, algunos miembros de la familia
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funcionan como activadores y represores, mientras que otros, como PhoB, sélo son

activadores (Martinez-Hackert y Stock, 1997b).

HrpGe (139) LSVGPYRLIRDENTVYLDGKPIVLTAREFSIAWLLESSPGVCEFRRCQL (186)
++ G ++L ++ + +P+ LT+ EF++ L S P R +L
OmpRc (138) IAFGKFKLNLGTREMFREDEPMPLTSGEFAVLKALVSHPREPLSRDKL (185)

HrpGec (187) AKAVWGSHTEFTDRTMEQHIYKLRKKLQLSSDSSAVR-IRTVYSHGY (232)
G +R+++ I +LR+ ++ D + R I+TV+ GY
OmpRc (186) MNLARGREYSAMERSIDVQISRLRRMVE--EDPAHPRYIQTVWGLGY (230)

Figura 6.9. Alineamiento de secuencias del extremo C-terminal de las proteinas HrpG de
Xacy OmpR de E. coli.

El apilamiento se realizd mediante BLAST. Se muestra la regién C-terminal de HrpG desde el
aminodacido 139 al 232, de los 263 aminoacidos totales que posee. De OmpR se muestran los
aminodacidos 138 al 230, de los 239 aminoacidos que contiene la proteina completa. En rosa se
resalta el residuo de arginina (R) que estd mutado por una cisteina en la proteina R210C de Xac.
Identidad entre las secuencias 25 %. Las letras entre las secuencias indican los aminodacidos
idénticos y el signo + indica sustituciones homdlogas de aminodacidos entre las secuencias
alineadas.

Luego de analizar la homologia entre los dominios C-terminales de las proteinas, se
modelé la estructura tridimensional de HrpGc utilizando como modelo la estructura
resuelta por RMN de OmpRc de E. coli (numero de acceso en PDB: 2jpb, Rhee y col.,
2008). En el modelado obtenido (figura 6.10) se puede observar que el dominio de unién
al ADN de HrpG esta conformado por un extremo N-terminal compuesto de una lamina B
de cuatro hebras antiparalelas (B1, B2, B3 y B4). En la regidn central se encuentran tres
hélices a, de las cuales la hélice a2, el bucle a (o a-loop, en inglés) y la hélice a3
conforman el motivo HTH. Dentro del motivo HTH, la hélice a2 es la hélice de
posicionamiento, a3 la hélice de reconocimiento de las secuencias de ADN especificas y el
bucle a haria contacto con la subunidad aCTD de la ARN polimerasa para activar la
transcripcion génica (Kondo y col., 1997; Martinez-Hackert y Stock, 1997a; Kenney, 2002;
Rhee y col., 2008). El extremo C-terminal de este dominio esta formado por un B hairpin
(horquilla). Las “alas” caracteristicas de este tipo de factores de transcripcion del tipo HTH
estan definidas por las hebras B5 y 6, en el caso del ala 1 (W1, del inglés wing: ala) y la
hebra B4 y la hélice al definen el ala 2 (W2) (Martinez-Hackert y Stock, 1997a; Martinez-
Hackert y Stock, 1997b) (figura 6.10). Dentro de la superfamilia wHTH de reguladores, el
bucle a y las 4 hebras B del extremo N-terminal son exclusivas y caracteristicas de la

familia OmpR y no estan presentes en otras proteinas wHTH (Martinez-Hackert y Stock,
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1997b; Kenney, 2002; Aravind y col., 2005). El bucle a del motivo HTH es inusualmente
largo en OmpR con una longitud de 10 aminoacidos comparado con 3 o 4 aminodcidos
que es la longitud normal en otras proteinas y es una de las regiones menos conservadas
a nivel de la secuencia primaria dentro de la familia (Kondo y col., 1997; Martinez-Hackert
y Stock, 1997a). En HrpG el bucle a tiene una longitud de 7 aminodcidos, es decir, es mas
corto que en OmpR pero es largo comparado con la longitud normal de esta estructura.
Se ha denominado bucle a porque se sugiere que interacciona con la subunidad aCTD de
la ARN polimerasa, ya que ciertas mutaciones en OmpR que son incapaces de activar la
transcripcion poseen mutaciones en esta region (Kenney y col., 1995; Martinez-Hackert y
Stock, 1997b). Sin embargo, todavia no se ha demostrado la interaccion con aCTD y
ciertas evidencias sugieren que también estaria involucrado en la unién al ADN (Gajiwala

y Burley, 2000; Kenney, 2002).

HrpG C-terminal
o2

a-loop ~—-

\-__/'/

o: hélice alfa

B: hebra beta

W: alas

o-loop: bucle alfa

Figura 6.10. Modelado estructural del dominio de unién al ADN de HrpG.

Modelado de la estructura tridimensional del dominio C-terminal de unién al ADN de la proteina
HrpG de Xac obtenido mediante el programa SwissModel-SPDViewer. El modelado se realizé
mediante el alineamiento de HrpGc con 20 estructuras de OmpR de E. coli obtenidas mediante
RMN (numero de acceso en PDB: 2jpb). En rosa se muestran las estructuras secundarias de tipo a-
hélice, en azul las laminas B y en gris los giros o turns. El recuadro muestra la referencia de los
simbolos utilizados para sefialar las distintas estructuras secundarias del modelado. a: hélice alfa,
B: hebra o lamina beta, W: alas o “wings”, a-loop: bucle alfa o bucle a.
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En OmpR se define una regién de 98-100 aminoacidos dentro del domino C-
terminal que forman el ndcleo o core hidrofébico del dominio de unién al ADN. Los
residuos que forman el core hidrofdbico son aportados por todos los elementos de
estructura secundaria y son los mas conservados dentro de la familia OmpR debido a que
el empaquetamiento de los mismos es importante para estabilizar la conformacion nativa
de las proteinas. La conservacion de estos residuos es evidencia de que los miembros de
una familia comparten una conformacién comun (Martinez-Hackert y Stock, 1997b;

Kenney, 2002).

6.4.3-Modelo de unioén al ADN de HrpG y el rol del residuo de arginina 210

Originalmente se asumié que todas las proteinas wHTH se unian de igual modo al
ADN. Sin embargo, las proteinas wHTH muestran una marcada versatilidad respecto a
como las alas (W1 y W2) se unen al ADN. Las primeras estructuras determinadas para
proteinas de la familia co-cristalizadas con ADN, mostraban que las alas hacian contacto
con el esqueleto fosfatidico del ADN y la hélice de reconocimiento a3 estaba ubicada en
el surco mayor del ADN. Por el contrario, algunas proteinas utilizan el ala W1 para hacer
contacto con el surco mayor del ADN y en otros casos se vio a la hélice a3 en una
orientacién tangencial a diferencia de la orientacién perpendicular mas comun, respecto
del surco mayor del ADN (Gajiwala y Burley, 2000; Kenney, 2002). Hasta el momento no
se ha podido co-cristalizar OmpRc unida a secuencias de ADN para determinar el modo en
gue se une a las secuencias regulatorias, sin embargo mediante estudios de RMN vy
comparacion con otras proteinas de la familia se propuso que en OmpRc la hélice de
reconocimiento a3 se posiciona perpendicular al surco mayor del ADN vy las alas
interaccionan con los surcos menores adyacentes al surco mayor que acomoda la hélice
de reconocimiento (figura 6.11A) (Rhee y col., 2008).

En la hélice a3 y el ala W1 se encuentran los aminoacidos mas conservados que son
criticos para determinar la especificidad de unién (Martinez-Hackert y Stock, 1997b). En
OmpR y PhoB muchos de los aminodcidos en la hélice de reconocimiento son idénticos o
son sustituciones conservadas, a pesar de que estas proteinas reconocen secuencias de
ADN diferentes (Kenney, 2002). La hélice de reconocimiento a3 es inusualmente larga y
sus extremos estan implicados en el contacto con el ADN ya que mutaciones en esa
region de OmpR afectan el fenotipo de las porinas (Mizuno y col., 1988; Aiba y col., 1994;
Kato y col., 1995).
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Hélice a3 de reconocimiento

tomado de Rhee y col., 2008

Figura 6.11. Posicionamiento del dominio de union al ADN de los reguladores de la
familia OmpR al interaccionar con sus secuencias especificas de reconocimiento.

A: modelado de OmpRc unido al sitio de reconocimiento C1 del ADN, tomado de Rhee y col.,
2008. Se sefialan las alas (W1 y W2) y la hélice a3 de reconocimiento (rojo); en el ADN se indican
el surco mayor y menor (azul) donde se acomodan las estructuras mencionadas del dominio C-
terminal de OmpR. En rojo se muestran las estructuras secundarias de tipo a-hélice, en celeste las
[dminas B, en gris los giros o turns y en azul la molécula de ADN. B, C: Estructuras tridimensionales
de los dominios C-terminales de HrpG y R210C de Xac. Ambas estructuras se muestran en una
orientacién espacial similar a la adoptada por OmpR al interaccionar con el ADN (A). Las figuras B
y C permiten comparar las estructuras de la protéina salvaje HrpG y la mutante R210C de Xac y
visualizar la similitud con la conformacién de OmpR al unirse al ADN. En rosa se muestran las
estructuras secundarias de tipo a-hélice, en azul las laminas  y en gris los giros o turns. En negro
se muestran las cadenas laterales de los aminoacidos arginina (Arg210) y cisteina (Cys210). W1y
W2:alas 1y 2, respectivamente; a2 y a3: hélices a; a-loop: bucle alfa.

La arginina 210 de HrpG de Xac, se encuentra en el extremo C-terminal de la
proteina, especificamente en el dominio de unién al ADN (ver figura 5.2, Capitulo Il). La
comparacion de secuencias de HrpG con proteinas homdlogas de otras Xanthomonas y
con reguladores de la familia OmpR/PhoB, mostré una alta conservacion de este residuo

209

(figura 5.2, Capitulo I1). La Arg*'® de HrpG es homéloga a la Arg?® de OmpR y es uno de los

pocos residuos invariables dentro de la familia (Martinez-Hackert y Stock, 1997b). Al igual
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que en OmpR, la Arg®®® de HrpG se posiciona en la hélice a3 de reconocimiento del
motivo HTH, y a pesar de estar altamente conservada no forma parte del core
hidrofébico. En OmpR se vio que la Arg’® hace contacto con el esqueleto fosfatidico del

|203 y Arg207 harian contacto con las bases de timina y

ADN, mientras que los residuos Va
guanina de la secuencia de reconocimiento, respectivamente (Rhee y col., 2008). En el
regulador mutante R210C de Xac la Arg210 esta sustituida por una cisteina. En OmpR se vio

que mutaciones en la Arg?®

afectan su correcto funcionamiento, sustituciones por
alanina reducen la actividad casi al nivel de una cepa nula en OmpR (Rheey col., 2008). En
la figura 6.11B se muestra el modelado de la regidon C-terminal de la proteina HrpG pero
en una orientacién espacial similar a la que adopta OmpRc de E. coli cuando interactua
con el ADN y se sefiala el residuo Arg210 que se encuentra en la hélice a3 de
reconocimiento. En la figura 6.11C se muestra un modelado de la regién C-terminal de la
proteina mutante R210C obtenido de igual manera que el modelado de HrpGc. En la
estructura de R210C se puede apreciar que la mutacién del residuo de arginina por el de
cisteina no produciria grandes alteraciones en la estructura secundaria y terciara de la
proteina. Esto sugiere que a pesar de poseer residuos de aminoacidos distintos, la
estructura global puede no estar alterada permitiendo la correcta interacciéon con las
secuencias regulatorias del ADN, lo que explicaria los resultados obtenidos en los ensayos
de interaccion ADN-proteina en los experimentos de retardo en gel. Sin embargo, un
analisis mas profundo del aminoacido mutado y las posibles interacciones con otros
residuos, muestran que a pesar de que R210C puede unirse a las secuencias regulatorias
del ADN reconocidas por HrpG, la presencia de la cisteina puede afectar interacciones
criticas con otros aminodcidos que pueden ser claves para la activacién de la transcripcion

génica (ver en la discusion).
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6.5-Discusion

Las proteinas reguladoras de respuesta se clasifican en tres subfamilias mayoritarias
de acuerdo a la homologia entre los dominios de unién al ADN: la subfamilia OmpR/PhoB
con dominios hélice-giro-hélice doble alados (wHTH) (Martinez-Hackert y Stock, 19973,
Kondo y col., 1997), la subfamilia NarL/FixJ con un dominio de 4 hélices (Baikalov y col.,
1996; Baikalov y col.,, 1998), y la subfamilia NtrC/DctD de factores de transcripcion
acoplados a ATPasas (Aravind y col., 2005; Galperin, 2006). Otras proteinas reguladoras
de respuesta poseen dominios de union al ADN diferentes o contienen dominios
efectores como aquellos con actividades enzimaticas, unién a ARNs, unién a proteinas o
ligandos (Galperin, 2006). Las proteinas HrpG de Xanthomonas pertenecen a la subfamilia
OmpR/PhoB por su homologia en el dominio de unidn al ADN. A pesar de los numerosos
estudios realizados mediante fusiones transcripcionales, mutagénesis en HrpG y estudios
de microarreglos que muestran las funciones y procesos celulares en los que estaria
involucrada esta proteina (Wengelnik y col., 1996b; Wengelnik y col., 1999; Guo y col.,
2011), no existen evidencias directas de que HrpG es capaz de reconocer y unirse a las
secuencias promotoras de los genes que regula. Por ello, se decidié caracterizar en
profundidad la funcién de HrpG como regulador transcripcional. En Xac y otras
Xanthomonas los genes hrpG y hrpX estan localizados en una region del genoma fuera del
cluster hrp pero préximos entre si y se transcriben a partir de regiones promotoras
divergentes. El modelo regulatorio propuesto en Xcv (Wengelnik y col., 1996b) sugiere
gue HrpG regularia positiva y negativamente los genes hrpX y hrpG, respectivamente
(figura 6.1); por lo que la regién intergénica de estos genes se dividiéd en dos regiones
promotoras para analizar la presencia de elementos regulatorios. El analisis in silico de
estas regiones y los experimentos realizados mediante fusiones transcripcionales al gen
reportero gfp;, demostraron que Phpx Y Phrpc CONtienen elementos regulatorios en cis
funcionales que pueden ser reconocidos por la ARN polimerasa y factores de
transcripcion que activan la transcripcidn génica. Junto con los resultados de los analisis
transcripcionales obtenidos mediante RT-PCR (Capitulo 1l), los resultados de las fusiones
al gen reportero gfp, indicarian que el modelo regulatorio propuesto para el cluster hrp
de Xcv, también es vélido en Xac y probablemente en todas las especies del género
Xanthomonas, donde HrpG activa la transcripcion de hrpX al mismo tiempo que reprime

su propia transcripcion.
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A fin de determinar si HrpG es capaz de unirse a las secuencias regulatorias Pprpx ¥
Phroc, Se realizaron ensayos de retardo en la movilidad electroforética en geles de
poliacrilamida. La proteina mutante R210C se incluyd en los ensayos con el objetivo de
asignar un rol al residuo Argm y con el fin de comprender los fenotipos observados con
las cepas que expresan el regulador mutante. Los experimentos de unién de HrpG a las
secuencias promotoras Phpe Y Phrpx muestran que la proteina es capaz de unirse a
secuencias regulatorias del genoma de Xac, confirmando su rol como regulador
transcripcional. La proteina mutante R210C también fue capaz de unirse a las mismas
secuencias de ADN, indicando que los fenotipos observados en las cepas que contienen el
regulador mutante R210C (Capitulo Il), no se deberian a una incapacidad de reconocer y
unir secuencias regulatorias, sino que, por ejemplo en XacR210C, la proteina mutante se
une y compite por los mismos sitios regulatorios en la secuencia de ADN que son
reconocidos por la proteina salvaje HrpG. Las constantes de equilibrio (Kd) estimadas para
la uniéon de HrpG y R210C a las sondas Phrx Y Phrps SON similares y no muestran diferencias
estadisticamente significativas, corroborando la capacidad de unirse especificamente a
las mismas secuencias y con una afinidad similar. En la mutante R210C podria suceder lo
mismo que en ciertas mutantes de OmpR que retienen la capacidad de unirse al ADN
pero no pueden activar la transcripciéon génica (Russo y col., 1993; Kato y col., 1995).
Algunas mutaciones que ocurren en el bucle a de OmpR, y mutaciones puntuales en la
subunidad aCTD de la ARN polimerasa tienen el mismo efecto sobre la expresion de las
porinas (Garret y Silhavy, 1987; Slauch y col., 1991; Sharif e Igo, 1993), sugiriendo que
OmpR activa la transcripcidn mediante interacciones con la subunidad aCTD y no con 670
de la ARN polimerasa (Martinez-Hackert y Stock, 1997b). Las dificultades observadas
durante la purificacién y conservacién de la proteina R210C sugieren cierto grado de
inestabilidad conformacional que no se ve traducido en la unidn in vitro a las secuencias
de ADN, pero in vivo podria afectar drasticamente el correcto funcionamiento de la
proteina, como su interaccion con la ARN polimerasa.

El modelado estructural de HrpG muestra la conservacién de estructuras y motivos
con reguladores de la familia OmpR sugiriendo un funcionamiento similar. Por otro lado,
el modelado de R210C no muestra alteraciones en la estructura secundaria o terciaria de
la proteina, indicando que puede interaccionar normalmente con las secuencias
regulatorias de ADN. Cabe destacar que Swiss-Model es un servidor que realiza

modelados tedricos de la estructura tridimensional de las proteinas y por lo tanto no son
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estructuras que surgen de datos experimentales; por lo que a pesar de ser una
herramienta valiosa para identificar y visualizar los dominios y motivos caracteristicos de
la familia de reguladores OmpR en las proteinas en estudio, los modelados pueden
contener errores y no deben ser tomados como estructuras verdaderas (Arnold y col.,
2006; Kiefer y col., 2009; Peitsch, 1995; Schwede y col., 2003; Guex y Peitsch, 1997).

La hélice de reconocimiento a3 de la proteina OmpR es anfipatica, y entre los
residuos de aminodacidos que estdn expuestos en la superficie se incluyen Ser?®, Asp?%,
Val®®, ser’®, Argzo7 y Argm; mientras que los residuos GIn®, Arg209 y Met?!! estdn
parcialmente expuestos al solvente. Los residuos Val’® y Arg?®’ que tienen contacto
directo con las bases del ADN, son variables dentro de la familia OmpR (Martinez-Hackert
y Stock, 1997b). Todos los residuos que estan altamente conservados en la familia OmpR
se localizan cerca de la hélice de reconocimiento, las interacciones entre ellos estarian
conservadas y estarian involucrados en interacciones que ensamblan correctamente a las
alas (W1 y W2) con la hélice a3. Por ejemplo, en la estructura de OmpR se determind que

165 esta adyacente al N-terminal de la hélice al.

la Thr'®? forma parte del ala W2 y el Glu
Ambos residuos unen el ala W2 con la hélice a3 de reconocimiento a través de enlaces de
hidrégeno, puentes salinos e interacciones hidrofébicas (Kondo y col., 1997; Martinez-
Hackert y Stock, 1997a). Leu?® y Arg®® estan en el C-terminal de la hélice a3 de

224 Gly229 y Tyr230 forman parte del C-terminal del ala

reconocimiento. Los residuos Thr
W1. W1 estd unida a la hélice a3 a través de enlaces de hidrégeno entre los residuos de
Arg®®  11e**? y Thr***. El oxigeno principal de lle*?? interacciona con 2 atémos de nitrégeno
de Arg209 (Ne y Nn2). EINn2 de Arg209 también forma un enlace de hidrégeno con el Oy de
Thr*** (Martinez-Hackert y Stock, 1997b). Este conjunto de interacciones estarian en
todos los homodlogos de OmpR, ya que el aminoacido correspondiente a Arg209 de OmpR

224

estd enteramente conservado en la familia OmpR; y Thr*“" esta altamente conservado

como treonina o serina y alanina (Martinez-Hackert y Stock, 1997b). Arg209 y Thr??* estan

229 y Tyr230' G|y229 se

cerca de 2 residuos conservados que forman parte del ala W1, Gly
encuentra en todos los homélogos de OmpR y junto con val*®® y Leu?® forman un B-bulge
antiparalelo clasico (protuberancia B) (Chan y col., 1993). Val**® forma dos enlaces de
hidrégeno con Leu®® y GIy*?°; estas interacciones sirven para posicionar el ala W1
proximo al extremo N-terminal de la hélice de reconocimiento a3. Mutagénesis en estos
aminodcidos conservados afectan la funcion de OmpR y otras proteinas relacionadas

(Russo y col., 1993; Aiba y col., 1994; Kato y col., 1995). El alto grado de conservacién de
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los residuos denotan la importancia de las interacciones mencionadas que estarian
conservadas en todos los miembros de la familia (Martinez-Hackert y Stock, 1997b; Rhee
y col., 2008). Estos datos que surgen de la estructura de OmpR sugieren que en HrpG, la
sustitucion de Arg210 por un residuo de Cys, estaria afectando las interacciones
conservadas del residuo de arginina con otros residuos cercanos que permiten el correcto
plegamiento del dominio de unién al ADN de la proteina. El aminoacido arginina es un
aminodcido bdasico, polar, con carga positiva en su grupo R de guanidina; mientras que la
cisteina es polar, sin carga y contiene un grupo tiol (-SH) en su cadena lateral capaz de
oxidarse y formar enlaces disulfuro (Lehninger y col., 1985). El grupo R de la arginina es
mas voluminoso que el de la cisteina, pudiendo causar también alguna interaccidn
alostérica con otros aminodcidos o estructuras de la proteina. Estas observaciones
sugieren que a pesar de la unién al ADN, la Cys afectaria interacciones esenciales para el
correcto funcionamiento de la proteina, y alli podria radicar la causa de los diferentes
fenotipos observados entre la cepa salvaje de Xac y aquellas que contienen el regulador
mutante R210C, que no pueden producir los sintomas de cancrosis en las hojas de citrus.
Los motivos de union de OmpR contienen 2 hemi-sitios de 10 bases cada uno
orientados en tdndem (Martinez-Hackert y Stock, 1997b). Sin embargo, se vio que una
molécula de OmpR no es capaz de unirse a un hemi-sitio; sino que 2 moléculas de OmpR
son necesarias para unirse a un sitio completo (Huang e Igo, 1996) y algunos reguladores
de la familia OmpR/PhoB se unen a secuencias invertidas (King-Scott y col., 2007). Debido
a que no se identificaron homodimeros de OmpR en solucién, se propuso que OmpR
dimeriza cuando se une al ADN en la forma “dos al mismo tiempo” (del inglés “two at a
time”), es decir que dos moléculas de OmpR se unen simultdneamente al ADN (Martinez-
Hackert y Stock, 1997b; Yoshida y col., 2006; Rhee y col., 2008). Sin embargo,
recientemente se observé que OmpR puede unirse a un sitio de reconocimiento de alta
afinidad como mondémero y al unirse al ADN se producen cambios conformacionales en la
hélice a3 de reconocimiento, y las alas W1 y W2 (Rhee y col., 2008). Se sugirié que existe
un mecanismo de dimerizacién comun en la subfamilia OmpR, a pesar de las diferencias
funcionales entre los miembros de la familia, pero esto ha sido cuestionado
recientemente al analizar la estructura cristalografica de RegX3 de M. tuberculosis, que
sugiere un modelo de dimerizacién del tipo “intercambio de dominios” (del inglés
“domain-swap”) (King-Scott y col.,, 2007). Este modo de dimerizacion describe la

formacion de una interaccion simétrica entre dos moléculas a través del intercambio de
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regiones idénticas, que puede ser un solo elemento de estructura secundaria o un
dominio globular completo (Rousseau y col., 2003). A pesar de que muchas proteinas
muestran este comportamiento, la funcién y el rol fisioldgico todavia no se conocen.
Algunas ventajas de la dimerizacion por “intercambio de dominios” incluirian el aumento
de la concentracion local de sitios activos, superficies de unién mas grandes, nuevos sitios
activos en la interface de las subunidades, la posibilidad de control alostérico, etc. (Liu y
Eisenberg, 2002). En la estructura de RegX3 se determind que las estructuras secundarias
a4, B5 y a5 del dominio receptor N-terminal del regulador, serian los involucrados en el
“intercambio de dominios” (King-Scott y col., 2007). Un modelo probable propuesto para
la activacion de OmpR y que engloba diversas evidencias experimentales de los ultimos
afios consiste en la union del dominio C-terminal a secuencias de ADN con alta afinidad
como mondmero. Como consecuencia de esta unidon se produce un cambio
conformacional que se transmite al dominio N-terminal de la proteina, promoviendo la

III

fosforilacién y la dimerizacién, posiblemente mediante el “intercambio de dominios” (o
domain swapping). De esta manera, se permitiria la unién de un segundo monémero de
OmpR que formaria un dimero simétrico o asimétrico dependiendo del sitio de unién en
el ADN. La regidn linker flexible, entre los extremos N-terminal y C-terminal de la proteina
promueve cambios conformacionales y permite que el segundo mondmero se una en
multiples orientaciones dependiendo de la secuencia de ADN especifica (Rhee y col.,
2008).

A pesar del gran avance logrado en los ultimos afios en cuanto a la estructura de las
proteinas de la familia OmpR y sus mecanismos de accién, aln quedan muchas preguntas
por responder. Asimismo, entre las proteinas HrpG de Xanthomonas, la ausencia de una
estructura tridimensional conocida y la falta de un mecanismo detallado de su funcién
regulatoria dificultan la comprensién de los procesos regulatorios que controlan el SSTT y
otras funciones esenciales para la patogenicidad. Por ejemplo, se sabe que la expresidon
de hrpG en Xanthomonas esta levemente inducida en ciertos medios de crecimiento
minimos y en la superficie de la planta, sin embargo una induccién significativa se observa
cuando la bacteria entra en el apoplasto vegetal, aunque todavia no se conoce el o los
factores que controlan la expresion transcripcional de hrpG (Wengelnik y col., 1996b;
Zhang y col., 2009). A pesar de que en Pseudomonas syringae, Erwinia spp. y Ralstonia
solanacearum se identificaron numerosos genes regulatorios del cluster hrp involucrados

en un sistema regulatorio complejo, en Xanthomonas sélo se identificaron los genes hrpG
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y hrpX (Wengelnik y Bonas, 1996; Wengelnik y col., 1996b). En Xanthomonas oryzae pv.
oryzae (Xoo), el agente causal de la plaga bacteriana en arroz, existen evidencias
experimentales recientes que sugieren que la expresion de hrpG es controlada por
multiples vias regulatorias incluyendo el sistema de dos componentes PhoPQ, una
proteina con dominio H-NS asociado al nucleoide bacteriano denominada XrvA, y el
regulador transcripcional Trh (Lee y col., 2008; Feng y col., 2009; Tsuge y col., 2006). En
particular, el regulador trh (del inglés transcriptional regulator for hrp) identificado en
Xoo, tiene homologia de dominios con la familia de reguladores GntR, que poseen un
motivo hélice-giro-hélice en la regiéon N-terminal y actian reprimiendo o activando
diversos operones bacterianos (Tsuge y col., 2006). En una cepa de Xoo mutante en trh, la
expresion de hrpG se vio reducida, aunque no completamente, en condiciones inductoras
de los genes hrp in vitro e in planta (Tsuge y col., 2006). Estos resultados sugieren que Trh
activa directa o indirectamente la expresién de hrpG, y que podria actuar junto a otra
proteina regulatoria aun no identificada o mediante una compleja red regulatoria que
incluya también al sistema de dos componentes PhoPQ y la proteina XrvA (Lee y col.,
2008; Feng y col., 2009). En el genoma de Xoo, el gen trh esta localizado lejos del cluster
hrp y de los genes regulatorios hrpG y hrpX, y se encuentra cerca de genes del sistema de
secrecion tipo dos (SSTD), por lo que también podria estar involucrado en la expresién de
genes distintos a los genes hrp. En el genoma publicado de Xac, se encuentra el gen
XAC3532, también localizado lejos de los genes hrp y cerca de genes relacionados con el
SSTD. Xac3532 y trh de Xoo (XO00783) tienen la misma longitud en aminoacidos y poseen
un 95 % y 91 % de identidad de secuencia a nivel de aminoacidos y nucleétidos,
respectivamente; sugiriendo que Xac3532 podria cumplir un rol similar al de su homdlogo
en Xoo.

En la mayoria de las proteinas reguladoras de respuesta la fosforilacion en el
dominio regulador de respuesta induce cambios conformacionales que activan y
promueven la dimerizacion de la proteina, que luego se traduce en la unidn a los
elementos regulatorios de las regiones promotoras de los genes que regulan. HrpG es un
regulador de respuesta multidominio y se postula que la proteina seria fosforilada en un
residuo de acido aspartico conservado en el extremo N-terminal, que presenta homologia
con la proteina de quimiotaxis CheY, con una estructura terciaria ampliamente estudiada
(Volz y Matsumura, 1991; Cho y col., 2000). En CheY existen 4 residuos criticos para la

109

fosforilacion y activacion de la proteina, Asplz, Asp13, Asp®’ y Lys'®. El residuo Asp>’ es
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fosforilado por la proteina sensora, y esta cercano a los residuos Asp*? y Asp™® formando

199 se postula que la fosforilacién en el Asp>’ desplaza

un bolsillo acidico, junto con la Lys
la Lys'®, induciendo cambios conformacionales en la proteina que conducen a su
activacion. El residuo Asp®’ esta conservado en HrpG de Xcv y Xac (Asp®) sugiriendo que
también podria ser fosforilado, aunque la estructura y los aminoacidos que forman el
bolsillo acidico estan parcialmente conservados (Wengelnik y col., 1996b). En OmpR, la
quinasa EnvZ que se localiza en la membrana interna, percibe cambios en la osmolaridad
y se activa autofosforildndose en un residuo de histidina y luego transfiere el grupo
fosfato al Asp>> de OmpR. EnvZ también regula la defosforilacién de OmpR-fosfato,
controlando de esta manera su concentracién celular (Ames y col.,, 1999). Se ha
demostrado que la fosforilacion de OmpR aumenta su afinidad por las regiones
promotoras de los genes ompF y ompC, sin embargo también se observdé que en
presencia de secuencias de ADN especificas, existe una dramatica estimulacion en la
fosforilacion de OmpR (Ames y col.,, 1999). Se ha visto que OmpR, PhoB y VirG
incrementan su unién a secuencias de ADN especificas cuando son fosforiladas, y este
efecto es independiente de la fuente de fosforilacidon, que puede ser mediada por la
quinasa EnvZ o por agentes fosforilantes como el acetil fosfato (Wengelnik y col., 1996b).
En los ensayos de union realizados con HrpG y R210C, las proteinas no fueron
fosforiladas, y sin embargo se observé la unién a las regiones promotoras. OmpR no
fosforilada también puede unirse al ADN con una afinidad relativamente alta (Kd de 200
nM aprox.) en presencia de secuencias especificas. Sin embargo, si OmpR estd en
presencia de secuencias o sitios de baja afinidad primero debe fosforilarse para poder
unirse al ADN (Ames y col., 1999). Esto sugiere que HrpG podria actuar de manera similar
a OmpR, con la capacidad de unirse al ADN en su estado no fosforilado en presencia de
secuencias promotoras especificas.

En ciertas proteinas regulatorias como NarlL debe ocurrir la fosforilacion en el
dominio N-terminal de la proteina para exponer el dominio de unién y permitir la unién
efectiva al ADN (Maris y col., 2002); y en CheB de Salmonella typhimurium, |a fosforilacién
estimula la actividad metilestearasa del C-terminal, mientras que en ausencia de
fosforilacién la actividad es inhibida (Djordjevic y col., 1998). En OmpR la situacion es
diferente ya que en ausencia de fosforilacion la proteina puede unirse al ADN (Ames y
col.,, 1999) y el C-terminal no estd inhibido por el N-terminal. HP-RR (Hp1043) de

Helicobacter pylori, es un regulador de respuesta esencial para el crecimiento celular que
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también puede unirse a secuencias especificas de ADN en ausencia de fosforilacion (Hong
y col., 2007). Mediante RMN vy cristalografia de rayos X, se determiné que la estructura de
este regulador consiste en un dimero simétrico con 2 dominios funcionales, es estable en
solucion aun en estado no fosforilado; y la topologia molecular es similar a la familia
OmpR/PhoB (Hong y col., 2007). Este regulador podria funcionar en ausencia de una
modificacion post-traduccional, ya que HP-RR no pudo ser fosforilado in vitro y la
fosforilacién no es necesaria para su funcién in vivo. A diferencia de PhoB y otros
reguladores, en el caso de HP-RR el dominio regulatorio no inhibe la actividad de unién al
ADN del dominio de transactivacién, los 2 dominios podrian entonces actuar de manera
independiente. A diferencia de otros reguladores como PhoP y BvgV que pueden unirse al
ADN en ausencia de fosforilacion, HP-RR no aumenta su fosforilaciéon con la union al ADN
(Hong y col., 2007). HP-RR no posee el residuo Asp>> conservado que es fosforilado en
CheY y tampoco posee la secuencia consenso del bolsillo acidico para la reaccién de
fosfotransferencia en CheY, sin embargo la topologia molecular es similar a la de la familia
OmpR/PhoB vy las superficies de dimerizacién formadas por los elementos de estructura
secundaria son similares a la forma activa y fosforilada de PhoB (Hong y col., 2007). HrpG,
gue posee el bolsillo acidico de CheY parcialmente conservado, podria actuar de manera
similar a HP-RR, sin necesidad de ser fosforilado previo a su interaccidn con las secuencias
de ADN que regula. El efecto de la fosforilacidn también se estudié en otros reguladores
de repuesta como NtrC, SpoOA vy FixJ y en todos los casos se reportd que la fosforilacion
induce cambios conformacionales (Hong y col., 2007), por lo que experimentos futuros de
fosforilaciéon y dimerizacion de HrpG, permitirdn comprender en profundidad el
mecanismo de accion de la proteina. Las diferencias en los mecanismos de activacion de
los distintos reguladores estudiados se pueden deber a diferencias en la region linker; su
longitud y conformacion permitirian la existencia o no de las distintas conformaciones de
las proteinas implicando también la existencia de un equilibrio entre los estados de
fosforilacién, dimerizacidon y en Ultima instancia de unidn y activacion de las mismas
(Ames y col., 1999).

Hasta el momento no existen evidencias de una proteina quinasa asociada a HrpG
en un sistema de dos componentes. Muchos reguladores, como HP-RR de H. pylori, son
considerados “huérfanos” ya que no se han identificado histidina quinasas asociadas a los
mismos (Hong y col., 2007). Sin embargo, mediante ensayos de doble hibrido en

levaduras se identificaron interacciones proteina-proteina que involucran a componentes
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del SSTT de Xac (Alegria y col., 2004). En estos estudios, se observo que HrpG interacciond
consigo mismo, indicando la posible dimerizacion de HrpG a pesar de que en los
reguladores de la familia OmpR adn se desconoce exactamente el mecanismo de
dimerizacion (discutido anteriormente). HrpG también interacciond con la proteina
hipotética XAC0095, que tendria un rol en la regulacion de la expresidn génica, la proteina
XAC1568, y XAC3683 que codifica un componente histidina quinasa sensora/regulador de
respuesta de sistemas de dos componentes bacterianos (Alegria y col., 2004). Esta ultima
interaccidn es consistente con la hipotesis de que HrpG formaria parte de un sistema de
dos componentes. Xac3683 posee motivos PAS y PAC en el extremo N-terminal,
generalmente asociados con dominios sensores de sefal, dominios centrales histidina
quinasa y fosfoaceptor, y un dominio regulador de respuesta receptor en el C-terminal de
la proteina (Taylor y Zhulin, 1999). A pesar de estas observaciones, todavia faltan
evidencias bioquimicas que confirmen la interaccién de HrpG con esta proteina quinasa
sensora, y que indiquen la posible participacién de HrpG en un sistema de dos

componentes bacteriano tipico para activar el SSTT.
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7. CONCLUSIONES

Al igual que otros patégenos bacterianos, las especies del género Xanthomonas han
adaptado distintos sistemas regulatorios para controlar la expresion de factores de
virulencia en respuesta a distintos estimulos y condiciones ambientales. Esto les permite
atravesar distintas etapas de su ciclo de vida, desde la supervivencia epifitica sobre la
superficie de las hojas hasta la invasion y colonizacién del espacio intercelular. Uno de los
principales sistemas involucrados en la patogenicidad es el SSTT, codificado por el cluster
génico hrp, que contiene mas de 20 genes organizados en distintas unidades
transcripcionales y permite, entre otras cosas, la translocacién de proteinas efectoras al
citoplasma de la célula vegetal hospedadora, que en muchos casos pueden suprimir la
respuesta inmune innata de la planta generando enfermedad, como la cancrosis de los
citricos (White y col., 2009). De los numerosos genes identificados en el genoma de Xac
(da Silva y col., 2002) que codifican proteinas efectoras putativas, en este trabajo de tesis
se estudiaron AvrXacEl, AvrXacE2 y Xac3090. Mediante la construccién de cepas
mutantes en los genes en estudio se observaron diferencias en los fenotipos de virulencia
en las cepas AavrXacEl y AavrXacE2, que mostraron lesiones con dreas necréticas mas
extensas que las producidas por la cepa salvaje en hojas de naranja. Debido a que Xac es
un patégeno biotréfico, estas proteinas podrian cumplir un rol clave en el retraso
temporal de la necrosis ocasionada en la planta hospedadora para prolongar la
supervivencia del patdgeno. Por el contrario Axac3090 no mostrd diferencias con la cepa
salvaje sugiriendo que podria actuar en forma conjunta con otros efectores aln no
caracterizados. Los estudios llevados a cabo no mostraron una relacion directa entre
estas proteinas y la respuesta HR en plantas no hospedadoras, lo cual no permite

vincularlas con el desencadenamiento de esta respuesta.

Por otro lado, para complementar resultados obtenidos previamente en el
laboratorio que permitieron identificar proteinas de Citrus sinensis que posiblemente
interactian con estas proteinas efectoras (Dunger, 2007), se realizaron ensayos de
localizacion subcelular mediante expresién transiente in planta. Estos experimentos
mostraron localizaciones subcelulares para las proteinas efectoras que concuerdan con
los resultados de interaccidn con proteinas de la planta. La falta de resultados in vitro que

confirmen las interacciones observadas en el ensayo de doble hibrido dificulta la
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asignacion de un rol especifico para cada proteina efectora, sin embargo los ensayos de
localizacion subcelular, permitieron abrir un camino para continuar la busqueda de la
funcién de dichas proteinas en la célula hospedadora durante el desarrollo de Ia
enfermedad. La continuidad en el estudio del repertorio de proteinas efectoras de Xac
permitira comprender los mecanismos moleculares que determinan el rango de

hospedador y que caracterizan la interaccion Xac-citricos.

Los genes hrp son esenciales para la patogenicidad en plantas susceptibles y la
induccion de respuesta HR en plantas resistentes. Bacterias mutantes en los genes hrp no
solo son incapaces de establecer una interaccion normal con la planta, sino que también
son incapaces de crecer en el tejido vegetal (Alfano y Collmer, 1997). En Xanthomonas los
genes hrp se expresan in planta y estan regulados a nivel transcripcional por dos
proteinas, HrpG y HrpX. En Xcv se ha propuesto un modelo regulatorio que sitia a HrpG
como el regulador principal del cluster hrp (Wengelnik y col., 1996b). A fin de estudiar en
profundidad la regulacién del cluster y el rol de HrpG en la patogénesis de Xac, en
principio se construyeron dos cepas denominadas XacHrpG y XacR210C, que contienen un
plasmido replicativo y sobreexpresan constitutivamente la proteina HrpG y la proteina
mutante R210C, respectivamente. R210C se obtuvo por una mutacidon espontdnea que
implica la sustitucién del residuo Arg210 por Cys. Ademas, se construyd una cepa mutante
en hrpG, que se complementd con la proteina salvaje y la proteina mutante R210C. En
conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis mostraron que HrpG es esencial para la
patogenicidad de Xac en plantas hospedadoras y para el desencadenamiento de Ia
respuesta HR en plantas no hospedadoras. Asimismo, se vio que es necesaria para la
expresion de los genes del cluster hrp en condiciones inductoras como el medio minimo
XVM2 y en el interior de las células vegetales. Mediante los ensayos realizados durante la
tesis no fue posible establecer una relacién entre HrpG y la secrecién de otros factores de
virulencia secretados principalmente por el SSTD, asi como no se encontraron
alteraciones en la movilidad bacteriana de las cepas construidas. Sin embargo, numerosos
estudios recientes en Xanthomonas sugieren que HrpG, ademas del cluster hrp, regula
otros procesos y funciones celulares criticos para la supervivencia y patogenicidad de la
bacteria, sugiriendo un rol regulatorio complejo y global para HrpG (Astua-Monge vy col.,

2005; Tang y col., 2006; Biittner y Bonas 2010; Moreira y col., 2010a; Guo y col., 2011).
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En particular, se vio que la proteina mutante R210C no es completamente funcional,
lo cual no permite el correcto ensamblado y la activacién del SSTT que es critico para
colonizar la planta hospedadora mediante la translocacién de proteinas efectoras. La
mutacion R210C obtenida en HrpG de Xac se encuentra en la regidon C-terminal de la
proteina, especificamente en un motivo de unién a ADN altamente homdlogo a los
reguladores transcripcionales de la subfamilia OmpR/PhoB. El aa Arg210 de Xac esta
conservado con el aa Arg”® de OmpR de E. coli que estd localizado en una estructura de o
hélice que forma el motivo hélice-giro-hélice en el dominio de unién a ADN. Se determiné
que Arg’® de OmpR estableceria un contacto directo con el esqueleto fosfatidico de las
secuencias de ADN que reconoce (Martinez-Hackert y Stock, 1997b; Rhee y col., 2008). La
mutacion R210C seria el primer ejemplo de una mutacion puntual con pérdida de funcidn
en HrpG de Xanthomonas, y debido a la deficiencia en la patogénesis que mostraron las
cepas de Xac construidas con esta proteina resultd de interés la caracterizacion molecular
de la funcion regulatoria de HrpG y R210C. Por tal motivo, se llevd a cabo el estudio in
silico y mediante fusiones transcripcionales de posibles regiones promotoras que serian
reconocidas por HrpG. Luego, las mismas se utilizaron como sondas en ensayos de
retardo en gel de la movilidad electroforética a fin de determinar la unién de HrpG vy
R210C a dichas secuencias de ADN. A pesar de los numerosos estudios realizados
mediante fusiones transcripcionales, mutagénesis en HrpG y estudios de microarreglos
gue muestran las funciones y procesos celulares en los que estaria involucrada HrpG
(Wengelnik y col., 1996b; Wengelnik y col., 1999; Guo y col., 2011), no existen evidencias
directas de que sea capaz de reconocer y unirse a las secuencias promotoras de los genes
gue regula; por lo que los resultados obtenidos en este trabajo constituyen la primera
evidencia de que HrpG es funcionalmente activa como regulador transcripcional, debido a
la observacion de su unidn a las regiones promotoras. Esto también confirma que el
modelo regulatorio propuesto en Xcv es vdlido para la regulacion del cluster hrp de Xac,
donde HrpG se uniria a los promotores de los genes hrpX y hrpG, pero actuando como
regulador positivo y negativo, respectivamente. Por otro lado, se observé que R210C, a
pesar de tener mutado el residuo altamente conservado de Arg?'?, no perdié la capacidad
de unirse a las mismas regiones de ADN reconocidas por la proteina salvaje y con igual
afinidad, indicando que la ausencia de actividad en esta proteina radicaria en la falta de

activacion transcripcional, ya sea por cambios conformacionales en la proteina que
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afecten otros mecanismos como su fosforilacion y dimerizacion, o la interaccién con la

ARN polimerasa.

A pesar de los numerosos estudios estructurales y funcionales en reguladores
transcripcionales de la subfamilia OmpR/PhoB aun se desconocen los mecanismos
especificos que conducen a sus funciones regulatorias. Asimismo, la falta de estudios
estructurales y de un mecanismo detallado de la funcién regulatoria de las proteinas
HrpG del género Xanthomonas, dificultan la comprension de la regulacién del cluster hrp
y la compleja interaccién con otros mecanismos celulares bacterianos que conducen al

éxito de la colonizacidn de las respectivas plantas hospedadoras.
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8. RESUMEN

Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) es el agente causal de la cancrosis de los
citricos, que afecta al género Citrus en todo el mundo. Debido a la ausencia de patovares
resistentes a la enfermedad vy la falta de mecanismos efectivos de control y erradicacién,
resulta interesante estudiar los mecanismos moleculares responsables de esta interaccion
planta-patégeno compatible. Entre los mecanismos de patogenicidad de Xac, el estudio
de las proteinas efectoras y el rol que cumplen en la célula hospedadora, asi como el

estudio del regulador HrpG del SSTT son objeto de estudio en el presente trabajo de tesis.

Estudios previos realizados en el laboratorio iniciaron la caracterizaciéon de las
proteinas efectoras AvrXacEl, AvrXackE2 y Xac3090 de Xac, mediante ensayos de
interaccidn con proteinas de Citrus sinensis en un sistema de doble hibrido en levaduras;
y la construccién de cepas mutantes en dichas proteinas. En este trabajo de tesis se
profundizd la caracterizacion de estos efectores de Xac construyendo una cepa doble
mutante en los genes avrXacEl y avrXacE2 y complementando las cepas mutantes
construidas anteriormente. Se determiné la patogenicidad de las cepas construidas en
plantas hospedadoras de naranja y no hospedadoras. Los fenotipos observados sugieren
gue AvrXacEl y AvrXacE2 actuarian en forma separada afectando distintas vias de
sefializacion que modifican la necrosis del tejido vegetal. El crecimiento bacteriano in
planta mostré un menor crecimiento de las cepas AavrXacE1l, AavrXacE2 y AavrXacE1/E2
en relacién a la cepa salvaje, consistente con las lesiones mas necréticas observadas que
no son favorables para un patdgeno biotréfico como Xac. Los resultados indican que las
proteinas en estudio no estarian involucradas en la respuesta HR. A fin de dilucidar la
funcién de las proteinas efectoras de Xac dentro de la planta se determiné su localizacién
subcelular mediante la expresion transiente en hojas de N. benthamiana de AvrXacEl,
AvrXacE2 y Xac3090 fusionadas a GFP. Las localizaciones subcelulares observadas para las
distintas proteinas son consistentes con los resultados del ensayo de doble hibrido. En
conjunto, el estudio de las cepas mutantes y la localizacion subcelular de las proteinas
efectoras de Xac, junto con los resultados previos, aportan una perspectiva interesante

para profundizar el estudio del rol de estas proteinas en la cancrosis de los citricos.
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El SSTT codificado por el cluster hrp es esencial para la patogenicidad y virulencia de
las bacterias fitopatégenas como Xac. Los genes hrp se inducen mediante la proteina
regulatoria HrpG, perteneciente a la familia OmpR/PhoB de reguladores trasncripcionales.
A fin de estudiar el rol de HrpG durante la cancrosis se construyeron las cepas
sobreexpresantes XacHrpG y XacR210C que posee el regulador HrpG con una mutacion
puntual en el residuo Argm, y la cepa mutante XacAhrpG. Se caracterizaron estas cepas
en la cancrosis mediante inoculaciones en hojas de naranja y curvas de crecimiento in
planta, y en la respuesta HR en plantas no hospedadoras. Estos ensayos muestran que el
SSTT de Xac es esencial para la patogenicidad, para el desarrollo de la enfermedad en la
planta hospedadora mediante la secrecion de proteinas y factores de virulencia, y para el
desencadenamiento de la respuesta HR en plantas no hospedadoras. Ademas se observé
qgue el regulador mutante R210C no seria funcional, impidiendo la correcta expresion de
los componentes del SSTT. Se caracterizaron la movilidad bacteriana y la secrecion de
diversos factores de virulencia en las cepas construidas a fin de comprender el rol de
HrpG como regulador de multiples procesos celulares involucrados en la patogenicidad. El
analisis transcripcional de las cepas permitid concluir que HrpG es esencial para la
activacion transcripcional de los genes hrp, mientras que el regulador mutante R210C no
es funcional. A fin de dilucidar el rol del aa Arg®*® de HrpG que esta altamente conservado
en el motivo de unién a ADN de la familia de reguladores transcripcionales OmpR/PhoB,
se realizaron ensayos de interaccién ADN-proteina entre HrpG y R210C con las regiones
promotoras de los genes hrpX y hrpG que son regulados positiva y negativamente por
HrpG, respectivamente. Previamente se realizé un andlisis de las regiones promotoras, y
se purificaron las proteinas HrpG y R210C recombinantes que se utilizaron en los ensayos
de retardo. HrpG y R210C fueron capaces de reconocer y unirse especificamente a
secuencias regulatorias en los promotores de hrpX y hrpG con una afinidad similar,
confirmando el rol de HrpG como regulador transcripcional. Finalmente, alineamientos de
secuencia y modelados estructurales de HrpG y R210C muestran que Arg®'® es un residuo
altamente conservado que participaria en la unién directa al ADN. La continuidad en el
estudio de HrpG y R210C permitira dilucidar el mecanismo de accidon de HrpG, su rol en la
regulacién del SSTT y de diversos factores de virulencia, que posicionan a esta proteina
como un regulador global de la patogenicidad y virulencia en las bacterias del género

Xanthomonas.
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