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seudomonas syringae es una bacteria Gram-negativa,
patoégena de plantas, que se clasifica en patovares
segln su especificidad de hospedador. Este patégeno
es capaz de persistir sobre semillas secas y restos vegetales,
activandose durante el proceso de germinacion. Puede tam-
bién sobrevivir epifiticamente, en la superficie de las hojas,
o penetrar en ellas a través de aperturas naturales como
estomas o heridas, y crecer activamente en el apoplasto de
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la misma, causando en este caso enfermedad. P. syringae
se transmite por contacto directo entre plantas y a través
del agua de lluvia o riego. La infeccion por este patdgeno
determina perdidas econémicas importantes pudiendo afec-
tar gravemente tanto la produccién neta como la calidad del
producto obtenido. Las estrategias de prevencion habituales,
a menudo insuficientes, poco eficientes y/o contaminantes,
consisten en el uso de tratamientos quimicos con base de



cobre, el uso de material vegetal libre de patdgeno, la rota-
cion de cultivos, y en el cultivo de variedades tradicional-
mente mas resistentes. El desarrollo de nuevas estrategias de
control de las enfermedades causadas por este patégeno es
por tanto necesario y de gran interés econdmico, y requie-
re de un mayor conocimiento tanto de los mecanismos de
virulencia del patégeno como de los mecanismos de defen-
sa contra el mismo, que distintas especies vegetales hayan
podido desarrollar. Nuestro equipo lleva mas de 10 afios
dedicado al analisis de la interaccion entre P. syringae y la
planta, siguiendo diversas aproximaciones experimentales,
dirigidas por Carmen R. Beuzdn y/o Javier Ruiz-Albert, y
habiendo establecido numerosas colaboraciones dentro
y fuera del pais.

El éxito de P. syringae en la colonizacion y desarrollo
de la enfermedad en un determinado hospedador requiere
la evasidn y/o supresion de las defensas presentadas por
la planta infectada. P. syringae logra suprimir la respuesta
de defensa de su hospedador mediante un conjunto de
proteinas conocidas como efectores, que la bacteria intro-
duce en el citosol de la célula hospedadora a través de un
sistema de secrecion de tipo III (type III secretion system
0 T3SS). Los T3SS son sistemas complejos cuya estructura
basica estd muy conservada entre patdégenos de animales y
de plantas. La expresion de los genes que codifican compo-
nentes del T3SS, o sus efectores, se activa tras la entrada
de la bacteria en el apoplasto, y esta sujeta a una compleja
regulacion que combina reguladores negativos y positivos.
Nuestro laboratorio ha caracterizado dicha regulacién en
la estirpe de referencia, P. syringae pv. phaseolicola 1448a
(en adelante Pph 1448a), un relevante patégeno de judia
(Ortiz-Martin et al, 2006; Ortiz-Martin et al, 2010a; Ortiz-
Martin et al, 2010b). En la actualidad tenemos dos lineas
de trabajo abiertas en aspectos relacionados: una dedi-
cada al analisis de la regulacién del proceso de secrecion
y su jerarquia, y otra a la variabilidad de su expresion en
la planta mediante el uso de fusiones transcripcionales a
marcadores fluorescentes y métodos de analisis de células
individuales (microscopia confocal y citometria de flujo).

Las estirpes de P. syringae codifican entre 15 y 35
efectores, segln estirpe y patovar. Nuestro laboratorio ha
desarrollado herramientas moleculares con las que hemos
contribuido a completar el inventario de efectores de Pph
1448a (Macho et al, 2009; Zumaquero et al, 2010), y hemos
generado mutantes para la mayoria de ellos, tanto en Pph
1448a como en una segunda estirpe de referencia, P. syrin-
gae pv. tomato DC3000 (en adelante Pto DC3000), un rele-
vante patégeno de tomate. La estirpe Pto DC3000 es capaz
de causar enfermedad en la planta Arabidopsis thaliana, en
lo que constituye el modelo mas empleado para el estudio
de la interaccion planta-bacteria a nivel molecular. Nuestro
laboratorio ha adaptado para al analisis de P. syringae y
otras bacterias fitopatdgenas (Macho et al, 2007; Macho
et al, 2010a) los analisis de virulencia mediante indices de
competitividad empleados en patdgenos animales (Beu-
z6n y Holden, 2001), lo que nos ha permitido analizar
la contribucién a la virulencia de todos los mutantes en
efectores generados en Pph 1448a (Macho et al, 2012).

Trabajos recientes de diferentes laboratorios, destinados
a la caracterizacion funcional de efectores en diferentes
patovares de P. syringae, han mostrado que muchos de ellos
son capaces de suprimir defensas cuando son sobreexpresa-
dos en sistemas heterélogos o directamente en la planta.

Las plantas responden al ataque de P. syringae siguien-
do dos lineas de defensa, segln el tipo de moléculas del
patégeno que sean detectadas. La planta detecta inicial-
mente moléculas muy conservadas, denominadas genérica-
mente PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns),
cuyo ejemplo mas caracterizado es la flagelina. Este reco-
nocimiento esta mediado por receptores localizados en la
membrana plasmatica de la célula vegetal y denominados
genéricamente PRRs (Pattern-Recognition Receptors),
que disparan una respuesta de defensa conocida como
PTI (PAMP-Triggered Immnunity), habitualmente de baja
intensidad. Un microorganismo invasor también puede ser
reconocido a través de sus efectores. Este tipo de recono-
cimiento es indirecto, siendo su base la deteccion de las
modificaciones que el efector lleva a cabo sobre sus dianas
en la planta, y lo realizan receptores intracelulares del tipo
NB-LRR (Nucleotide-Binding, Leucine-Rich Repeat-contai-
ning proteins), conocidos como proteinas de resistencia
(proteinas R). Esto da lugar a una respuesta de elevada
intensidad denominada ETI (Effector-Triggered Immunity)
asociada habitualmente al disparo de un proceso de muerte
celular programada, conocida como respuesta de hipersen-
sibilidad (Hypersensitive Response o HR).

La activacion de la respuesta PTI es lenta, lo cual
resulta adecuado en una respuesta de inmunidad que no
discrimina entre bacterias patégenas y no patogenas, pero
su intensidad se va incrementando con el tiempo. Esta
lenta cinética inicial permite a los patdgenos adaptados
suprimirla mediante la translocacion de efectores en la
célula hospedadora al inicio de la infeccién, que previe-
nen la amplificacion de la sefial hasta niveles suficientes
para proteger a la planta frente al patégeno. En contraste
con las PAMPs, los efectores son moléculas caracteristicas
de patdgenos, cuyo reconocimiento provoca una respues-
ta de defensa rapida e intensa. La respuesta ETI es mas
eficaz frente a patégenos adaptados ya que por su mayor
rapidez e intensidad, es mas dificil de suprimir por el
patégeno (Katagiri and Tsuda, 2010). Este tipo de defen-
sa suele ademas estar asociado al disparo de inmunidad
sistémica (Systemic Acquired Resistance o SAR) (Cameron
et al, 1994), que protege a regiones distales de la planta
frente a nuevas infecciones. Pero los patdgenos también
parecen haber adquirido la capacidad de suprimir ETI a
través de efectores. Nuestro laboratorio ha descrito uno
de los ejemplos de dicha capacidad, el efector HopZ1a de
P. syringae pv. syringae, miembro de la familia de efec-
tores caracterizada por el efector de Yersinia pestis YopJ.
HopZla es capaz de suprimir la ETI disparada frente a
diferentes efectores, dependientes de diferentes proteinas
R, e inducidas a traves de todas las diferentes cascadas
de sefalizacion conocidas hasta la fecha, incluyendo a
las disparadas por el patégeno Pto DC3000 durante el
desarrollo de la enfermedad (Macho et al, 2010b; Macho
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Imagen de microscopia confocal de una hoja de judia 4
dias después de su inoculaciéon con una mezcla (1:1) de 5x10° cfu/
ml de Pseudomonas syringae patovar phaseolicola 1448a
expresando eYFP (amarillo) o eCFP (azul). En rojo se aprecia la
autofluorescencia de los cloroplastos de las células vegetales
cercanas a la microcolonia, donde se pueden observar en algunas
zonas bacterias individuales.

y Beuzdn, 2010). HopZ1a es también capaz de suprimir
la inmunidad sistemica conocida como SAR. Esto indica
un mecanismo de accién generalista e implica su accién
sobre un elemento comin a todas estas defensas, aln
por identificar, y en cuya identificacion trabajamos en la
actualidad.

Hasta la fecha, la caracterizacion de actividad supre-
sora de un determinado efector siempre ha sido ensaya-
da frente a la respuesta de defensa tipo ETI disparada
por efectores heterdlogos bien conocidos, pero que no
son expresados de manera natural por el patégeno que
expresa el supresor (Rosebrock et al, 2007; Ntoukakis
et al, 2009; Wilton et al, 2010). Un elevado ndmero
de efectores presentan actividad de supresion de ETI,
lo que sugiere que la supresion de este tipo de defen-
sas podria tener un papel determinante en el proceso
de adaptacion del patdgeno a su hospedador. En este
sentido, la supresion total o parcial del disparo de ETI

NUMERO

podria representar una estrategia alternativa de adap-
tacion al hospedador, frente a estrategias evolutivas
generalmente aceptadas como la perdida del efector que
es detectado por la planta, o su evolucidon por mutacién
(patoadaptacion). Otra de las lineas de investigacion de
nuestro laboratorio se centra en la caracterizacion del
impacto que la supresion cruzada de defensas tiene en
la adaptacion de un patégeno a su hospedador. Dentro
de esta linea, hemos generado bacterias marcadas con
diferentes fluoréforos que nos permiten el sequimiento
del proceso de colonizacién y proliferacion en poblacio-
nes simples y mixtas.
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