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tecnologia y Genomica de Plantas esta liderado por

los doctores Emilia Lopez Solanilla y Pablo Rodriguez
Palenzuela. Las lineas de investigacion en curso se desa-
rrollan a través de aproximaciones mixtas en las que se
combinan los datos experimentales con los estudios a nivel
bioinformatico.

Durante los Gltimos afios el interés del grupo se ha cen-
trado en el estudio de los mecanismos de entrada y adapta-
cion al huésped durante los estadios iniciales de la infeccion
bacteriana. Un aspecto clave durante el ciclo de vida de una

El grupo «Bacterias Fitopatogenas» del Centro de Bio-

bacteria fitopatdgena es la capacidad de adaptarse a los
cambios que suceden en el ambiente que le rodea. Estos
cambios van desde aquellos a los que se ve sometida en los
estadios previos a la infeccion (cambios de temperatura,
luz, cantidad de oxigeno, cantidad de nutrientes...) hasta el
cambio de ambiente relacionado con el proceso de entrada
al interior de la planta huesped (adaptacién al ambiente
del apoplasto, incluida la escasez de nutrientes y la presen-
cia de sustancias antimicrobianas). EL éxito de la infeccién
residira, por tanto, en la capacidad de percibir las sefiales
del ambiente (fisicas y quimicas) y en la reprogramacion
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de la expresion génica dirigida a enfrentar las condiciones
cambiantes.

El estudio de esos aspectos los llevamos a cabo en
dos bacterias fitopatégenas modelo: la bacteria necrotrofa
Dickeya dandantii 3937 (Dd3937), causante de la podre-
dumbre blanda en un gran nimero de especies vegetales y
Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 (PsPto), bacteria
hemibiotrofa que produce la peca del tomate.

PERCEPCION DE SENALES
AMBIENTALES: LA LUZ

Una de las sefiales con las que las bacterias fitopatoge-
nas se encuentran durante la fase previa a la entrada son
las condciones luminicas. Hoy en dia es conocido como
la luz no solo es empleada por organismos fotosintéticos
sino que supone una sefial que controla el estilo de vida
en organismos no fototréficos (Elias-Arnanz et al., 2011).
Ademas, la luz y el ciclo circadiano regula los mecanismos
de defensa de las plantas (Bhardwaj et al., 2011). Los
patdgenos de plantas han debido evolucionar para perci-
bir condiciones de luz asociadas con diferentes niveles de
defensa en plantas. En el caso de PsPto nuestro grupo ha
descrito recientemente cémo la luz blanca, y en concreto
su componente azul, es responsable de la inhibicion de la
motilidad (Figura 1) y de la promocién de la adherencia a
hojas cuando las condiciones son de alta intensidad lumini-
ca. Estas condiciones se corresponden con estadios diurnos
en los que la bacteria permaneceria preferencialmente en
un estadio sésil y protegida de otros factores de estrés,
hasta la llegada de la noche (bajada de intensidad lumini-
ca), momento en el que la motilidad y por tanto la entrada
alinterior de la planta se veria favorecida. Los mecanismos
de defensa en planta son mas activos durante el dia, y por
tanto la entrada al tejido vegetal en el periodo cercano a
la noche seria mas favorable para el éxito de la infeccién.
De hecho, tratamientos de luz cortos realizados justo antes
de llevar a cabo ensayos de infeccién en plantas, tienen
un efecto significativo disminuyendo la virulenca de PsPto.
Estos fenotipos se ven alterados en un mutante afectado
en el fotorreceptor de luz azul LOV que ha sido identificado
y caracterizado por nuestro grupo en este patégeno. Este
estudio pone de manifiesto la importancia de la luz en
la transicion al estilo patogénico y su influencia sobre la
virulencia de la bacteria (Rio- Alvarez et al., 2014).

Dado que no solo la intensidad de luz, sino también la
calidad de la misma en cuanto a la prevalencia de distintos
componentes (p.ej. azul vs rojo) es variable a lo largo del
dia en un lugar determinado, nos hemos propuesto llevar a
cabo un estudio detallado de la influencia del ciclo de luz
diario sobre el proceso de infeccion. Para ello, en primer
lugar estamos llevando a cabo un estudio a nivel transcrip-
toémico de la regulacion de distintos factores de virulencia
bajo distintas condiciones de luz. Esta aproximacién, nos
permitira conocer la dinamica de la infeccion en condicio-
nes reales en relacién a la activacion de los mecanismos
de virulencia dependientes de la luz en distintas fases de
la infeccion.
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PERCEPCION DE SENALES
DE LA PLANTAS: LA QUIMIOTAXIS

La motilidad es un caracter necesario para el éxito de
la infeccion en la mayoria de las bacterias patdgenas de
plantas. Determina la capacidad de entrada por heridas o
entradas naturales al interior del tejido vegetal. EL fendmeno
de la quimiotaxis permite a las bacterias detectar gradientes
de concentracion de determinados compuestos y dirigir su
movimiento hacia o en contra de este gradiente. Por tanto
este fendmeno, en el caso de bacterias fitopatégenas podria
permitir detectar potenciales sitios de entrada al interior
vegetal. En el caso de Dd3937, en nuestro grupo, hemos
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Figura 1. (A) Imagenes de microscopia 6ptica (630x) de bacterias
de la cepa silvestre de PsPto tefiidas especificamente para

la visualizacion del flagelo sometidas a condiciones de luz u
oscuridad. Las células obtenidas de las placas sometidas a
iluminacién practicamente carecen de flagelos (sefialados por
una flecha roja en el panel de tratamiento en oscuridad). (B)

La expresion del gen fliC de PsPto, que codifica la flagelina,

la principal proteina estructural del flagelo, disminuye
significativamente tras un tratamiento de 10 min con luz blanca
en comparacion con el tratamiento en oscuridad (analizado por
gRT-PCR). Dicha expresién, sin embargo, no se ve alterada bajo
el mismo tratamiento en el caso de la cepa mutante en el gen
que codifica el fotorreceptor LOV de PsPto.
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determinado como la motilidad es esencial para el desarro-
llo de la infeccion en plantas huespedes y hemos descrito
el patron de quimiopercepcion hacia distintos compuestos
derivados de plantas (Ant(inez-Lamas et al., 2009a). Ade-
mas hemos determinado como la atraccién hacia la hormo-
na vegetal acido jasmonico es determinante del proceso de
entrada a través de heridas (Antlnez-Lamas et al., 2009b).

El proceso de quimiotaxis comienza con la funcion de
unas proteinas quimiorreceptoras conocidas como MCPs
(methyl-accepting chemotaxis proteins) que reconocen,
generalmente a nivel del periplasma, determinados com-
puestos. Este reconocimiento desencadena un proceso de
transduccion de sefal que concluye en la requlacion del
motor flagelar, y por tanto en el control de la motilidad. El
dominio de estas proteinas implicado en la pecepcion se
denomina LBR (Ligand Binding Region). Recientemente y
con el objetivo de identificar quimioreceptores implicados
en la percepcion de compuestos derivados de heridas en la
planta, hemos llevado a cabo un estudio bioinformatico que
nos ha permitido identificar las proteinas MCP en Dd3937 y
analizar sus LBR. La construccién de mutantes en 10 MCP
seleccionadas por su frecuencia de aparicién en bacterias
patégenas de plantas, y los ensayos de quimioatraccion y
entrada en plantas, nos han permitido determinar la impli-
cacion de al menos dos de estos quimioreceptores durante
el proceso de entrada. Los datos sugieren que estos candi-
datos podrian participar en la percepcion de xilosa y acido
jasmonico respectivamente (Rio-Alvarez et al., 2015).

En el caso de PsPto también estamos definiendo el perfil
de quimiotrayentes que pudieran ser percibidos durante el
proceso de entrada. En concreto estamos trabajando en la
actualidad con el comportamiento de esta cepa frente a
distintas moléculas de la familia de las oxilipinas generadas
en la herida.

Con el objetivo de conocer mejor el fendmeno de per-
cepcion de compuestos derivados de la planta través de
las proteinas MCPs, estamos iniciando el estudio del com-
portamiento de mutantes en quimioreceptores en ambas
bacterias modelo frente a extractos fraccionados de plantas
y frente a colecciones sintéticas de quimicos disefiados en
base a informacion sobre la composicion de extractos vege-
tales. El conocimiento de el fendmeno de percepcion, dada
su relevancia durante los estadios iniciales de la infeccion,
sera de gran utilidad en el disefio de estrategias de intefe-
rencia en el establecimiento de la enfermedad.

Una vez en el apoplasto, las bacterias fitopatdgenas
han de adaptarse entre a otros factores, a la presencia
de moléculas de defensa de la planta. Hemos llevado a a
cabo un estudio transcriptémico en Dd3937 con el fin de
comprender el proceso de adaptacion en este patogeno a
la presencia de péptidos antimicrobianos que son comunes
en plantas. Este estudio nos ha permitido concocer como
las bacterias reprograman la expresién génica con la fina-
lidad de sobreexpresar, por una parte genes involucrados
en respuesta a estrés general, asi como mecanismos de
respuesta especificos como es el caso de la remodelacion
de la composicion de la membrana o la expresion de trans-
portadores especificos (Rio-Alvarez et al., 2012).

HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS
PARA EL ESTUDIO DE LAS BACTERIAS
ASOCIADAS A PLANTAS

La rapida mejora y abaratamiento de las técnicas de
secuenciacion ha permitido que dispongamos hoy de una
gran cantidad de datos genémicos en los repositorios pabli-
cos; esto hace particularmente importante el analisis de
dichos datos y el desarrollo de nuevas herramientas bioin-
formaticas que lo faciliten. Recientemente hemos analiza-
do el genoma de la cepa UMAF0158, en colaboracién con
investigadores de la universidad de Malaga (Martinez-Garcia
et al., 2015a). Dicha cepa es responsable de la necrosis
apical del mango. Este analisis ha permitido identificar
algunos factores diferenciales que podrian explicar su inte-
raccion con un hospedador lefioso, tales como nuevos sis-
temas de secrecion, un repertorio especifico de efectores y
un operdn implicado en la produccién de celulosa (Arrebola
et al., 2015). En colaboracién con el mismo grupo hemos
comparado los genomas de dos importantes cepas Bacillus
amiloliquefaciens utilizadas en control biolégico (Magno-
Pérez-Bryan et al., 2015). Asi mismo, hemos secuenciado
y analizado el genoma de la cepa endéfita de olivo Pseu-
domonas fluorescens PICF7, en colaboracién con un grupo
del IAS de Cérdoba; dicha cepa es un efectivo agente de
biocontrol contra la verticilosis del olivo y su analisis reveld
genes potencialmente implicados en su interaccion con la
planta, tales como sistemas de secrecion de los tipos 3y 6,
sider6foros, enzimas detoxificadoras y compuestos volatiles
(Martinez-Garcia et al., 2015b).

En paralelo hemos desarrollado dos herramientas bioin-
formaticas para el analisis de genomas bacterianos en el
contexto de las interacciones planta-bacteria. T346Hunter
(Martinez-Garcia et al., 2015c) es una aplicacion web que
permite identificar genes implicados en la sintesis de los
componentes estructurales de los sistemas de secrecion
de tipo 3,4y 6, los cuales tienen una probada implicacién
en la interaccidn planta-bacteria. Una segunda aplicacion
web denominada PIFAR (Plant-bacteria Interaction Factors
Resource) consiste en un repositorio plblico de determi-
nantes genéticos bacterianos implicados en la interaccion
planta-bacteria. Este trabajo parte de una basqueda biblio-
grafica extensiva a partir de la cual se desarrollé una base
de datos de factores genéticos. El usuario puede identificar
en sus propios datos gendmicos la presencia de factores
similares (a través de un interfaz on-line). La herramienta
se ejecutd sobre 3042 genomas bacterianos y los resultados
también son accesibles a través de la interfaz (Martinez-
Garcia et al., en revision).

Por Gltimo, hemos abordado el problema de la clasifi-
cacion de genomas bacterianos en relacion a su interac-
cion con plantas. Para ello se combinaron las herramientas
anteriormente descritas (T346Hunter y PIFAR) y se empled
un clasificador de aprendizaje automatico (Random Forest)
para generar un modelo probabilistico basado en las ano-
taciones de ambas herramientas sobre una seleccion de
420 genomas bacterianos. La aplicacion de este clasificador
sobre 9500 genomas bacterianos ha revelado potenciales
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asociaciones con plantas de una serie de cepas bacteria-
nas comGnmente conocidas por producir enfermedades en
mamiferos (Martinez-Garcia et al., en revision).
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de Candida albicans. Si bien el resto de levaduras
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sorpresa de una de las células ante el fotografo...
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