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RESUMEN.

Las bacterias del género Pseudomonas son bacilos gram-negativos mdviles, con metabolismo
aerobico, pertenecientes a la clase de las gammaproteobacterias. Este género, notable por su
diversidad genética, con mas de 330 especies identificadas, prospera en diversos ambientes tales
como suelo, agua y plantas, desempefiando funciones ecoldgicas fundamentales. La especie
Pseudomonas syringae es una bacteria de gran relevancia en la agricultura debido a su capacidad
para infectar una amplia gama de cultivos, lo que la convierte en uno de los patégenos mas
comunes en plantas. Se han identificado multiples patovares dentro de esta especie, cada uno con
una especificidad de hospedador distintiva. P. syringae muestra una estrategia de vida
hemibiotrdéfica, valiéndose de los nutrientes obtenidos de células vivas de la planta en una primera
etapa de la infeccion, para dar paso a una segunda etapa mas tardia donde se observa la muerte de
las células vegetales. Una vez que las células bacterianas alcanzan la superficie del hospedador,
utilizan heridas o aperturas naturales tales como los estomas para colonizar el apoplasto vegetal,
siendo éste el nicho donde prospera. Las plantas pueden reconocer directa o indirectamente la
presencia del patégeno, elicitando una variedad de mecanismos de defensa para frenar su
proliferacion y evitar el desarrollo de la enfermedad. Entre estos mecanismos, se encuentra la
generacion de especies reactivas del oxigeno, lo que impone una situacion de estrés oxidativo al
microorganismo invasor. Asi, para que la infeccién tenga éxito, los patégenos deben modular
distintos mecanismos de virulencia a los fines de adaptarse o contrarrestar las modificaciones del
entorno generadas por la planta. En este sentido, P. syringae hace uso de efectores que suprimen
la respuesta inmune de la planta, produce exopolisacaridos y enzimas detoxificantes, lo que

contribuye a su capacidad de persistencia y virulencia.

Las poliaminas son compuestos biologicos esenciales que presentan grupos aminos cargados
positivamente a pH fisioldgico, fundamentales en la unién a polianiones como acidos nucleicos,
proteinas y fosfolipidos de membranas. Entre las poliaminas mas abundantes en bacterias, se
encuentran la diamina putrescina (PUT) y la triamina espermidina (ESPD). Es crucial que los niveles
de estas moléculas estén regulados de forma precisa ya que, su exceso como su déficit, son
perjudiciales para las células. Esto se logra controlando sus rutas metabdlicas que incluyen la
biosintesis, degradacion y transporte. Las poliaminas desempefian funciones claves en multiples
aspectos de la biologia bacteriana. En primer lugar, facilitan la condensacion y estabilizacion del
ADN, promueven la unién de proteinas al ARNm, regulan la permeabilidad de la membrana externa

y, en el caso de bacterias patégenas, participan en la activacién de mecanismos de virulenciay en



la supervivencia en el interior de los tejidos del hospedador. En particular, se ha demostrado que

son importantes en la tolerancia al estrés oxidativo.

Debido a que existen pocos trabajos que estudien el metabolismo de poliaminas en bacterias
patégenas de plantas, este trabajo de tesis tubo como finalidad corroborar la hipétesis de que “EL
metabolismo de poliaminas es modulado en bacterias fitopatégenas durante su crecimiento en los
tejidos vegetales, un proceso que juega un papel crucial en el desarrollo de la patogénesis”. El
objetivo general fue evaluar de manera integral el papel de las poliaminas en bacterias patégenas
de plantas, utilizando como modelo de estudio la cepa DC3000 del patovar tomato de
Pseudomonas syringae (Pto). En relacion con el objetivo general, los objetivos especificos fueron:
1-Explorar, mediante un meta-analisis de datos transcriptomicos publicos, los perfiles de expresion
de los genes del metabolismo de poliaminas en distintas bacterias durante la colonizacion de
tejidos vegetales y en respuesta al estrés oxidativo, con énfasis en P. syringae, 2-Investigar el papel
que cumple la biosintesis de poliaminas en la tolerancia al estrés oxidativo de la bacteria e
identificar los mecanismos subyacentes, y 3-Evaluar la importancia de las poliaminas en la
activacion de mecanismos de virulencia bacteriano y en la habilidad para infectar Arabidopsis

thaliana.

En primer lugar, identificamos el conjunto de genes que participan del metabolismo de poliaminas
en distintas bacterias pertenecientes al género Pseudomonas, y utilizamos las bases de datos de
estudios transcriptémicos para obtener una primera aproximacion del patrén de expresion de estos
genes durante la invasion de plantas hospedantes y en respuesta al estrés oxidativo. Nuestros
analisis destacan una supresion relativa de los genes que participan en la sintesis de poliaminas en
medios de cultivos inductores de la virulencia. De forma contraria, se encontré una leve induccién
de los genes de esta ruta en los primeros estadios de la infeccion de plantas. Este hallazgo sugiere
mecanismos de regulacion diferencial que podrian estar relacionados con la adaptacion de la
bacteria al entorno del hospedadory a la respuesta inmune vegetal. Ademas, se revelaron patrones
mas complejos en la expresion de genes del catabolismo y transporte de poliaminas durante este
proceso, aunque los genes que participan en la incorporaciéon de poliaminas parecen estar
inducidos en etapas mas tardias, donde los de sintesis se ven reprimidos. Por su parte, en estos
andlisis se encontré una regulacion negativa de los genes biosintéticos en condiciones de estrés
oxidativo, lo que desafia la idea convencional de que estas aminas funcionan como agentes

protectores antioxidantes. En conjunto, estos hallazgos subrayan la importancia de estudiar la



modulacién de la sintesis de poliaminas en Pseudomonas syringae, para comprender mejor la

participacion en la tolerancia al estrés y en la virulencia.

Inicialmente, se observo que Pto muestra una significativa resistencia al H,O,, donde se retrasa el
inicio de la fase de crecimiento exponencial bacteriano sin afectar la tasa de crecimiento posterior.
Esta resistencia esta asociada con la capacidad de la bacteria para desplegar mecanismos de
tolerancia frente a este agente estresor. Se encontré ademas que Pto produce, en respuesta al
estrés oxidativo, un incremento en la PUT extracelular, lo que estaria explicado por una posible
induccion de la sintesis o secrecion bajo estas condiciones de estrés. Para evaluar en mayor
profundidad la funcionalidad de las poliaminas en estas condiciones, se construyeron cepas
mutantes con deleciones en genes que participan de la sintesis de PUT (AspeA, AspeC,
AspeAAspeC) y ESPD (AspeE). Demostramos asi que, la perturbacion en la sintesis de ESPD (cepa
AspeE) resulta en una mayor tolerancia al estrés oxidativo, lo que esta relacionado a una mayor
estabilidad de la membrana externa y a cambios en la regulacion de las catalasas como KatB y
KatG, siendo estas las principales enzimas encargadas de la descomposicion del H,O,. Estos
hallazgos destacan un papel crucial de las poliaminas en la respuesta de Pto al estrés oxidativo,
mostrando cémo la regulacion fina de estas moléculas puede influir en la capacidad de la bacteria
para sobrevivir y persistir en entornos hostiles, como podria ser el interior de las plantas durante la
infecciones. Por lo tanto, a continuacién, exploramos el rol de las poliaminas en la activacion de

mecanismos de virulencia y en la patogenicidad en su hospedante A. thaliana.

Nuestras investigaciones demostraron que la deficiencia en la sintesis de PUT afecta
negativamente la formacion de biofilms, mientras que la ausencia de ESPD promueve su desarrollo,
sugiriendo que estas moléculas presentan efectos contrastantes en la regulacion de estas
estructuras. Ademas, demostramos que las poliaminas participan en la adquisicién de hierro
mediante la sintesis de sideréforos como la pioverdina, la movilidad bacteriana y la capacidad de
inhibir el cierre estomatico. En el contexto vegetal, las poliaminas demostraron ser necesarias para
activar correctamente el sistema de secrecion tipo lll (T3SS), esencial para la translocacién de
efectores bacterianos que suprimen las defensas de la planta. Finalmente, demostramos que la
sintesis de PUT resulta esencial para la persistencia del patégeno en la superficie vegetal y en su
multiplicacién en el apoplasto. Mientras tanto, la ESPD seria necesaria para el ingreso a la planta,
aunque dispensable en los tejidos internos de la planta, ya que la bacteria puede nutrirse a partir de

la ESPD de origen vegetal.



En conclusion, nuestro estudio revela un papel multifacético de las poliaminas en la virulencia
bacteriana, destacando su capacidad para modular diversos mecanismos adaptativos vy
patogénicos que facilitan la colonizacidn y supervivencia en el ambiente vegetal. Estos hallazgos no
solo amplian nuestro entendimiento de la biologia de la interaccion planta-patégeno, sino que
también sugieren nuevas estrategias para el control de enfermedades vegetales mediante la

manipulacién de las vias de sintesis de poliaminas en bacterias fitopatégenas.

Palabras claves: Pseudomonas syringae, Poliaminas, Estrés oxidativo, Virulencia



ABSTRACT.

Bacteria of the genus Pseudomonas are motile gram-negative bacilli with aerobic metabolism,
belonging to the class gammaproteobacteria. This genus, notable for its genetic diversity with more
than 330 identified species, thrives in various environments such as soil, water, and plants,
performing fundamental ecological functions. The species Pseudomonas syringae is highly
significant in agriculture due to its ability to infect a wide range of crops, making it one of the most
common plant pathogens. Multiple pathovars have been identified within this species, each with a
distinctive host specificity. P. syringae exhibits a hemibiotrophic lifestyle strategy, utilizing nutrients
from living plant cells in the initial stage of infection, leading to a later stage where plant cell death
is observed. Once bacterial cells reach the host surface, they use wounds or natural openings such
as stomata to colonize the plant apoplast, which is the niche where they thrive. Plants can directly
or indirectly recognize the presence of the pathogen, eliciting a variety of defense mechanisms to
inhibit its proliferation and prevent disease development. Among these mechanisms is the
generation of reactive oxygen species, imposing oxidative stress on the invading microorganism.
Thus, for the infection to succeed, pathogens must modulate various virulence mechanisms to
adapt to or counteract the environmental changes induced by the plant. In this context, P. syringae
employs effectors that suppress the plant's immune response, produces exopolysaccharides, and

detoxifying enzymes, contributing to its persistence and virulence.

Polyamines are essential biological compounds with positively charged amino groups at
physiological pH, crucial for binding to polyanions such as nucleic acids, proteins, and membrane
phospholipids. Among the most abundant polyamines in bacteria are the diamine putrescine (PUT)
and the triamine spermidine (SPD). It is crucial that the levels of these molecules are precisely
regulated since both their excess and deficiency are detrimental to cells. This is achieved by
controlling their metabolic pathways, including biosynthesis, degradation, and transport.
Polyamines play key roles in multiple aspects of bacterial biology. Firstly, they facilitate DNA
condensation and stabilization, promote protein binding to mRNA, regulate outer membrane
permeability, and in pathogenic bacteria, participate in activating virulence mechanisms and
survival within host tissues. Specifically, they have been shown to be important in tolerance to

oxidative stress.

Due to the scarcity of studies on polyamine metabolism in plant pathogenic bacteria, this thesis
aimed to corroborate the hypothesis that "Polyamine metabolism is modulated in phytopathogenic

bacteria during their growth in plant tissues, a process playing a crucial role in pathogenesis



development." The general objective was to comprehensively evaluate the role of polyamines in
plant pathogenic bacteria, using the Pseudomonas syringae pv. tomato strain DC3000 (Pto) as a
study model. Regarding the general objective, the specific objectives were: 1- To explore, through a
meta-analysis of public transcriptomic data, the expression profiles of polyamine metabolism
genes in different bacteria during plant tissue colonization and in response to oxidative stress, with
an emphasis on P. syringae, 2- To investigate the role of polyamine biosynthesis in bacterial
oxidative stress tolerance and identify underlying mechanisms, and 3- To assess the importance of
polyamines in activating bacterial virulence mechanisms and the ability to infect Arabidopsis

thaliana.

Firstly, we identified the set of genes involved in polyamine metabolism in different Pseudomonas
species and used transcriptomic study databases to obtain an initial approximation of the
expression patterns of these genes during plant host invasion and in response to oxidative stress.
Our analyses highlight a relative suppression of genes involved in polyamine synthesis in virulence-
inducing culture media. Conversely, a slight induction of genes in this pathway was found in the early
stages of plant infection. This finding suggests differential regulatory mechanisms that might be
related to bacterial adaptation to the host environment and plant immune response. Additionally,
more complex patterns in the expression of catabolism and polyamine transport genes were
revealed during this process, although the genes involved in polyamine uptake seem to be induced
in later stages, where synthesis genes are repressed. Furthermore, these analyses found negative
regulation of biosynthetic genes under oxidative stress conditions, challenging the conventional
idea that these amines function as protective antioxidants. Together, these findings underscore the
importance of studying polyamine synthesis modulation in Pseudomonas syringae to better

understand their role in stress tolerance and virulence.

Initially, it was observed that Pto shows significant resistance to H,O,, where the onset of bacterial
exponential growth phase is delayed without affecting the subsequent growth rate. This resistance
is associated with the bacteria's ability to deploy tolerance mechanisms against this stressor.
Additionally, Pto produces an increase in extracellular PUT in response to oxidative stress, possibly
explained by an induced synthesis or secretion under these stress conditions. To further evaluate
polyamine functionality under these conditions, mutant strains with deletions in genes involved in
PUT (AspeA, AspeC, AspeAAspeC) and SPD (AspeE) synthesis were constructed. We
demonstrated that disruption of SPD synthesis results in greater oxidative stress tolerance, related

to increased outer membrane stability and regulation changes in catalases like KatB and KatG, the



main enzymes responsible for H,O, decomposition. These findings highlight a crucial role for
polyamines in Pto's oxidative stress response, showing how fine regulation of these molecules can
influence bacterial survival and persistence in hostile environments, such as within plants during
infections. Therefore, we subsequently explored the role of polyamines in activating virulence

mechanisms and pathogenicity in its host A. thaliana.

Our investigations demonstrated that PUT synthesis deficiency negatively affects biofilm formation,
whereas SPD absence promotes its development, suggesting these molecules have contrasting
effects in regulating these structures. Additionally, we showed that polyamines participate in iron
acquisition through siderophore synthesis like pyoverdine, bacterial motility, and the ability to inhibit
stomatal closure. In the plant context, polyamines proved necessary for properly activating the type
Ill secretion system (T3SS), essential for translocating bacterial effectors that suppress plant
defenses. Finally, we demonstrated that PUT synthesis is essential for pathogen persistence on the
plant surface and multiplication in the apoplast. Meanwhile, SPD is necessary for plant entry,

though dispensable in the plant's internal tissues, as the bacteria can utilize plant-derived SPD.

Keywords: Pseudomonas syringae, Polyamines, Oxidative stress, Virulence.
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ABREVIATURAS Y NOMENCLATURA
I.  Abreviaturas (por orden alfabético)

ABC: ATP binding cassette.

ADN: acido desoxirribonucleico.

cADN: acido desoxirribonucleico copia

AlJ: &cido jasmonico.

ARN: &cido ribonucleico.

AS: acido salicilico

ASB: albumina de suero bovino.

Avr: efector determinante de avirulencia.

CAD: cadaverina.

DAB: 3,3-diaminobenzidina.

DAP: diaminopropano.

DTT: dicloro difenil tricloroetano.

dNTPs: desoxirribonucleétidos.

dpi: dias post inoculacion.

EPS: exopolisacaridos.

EROS: especies reactivas de oxigeno.

ESPD: espermidina.

ESPM: espermina.

ETI: effector-triggered immunity.

FA: fluido apoplastico.

GSH: glutation reducido.

GSGG: glutatién oxidado.

GO: gene ontology.

hpi: horas postinoculacion.

HPLC: High-Performance Liquid Chromatography, en espafiol Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia

HR: hypersensitive response, en espafnol Respuesta Hipersensible.
MMLV: transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina de Moloney
NESPD: norespermidina.

NESPM: norespermina.

NTB: nitroazul de tetrazolio
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p/v: peso en volumen.

PAMP: pathogen-associated molecular pattern.
PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo.

Pa: Pseudomonas aeruginosa

Pau: polyamine utilization

Pp: Pseudomonas putida.

Psa: Pseudomonas syringae pv. actinidiae.

Pss: Pseudomonas syringae pv. syringae.

PTI: PAMP-triggered immunity.

Pto: Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000.
PUT: putrescina.

pv: patovar.

PVD: pioverdina.

SAMdc: S-adenosil metionina descarboxilada.
SD: Shine-Dalgarno.

SDS: dodecilsulfato de sodio.

spu: spermidine and putrescine utilization.
T3SS: sistema de secrecion tipo lll.

Tat: sistema de translocacion de argininas gemelas.
UFC: unidades formadoras de colonias.

v/v: volumen en volumen.

Il. Nomenclatura

Alo largo de este manuscrito se ha adoptado la siguiente convencion al referirnos a proteinas, genes

y cepas mutantes:

-Proteinas: se escriben utilizando la letra inicial en mayuscula, sin utilizar cursivas. Ej.: SpeA.
-Genes: se escriben utilizando la letra inicial en mindscula y la totalidad en cursiva. Ej.: speA.
-Lineas mutantes y sus versiones complementadas: se escriben mencionando el nombre del gen
mutado precedido por la letra griega delta (A). Ej.: AspeA. Por otro lado, las lineas mutantes
complementadas se denominan utilizando el nombre de la mutante y, entre paréntesis, el nombre

del gen complementario. Ej: AspeA (speA).
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1. CAPITULO I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

1.1 Pseudomonas syringae.

1.1.1 Generalidades sobre el género de bacterias Pseudomonas.

Las bacterias del género Pseudomonas son bacilos gram-negativos moviles, de metabolismo
aerobico, pertenecientes a la clase de las gammaproteobacterias. Este género, caracterizado por
una amplia diversidad genética, es uno de los mas grandes en términos de nimero de especies con
mas de 330 reportadas. Las Pseudomonas pueden colonizar y prosperar en una amplia variedad de
nichos ecoldgicos, incluyendo suelo, agua y plantas (Hesse et al., 2018). Debido a esta habilidad,
se consideran componentes fundamentales de las comunidades bacterianas y, por lo tanto,
desempenan funciones ecoldgicas esenciales en el medio ambiente. Ademas, las especies del
género Pseudomonas son conocidas por su capacidad para sintetizar un gran repertorio de
metabolitos secundarios bioactivos, como sideréforos y toxinas, que en gran parte explican su estilo

de viday su capacidad de adaptacion a diversos ambientes (Peix et al., 2009; Silby et al., 2011).

Debido a la plasticidad ecoldgica y genética caracteristica de estas especies, algunas de ellas se
utilizan como agentes de biorremediacidn, bioestimulacion y biocontrol (Wasi et al., 2013; Weller,
2007). Por otro lado, ciertas especies del mismo género son patégenas, afectando a una variedad
de organismos incluyendo humanos, peces, insectos, animales y plantas (Girard et al., 2021; Ozen
& Ussery, 2012). Ejemplos notables de estas especies son P. aeruginosa, un patégeno oportunista
conocido por causar infecciones en humanos, especialmente en aquellos con sistemas
inmunologicos comprometidos, y P. syringae, bacteria fitopatégena que sera descripta con mayor
detalle en la seccidn siguiente. Ademas de su importancia ecolégica y desde el punto de vista de la
sanidad, las Pseudomonas también son objeto de interés en la investigacion biotecnoldgica. Su
capacidad para degradar compuestos organicos complejos las hace valiosas en la biotecnologia
ambiental, mientras que su produccion de metabolitos bioactivos es de interés para la industria

farmacéuticay agricola.

1.1.2 Importancia de la especie P. syringae.

P. syringae es una bacteria de gran importancia debido a su impacto en la agricultura como patégeno

de plantas, su relevancia en estudios ecoldgicos y su utilidad como modelo en investigaciones
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cientificas (Morris et al., 2008). Un andlisis de secuencias multiloci ha identificado 5 grupos
filogenéticos distintos. El grupo 1 esta principalmente compuesto por patégenos de tomate y
brasicaceas, mientras que el grupo 2 es el mas diverso en término de hospedadores, incluyendo
patégenos de arveja, poroto, maiz y trigo, junto con un grupo de cepas no patogénicas. El grupo 3
contiene la mayoria de los patégenos de poroto, tabaco y pepino; el grupo 4 estd formado
principalmente por patégenos de monocotileddneas;y el grupo 5 incluye patdégenos de brasicaceas
(O’Brien et al., 2011). Como puede observarse, P. syringae tiene la capacidad de infectar a casi
todas las especies de cultivos con importancia econdmica, lo que la convierte en uno de los
patégenos mas comunes de plantas (Xin et al., 2018). Cada cepa de P. syringae puede exhibir un
alto grado de especificidad de huésped, siendo capaz de infectar s6lo a un niumero limitado de
especies de plantas o incluso a unos pocos cultivares de una misma especie vegetal. Esta
especificidad es la base para agrupar las cepas de P. syringae en patovares (pv.), que actualmente

cuenta con mas de 60 patovares descriptos (Baltrus et al., 2017).

P. syringae puede describirse como un patégeno hemibiotréfico que infecta principalmente las
porciones aéreas de las plantas, como hojas y frutos (Yang et al.,, 2023). Los patdégenos
hemibiotréficos son aquellos que infectan a su hospedador utilizando una estrategia de vida dual,
combinando fases biotrofica y necrotréfica durante su ciclo de infeccidn. En la fase biotrdfica, el
patdgeno obtiene nutrientes del hospedador sin causar una muerte inmediata, estableciendo una
relacion intima con las células vivas del mismo. Esta etapa inicial le permite proliferar mientras
evade las defensas del hospedador. Posteriormente, el patégeno transita a una fase necrotrofica,
en la cual se observa lamuerte de las células de la planta. La infeccidn por P. syringae suele limitarse
a un area muy especifica alrededor del punto de entrada de la bacteria en los tejidos internos de la

planta, y, debido a que rara vez se propaga, se la define como una enfermedad local.

El primer genoma de esta especie en ser secuenciado fue el de P. syringae pv. tomato DC3000 (Pto),
una cepa patdgena de tomate y Arabidopsis thaliana (Buell et al., 2003). Posteriormente, se
completaron los genomas de los patégenos del poroto P. syringae pv. syringae B728ay P. syringae
pv. phaseolicola 1448A. Estas cepas han sido de particular importancia en los estudios de
interaccion planta-microorganismo, proporcionando valiosa informacién sobre los mecanismos de

patogénesis y la respuesta de las plantas a las infecciones (Xin et al., 2018).
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1.1.3 P. syringae pv. tomato DC3000, cepa modelo para estudios de fitopatologia

bacteriana.

El patovar tomato de P. syringae causa la denominada peca bacteriana en plantas de tomate
(Solanum lycopersicum). Los sintomas de esta enfermedad se observan como pequefios puntos
negros de varios tamanos y formas, localizados en las hojas, frutos y tallos. En las hojas, las lesiones
se concentran principalmente en los margenes, y el tejido adyacente a las mismas se torna de color
amarillo. Las lesiones de los frutos son superficiales, y raramente penetran mas que unas pocas
capas de células. La infeccion por este patégeno se ve favorecida por bajas temperaturas (< 21° C)

y una alta humedad relativa.

P. syringae pv. tomato DC3000 (Pto) es una cepa resistente a rifampicina, derivada de la cepa DC52
(Cuppels, 1986). Afios después se comprobd que esta cepa, ademas de causar la enfermedad en
plantas de tomate, tiene la capacidad de infectar A. thaliana (Whalen et al., 1991). Desde ese
momento, Pto se convirtio en la cepa de referencia en estudios sobre los aspectos moleculares de
la patogénesis bacteriana. ElL genoma de Pto esta compuesto por un cromosoma circular de
6.397.126 pb y dos plasmidos de 73.661 pby 67.473 pb. Se estima que el 5 % del genoma esté
conformado por genes implicados en la virulencia de esta cepa, destacando su gran potencial
genomico (Buell et al., 2003). Un analisis funcional del genoma de Pto evidencio la presencia de 31
genes codificantes para proteinas efectoras secretadas por el T3SS (los cuales conforman el operén
conocido como hrp/hrc), necesarios para la sintesis de la toxina coronatina, y para la biosintesis de
alginato y levan. Los genes que codifican enzimas que degradan la pared celular estan presentes en
esta cepa e incluyen una pectina liasa, una poligalacturonasa y tres enzimas que se predice que

tienen actividad celulolitica.

1.1.4 Aspectos moleculares de la virulencia de P. syringae.

La sintomatologia de las enfermedades provocadas por los distintos patovares de esta bacteria es
muy diversa, y en un principio, esto se atribuy6 a diferencias en los mecanismos moleculares
subyacentes. Sin embargo, estudios realizados en las ultimas décadas han demostrado que las
bases moleculares de estas enfermedades se encuentran notablemente conservadas (Xin et al.,

2018).

19



Figura 1.1. Etapas mas relevante durante el ciclo de infeccion de P. syringae. (A) Células de P. syringae
alcanzando la superficie de las hojas de un plantas sanas. (B) Bacterias en la superficie de la hoja se agregan
de algunas estructuras de la epidermis, se ilustran tricomas como ejemplo. (C) Las células bacterianas
penetran al espacio apoplastico por aberturas naturales, se ilustran estomas abiertos. (D) Seccién
transversal de una hoja, muestra la proliferaciéon bacteriana dentro del espacio apoplastico. (E) En etapas
tardias de infeccion, aparecen sintomas clasicos de la enfermedad como necrosis y clorosis en los 6rganos
vegetales infectados. Ilustracion adaptada de Xin & He (2013).

P. syringae puede diseminarse a través de semillas, agua, insectos vectores y restos de plantas
infectadas (Morris et al., 2008). Durante la interaccién con la planta hospedante desarrolla dos
estilos de vida que estan espacial y temporalmente conectados. Asi, cuando las bacterias alcanzan
la superficie de las partes aéreas de los tejidos vegetales, como hojas, tallos, flores y frutos
(conocidos colectivamente como fildsfera), comienza su etapa epifitica (Figura 1.1 A). Puede

subsistir en este microambiente aprovechando diversos recursos, principalmente los exudados

liberados por las hojas, que contienen azicares, aminodcidos y otros compuestos organicos. A su
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vez, acciona diferentes mecanismos de adaptacion para superar las condiciones ambientales tales
como la desecacion, las fluctuaciones de temperatura y la radiacion UV. En efecto, la humedad,
proveniente de la lluvia, el rocio o la condensacion, es fundamental para su supervivencia. Es
posible encontrar comportamientos contrastantes en esta etapa, dependiendo de la capacidad de
cada cepa en persistir sobre la superficie de la hoja (Figura 1.1 B). Por ejemplo, mientras que P.
syringae pv. syringae tiene una gran adaptacion a la fase epifitica, P. syringae pv. tomato disminuye
drasticamente su poblacion en la superficie de las hojas luego de 48 h (Xin & He, 2013). Se han
reportado ciertas caracteristicas de P. syringae pv. syringae que estarian asociadas a un buen
desempefio como microrganismo epifitico, como lo es la tolerancia a la luz UV y a la desecacion

(Krishna et al., 2022; Lindow et al., 1982).

Las heridas que se producen en la superficie vegetal, junto a aberturas naturales como los estomas,
constituyen las principales vias de entrada de P. syringae al interior de los tejidos de la planta (Figura
1.1 C)(J. Huang, 1986). La importancia de los estomas desde el punto de vista de la patogénesis
estd documentada, y se ha demostrado que la planta es capaz de modular la apertura de los
mismos ante el reconocimiento del patégeno con la finalidad de limitar su entrada. Algunas cepas
de P. syringae tienen la capacidad de sintetizar y secretar coronatina, una toxina quimicamente
similar al grupo de hormonas vegetales conocidas como jasmonatos que participan de la
modulacién de la apertura estomatica (Nomura et al., 2005). Asi, la coronatina se une al receptor
de jasmonatos y activa las vias de sefalizacién a través de las cuales se induce la apertura de los

estomas, de manera tal que facilita la colonizacion de la bacteria en la planta.

Unavez que la bacteria logra ingresar a los tejidos internos de la planta se desarrolla la segunda fase
conocida como endofitica (Xin & He, 2013). En esta etapa, P. syringae coloniza el espacio
apoplastico, el cual esta conformado por todo el espacio externo de la membrana plasmatica
vegetal incluyendo la pared celular, y constituye el nicho principal de este patégeno (Figura 1.1 D).
En este lugar se establece un contacto intimo entre la bacteria y la célula vegetal, dando origen a un
dialogo molecular altamente dinamico entre componentes de las respuestas de defensa de la
plantay de la activacion de diferentes mecanismos de virulencia de la bacteria. En este contexto, P.
syringae pone en juego distintas estrategias con la intencién de suprimir o evitar la inmunidad
vegetal e inducir la movilizacién de nutrientes hacia el apoplasto. Estas estrategias consisten en un
aumento de la movilidad celular, la secrecion de distintas proteinas efectoras y toxinas, la

produccion de exopolisacaridos, y la expresion de proteinas detoxificantes.
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La motilidad de la bacteria es un factor esencial, no sélo en la etapa endofitica, sino que también
cumple un papel de gran importancia en el crecimiento epifitico (Ichinose et al., 2013). Proporciona
una gran ventaja a las células bacterianas para adquirir mas y mejores nutrientes, evitar sustancias
toxicas y entornos desfavorables, y ademas, es sumamente importante para el desplazamiento
desde la superficie hacia el apoplasto de las hojas. Existen diferentes tipos de motilidad bacteriana
y su concrecion esta altamente regulada por las condiciones ambientales (Palma et al., 2022). Los
dos mecanismos de movilidad celular mas caracterizados en bacterias son los dependientes de
flagelo (movilidad en medio liquido, swimming, o sobre superficie sélida, swarmming) y

dependientes de los pili de tipo IV (twiching).

Por su parte, el transporte de proteinas hacia el medio extracelular se realiza a través de distintos
sistemas de secrecion especializados. En Pto se han identificado 6 sistemas de secrecion, pero
sélo 3 de ellos son relevantes para la patogénesis: el sistema de translocacion de argininas gemelas
(Tat) y lo sistemas de secrecion tipo Il y Il (Deng et al., 2017; Guttman & Greenberg, 2001). EL
sistema Tat de Pto, altamente conservado en las bacterias gram-negativas, tiene la capacidad de
secretar al menos 60 proteinas plegadas al espacio periplasmatico (Caldelari et al., 2006). Por su
parte, el sistema de secrecion de tipo Il estaria encargado de secretar dos enzimas fosfolipasas Cy
enzimas que participan de la degradacion de la pared celular. Por ultimo, el sistema de secrecién
tipo Il (T3SS) es el mas estudiado y es el que tendria el mayor peso sobre la virulencia de Pto. De
forma general, el T3SS establece un conducto entre el citosol de la bacteria y el de la célula
huésped, lo que permite translocar directa de proteinas efectoras (Collmer et al., 2000; Deng et al.,
2017). La funcidn principal de las proteinas efectoras que son transportadas a través del T3SS es
bloquear los mecanismos de inmunidad vegetal, por lo que constituyen un factor de virulencia
determinante en la progresion de la enfermedad. Otra de las funciones reportadas para algunos
efectores es la de establecer un ambiente acuoso en el apoplasto (water soaking) y de esta forma,
aumentar la accesibilidad a nutrientes (Xin et al., 2018). Sin embargo, algunos de estos efectores
son reconocidos por proteinas especificas de plantas resistentes, lo que conduce a la induccion
rapida y localizada de respuestas de defensa. Esto convierte a los efectores en piezas clave,
funcionando como dobles agentes tanto en la patogénesis bacteriana como en la defensa de la

planta (Alfano & Collmer, 2004).

Las toxinas, como la coronatina descripta anteriormente, son secretadas por P. syringae en los
tejidos vegetales y funcionan como factores de virulencia adicionales, contribuyendo al desarrollo

de la enfermedad. Los niveles de produccion de toxinas y de dafio estan correlacionados, y las
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cepas no toxigénicas presentan una reduccion marcada de la virulencia. Las toxinas mas
estudiadas en P. syringae han sido la coronatina, la siringomicina, la tabtoxina y la faseolotoxina

(Bender et al., 1999).

Otro factor esencial en la patogénesis es la produccion de exopolisacaridos (EPS), particularmente
el levano y alginato en el caso de Pto. Este material viscoso forma parte de las biopeliculas
(biofilms), otorgando una mayor tolerancia al estrés oxidativo, a la accién de moléculas
antimicrobianasy a la desecacion (Kuchma & O Toole, 2000; Schenk et al., 2008; J. Yu et al., 1999).
Ademas de esto, participan en la perturbacion de las respuestas de defensa inducidas por las
plantas mediante la quelacion del calcio (Aslam et al., 2008). De esta manera, los EPS contribuyen

a la supervivencia de la bacteria tanto durante su fase epifitica como endofitica.

Finalmente, en etapas avanzadas de la infeccion, caracterizada por una elevada poblacién
bacteriana y escasez de recursos nutricionales, comienza la etapa necrotrofica donde se observa
la muerte celular del tejido infectado (Figura 1.1 C). Sin embargo, debe tenerse en cuenta que el
hospedador cuenta con diferentes mecanismos de defensa, cuya funcién sera detener o retrasar el
ciclo infeccioso de P. syringae. Como sera descripto en el apartado siguiente, una de las respuestas
tipicas observadas luego del reconocimiento del patégeno es un estallido oxidativo, que consiste
en la generacién rapida de especies reactivas de oxigeno (EROS) (Yoshioka et al., 2008). En
respuesta a esto, se ha descripto que P. syringae es capaz de inducir la expresion de enzimas
detoxificantes del tipo catalasa y peroxidasa, asi como también, la produccién de moléculas

antioxidantes de bajo peso molecular (Guo et al., 2012).

1.1.5 Respuestas de defensa de las plantas ante patégenos bacterianos.

Las plantas poseen diferentes mecanismos de defensa que han sido ampliamente estudiados
utilizando aproximaciones genéticas, gendmicas, y bioquimicas (Glazebrook, 2005). Dichos
mecanismos incluyen a las denominadas defensas preformadas, asi como defensas inducidas por
la presencia de microorganismos potencialmente patdégenos. Las respuestas inducidas, ademas,
pueden actuar de forma local, o bien conducir a la inmunidad sistémica donde se activan
mecanismos que protegen otros tejidos y érganos del hospedador ante futuros ataques efectuados

por el mismo u otros patégenos (Hammond-Kosack & Parker, 2003).
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La activacién de las respuestas de defensa en la planta es una consecuencia de la percepcion de
moléculas difusibles derivadas del patégeno o bien de moléculas originadas a partir del dafio de las
estructuras celulares de la planta. ELmodo mas simple de percepcion del patdégeno por parte de las
células de la planta es la interaccion directa entre el efector y un receptor vegetal especifico. Los
efectores patogénicos pueden dividirse en dos grandes grupos, especificos y no especificos. Los
no especificos, también denominados patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs, del
inglés pathogen-associated molecular patterns), se encuentran conservados en distintos
microorganismos debido a que cumplen roles esenciales en los mismos. Asi, por ejemplo, los
lipopolisacaridos y la flagelina son reconocidos por las plantas desencadenando la inmunidad
activada por PAMPs (PTI, del inglés PAMPs-triggered immunity) (Jones & Dangl, 2006). Por otra
parte, los efectores determinantes de avirulencia (Avr) son compuestos especificos de cada
patégeno, entre los cuales se suele incluir a ciertas toxinas y proteinas necesarias para la
patogénesis. No obstante, el reconocimiento de estas moléculas por parte de receptores de la
planta codificados por los genes de resistencia (genes R presentes so6lo en ciertos genotipos)
conlleva a lainmunidad desencadenada por efectores (ETI, del inglés effector-triggered immunity).
Los patdgenos han evolucionado a lo largo del tiempo para adaptarse y evadir el reconocimiento
por parte de la planta. Asi, es que se da un proceso de co-evolucién permanente en el que la
seleccidn natural favorece tanto la aparicién de nuevas variantes de genes avr en lo patégenos,

como de genes R en las plantas.

En conjunto, la activacién de los sistemas de defensa descriptos conduce a una gran cantidad de
cambios fisioldgicos en las células vegételes. Estos cambios incluyen la produccién de EROS y
oxido nitrico (NO), expresion de genes de defensa, cierre de estomas, modificaciones de la pared
celular, deposicion de calosa y produccion de compuestos antimicrobianos tales como
fitoalexinas, con la finalidad de restringir elingreso del patégeno y detener su proliferacion. Ademas,
un fendmeno caracteristico del reconocimiento del patégeno mediante proteinas R es la induccion
de la respuesta hipersensible (HR, delinglés hypersensitive response). Esta se manifiesta como un
conjunto de eventos desfavorables para el crecimiento y la reproduccion del patégeno, que
conducen finalmente a la muerte celular localizada en el punto de infeccion (Heath, 2000). Uno de
los primeros eventos durante la HR es la rapida produccion y acumulacién de EROS y NO en el sitio
de infeccioén (Coll et al., 2011). Por lo que, a nivel macroscopico, se observan lesiones necroticas
en el sitio de infeccidén del patégeno luego de la HR, las cuales abarcan una pequefa fraccion del
total de células de la planta. Asi, la HR contribuye a la supervivencia de la plantay a la eliminacion

del patégeno (Jackson & Taylor, 1996).
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1.2 Estrés oxidativo.

1.2.1 Caracteristicas de las EROS

Las EROS no poseen blancos especificos, por lo que tienen la capacidad de causar dafios sobre
diversos componentes celulares. Los efectos nocivos que puedan provocar estas moléculas
dependeran del balance entre su concentracion y las defensas antioxidantes que presenten las
células (Foyer & Noctor, 2005; Mgller et al., 2007). Cuando se pierde dicho balance, el organismo
se encuentra en una situacién de estrés oxidativo. Bajo esta condicion, las EROS reaccionan
quimicamente con lipidos, hidratos de carbono, proteinas y otros componentes celulares,
produciendo modificaciones quimicas que pueden llevar a un dafo irreversible vy

consecuentemente, a la muerte celular (Winyard et al., 2005).

Existen distintos tipos de EROS que se distinguen seguin su poder oxidante, la capacidad de difundir
a través de membranas y su vida media. A partir de O,, de forma espontéanea (en situaciones donde
existen una alta disponibilidad de electrones) o de forma enddgena (en reacciones mediadas por
flavoenzimas), se generan radicales superoéxido (O."). Este es un radical con reactividad baja, que
no posee la capacidad de penetrar membranas lipidicas y es por ello que queda confinado en el
compartimiento en el que se produjo. Dos moléculas de O, rdpidamente dismutan a H,O, y Oo,
reaccién catalizada por la enzima superoxido dismutasa (SOD) (Forman et al., 2004; Nordberg &
Arnér, 2001). ELH,0, es capaz de atravesar las membranas biolégicas cumpliendo un rolimportante
en la formacién de moléculas mas reactivas. El H,O,, en una reaccién catalizada por iones
metélicos como Fe?* o Cu?(reaccidn de Fenton), genera radicales oxidrilos (HO'), siendo éste el

componente de las EROS mas oxidante y mas téxico en los sistemas bioldgicos.

1.2.2 Efectos nocivos de las EROS sobre las células bacterianas.

Un aumento de EROS constituye un peligro para la célula, ya que son capaces de causar un extenso
dafo en biomoléculas como proteinas, lipidos y acidos nucleicos (ADN y ARN). La mayoria de las
modificaciones oxidativas de las proteinas ocurren en las cadenas laterales de los aminoacidos,
como la oxidacion de tioles y la formacion de grupos carbonilo que afectan su estructura,
conformaciony funcién (Dalle-Donne et al., 2009; Zhang et al., 2013). La cisteina y la metionina son

los aminodacidos mas susceptibles a la oxidacion como producto de la presencia de atomos de
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azufre reactivos. Cuando las EROS atacan a los lipidos, los productos de esta oxidaciéon son
peroxidos lipidicos que afectan principalmente a los acidos grasos poliinsaturados, que son
componentes criticos de las membranas celulares (Niki, 2009; Yin et al., 2011). En consecuencia,
la acumulaciéon de perodxidos lipidicos produce cambios en la permeabilidad y fluidez de la
membrana y puede afectar los canales idnicos, inactivar las proteinas transportadoras de la
membrana, alterar la homeostasis y afectar las vias de senalizacion (Blair, 2008; Su et al., 2019;
Welsch, 1987). Los acidos nucleicos son muy susceptibles al dafio quimico dada la reactividad de
los atomos de nitrégeno y oxigeno de las bases nitrogenadas (Simms & Zaher, 2016). Entre las
cuatro bases del ADN, la guanina es la mas propensa a la oxidacion dado su menor potencial de
reduccion (Steenken & Jovanovic, 1997) y su oxidacién puede interferir con el metabolismo del
ADN, como la transcripcién y la replicacion (Lee & Kang, 2019). A diferencia de otras
macromoléculas, el ADN dafiado no se puede reemplazar, por lo que es necesario repararlo para
asegurar la viabilidad celular. A diferencia del ADN, aun no se han identificado mecanismos de
reparacién para el ARN oxidado, lo que impone a la célula un desafio para mantener su homeostasis.
Esto es alin mas importante, ya que se ha reportado que el ARN es mas susceptible a la oxidacién

que el ADN.

1.2.3 Mecanismo de respuesta al estrés oxidativo.

Como se menciono anteriormente, las EROS son muy abundante en la naturaleza, por lo que es
altamente probable que las bacterias tengan que lidiar con ellas durante su ciclo de vida. En lo que
respecta a bacterias patégenas, una fuente importante de EROS es el metabolismo de sus posibles
hospedantes, los cuales producen grandes cantidades de estas moléculas a partir del
reconocimiento del patégeno, con la finalidad de que actien como agentes bactericidas e induzcan
mecanismos de defensa adicionales. Ademas, el propio metabolismo de la bacteria es una fuente,
si bien menor pero no por eso despreciable, de EROS. Por lo tanto, estos organismos deben ser
capaces de activar mecanismos para contrarrestar los efectos nocivos de las EROS,

independientemente de cuél sea la fuente de origen de ellas.

Un antioxidante es una molécula cuya funcion bioldgica es la de retardar o prevenir la oxidacion de
otras moléculas. Las moléculas antioxidantes tienen como finalidad detener estas reacciones
eliminando intermediarios reactivos. Dentro de las células, podremos encontrar dos grandes grupos

de sistemas antioxidantes, los no enzimaticos y los enzimaticos.
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La mayoria de los organismos vivos contienen altas concentraciones de tioles de bajo peso
molecular que funcionan como moléculas antioxidantes. El glutatién reducido (GSH) es el
antioxidante no enzimatico mas importante y ubicuo de los tioles de bajo peso molecular. Su
funciéon primaria es la de mantener la homeostasis redox intracelular. Esto se logra mediante la
reduccion directa de especies reactivas, pero también de un modo indirecto, al oxidarse a glutation
disulfuro (GSSG), el cual actiia como sustrato de otras proteinas responsables de la detoxificacion
de especies reactivas (sistema antioxidante enzimatico), tales como glutation-S-transferasas (GST)
y glutatiéon reductasa (GP). Ademas de la GST y GP, las células cuentan con otras enzimas

involucradas en la detoxificacion de las EROS.

La catalasa es una enzima que esta ampliamente distribuida entre los organismos aerobios,
principalmente en algunas bacterias, animales y plantas. La naturaleza de su cofactor permite
clasificarlas en hemo y no-hemo (0 manganeso) catalasa. Todas las hemo-catalasas catalizan la
tipica reaccién de descomposicion del H,O,, a O,y H,O (catalasas monofuncionales), mientras que
algunas exhiben una actividad peroxidasa adicional y reducen el H,O, en presencia de un sustrato
reductor (catalasas bifuncionales) (Mishra et al., 2012). La mayoria de las cepas patégenas de P.
syringae tienen 5 catalasas, incluidas P. syringae pv. faseolicola 1448a 'y P. syringae pv. syringae
B728a. Sin embargo, Pto contiene solo tres de estos genes: katB (PSPTO_3582), katE
(PSPTO_5263) y katG (PSPTO_4530) (Buell CR, et al. 2003). KatB y KatE son catalasas

monofuncionales, mientras que KatG es una catalasa bifuncional (Singh et al., 2008).

La proteina reguladora OxyR es la principal responsable de reconocer y mantener los niveles de
peroxido de hidrégeno en la célula (Aslund et al., 1999). OxyR es un regulador transcripcional de
tipo LysR, muy extendido en la mayoria de las bacterias gram-negativas. La actividad transcripcional
de OxyR depende de su estado redox, ya que puede actuar como activador si esta en su forma
oxidada (niveles altos de H,0,), o como represor, cuando esta en condiciones reductoras (Heo et
al., 2010). En Escherichia coli, el reguldon OxyR abarca mas de 20 genes diferentes, implicados en
varios de los mecanismos moleculares de respuesta adaptativa al estrés redox (Zheng et al., 2001).
Ademas, OxyR regula positivamente la expresién de OxyS, un pequeio ARN regulador que parece
desempenfiar un papel importante en la proteccion contra la mutagénesis inducida por H,O»
(Frohlich & Gottesman, 2018). Este mecanismo molecular luego se invierte mediante regulacion
por retroalimentacién, ya que OxyR pasa a su estado reducido cuando las niveles redox regresan a
la normalidad, proceso mediado por las enzimas que este factor de transcripcidon activd

previamente (Aslund et al., 1999).
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Guo et al. (2012) estudiaron la participan de las enzimas catalasas en la virulencia de Pto y
concluyeron que estas enzimas, en especial KatG y KatB, no sélo son necesarias para eliminar el
H.0, en condiciones in vitro, sino que también son indispensables para mostrar una completa
virulencia en A. thaliana. Por su parte, Ishiga & Ichinose (2016) analizaron el rol del regulador OxyR
y observaron que la delecion del mismo en Pto genera un fenotipo hipovirulento, pero puede generar
lesiones en plantas mutantes incapaces de inducir la respuesta PTl. Estos antecedentes
demuestran que las enzimas detoxificantes de H,0O,, asi como también la regulacién del estado
redox intracelular mediada por el sistema OxyR son mecanismos de virulencia muy importantes en

Pto.

1.3 Generalidades de las poliaminas.

Las poliaminas comprenden una familia de compuestos biolégicos de bajo peso molecular que
presentan dos 0 mas grupos aminos con carga neta positiva a pH fisiolégico. Son esenciales para
todos los seres vivos y, a diferencia de cationes como Mg y Ca*?, las cargas positivas de las
poliaminas se encuentran a intervalos regularmente espaciados y funcionan como puentes
electrostaticos que estabilizan las cargas negativas en acidos nucleicos y otros polimeros como
proteinas y fosfolipidos de membranas celulares (Shah & Swiatlo, 2008). Las mas abundantes en la
naturaleza son las diaminas diaminopropano (DAP), putrescina (PUT) y cadaverina (CAD), las
triaminas espermidina (ESPD) y norespermidina (NESPD), y las tetraaminas espermina (ESPM) y
norespermina (NESPM) (Figura 1.2), encontrandose con mayor frecuencia a la PUT y ESPD en
bacterias (Michael, 2018). Dependiendo de la especie estudiada, las concentraciones
intracelulares relativas de las diferentes poliaminas pueden variar, pudiendo alcanzar
concentraciones elevadas, en algunos casos, hasta el rango milimolar (Miyamoto et al., 1993). Se
ha estimado que un gran porcentaje de poliaminas permanece unido a acidos nucleicos y
fosfolipidos (esto representa el 57,3 % de la PUT y el 95,1 % de la ESPD en E. coli), mientras que
s6lo una pequena fraccidn se encuentra libre, lo que permite explicar la gran participacién que
tienen estos compuestos en distintos procesos celulares como la traduccion de ARN, la replicacion

de ADNy la estabilidad de la membrana.

28
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Figura 1.2. Estructura de las poliaminas mas frecuentes dentro de los organismos vivos. Todos los grupos
amino estan protonados a pH fisioldgico. Los colores representan grupo DAP (naranja), 1,4-diaminobutano
(azul) o 1,5-diaminopentano (verde). Adaptado de Michael (2016).

1.3.1 Metabolismo de poliaminas en bacterias.

Dado que, tanto el aumento en la concentracion de poliaminas como su deficiencia conlleva a
efectos perjudiciales para las células (Miller-Fleming et al., 2015), sus niveles deben ser
estrictamente regulados mediante la adecuacion de sus rutas de biosintesis, degradacién y

transporte ante diferentes estimulos ambientales (Tabor & Tabor, 1985).
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Figura 1.3. Principales rutas de anabolismo, catabolismo y transporte de poliaminas presentes en
Pseudomonas spp. y E. coli. Metabolitos: SAM, S-adenosilmetionina; SAMdc, S-adenosilmetionina
descarboxilada. Via de anabolismo: SpeA, arginina descaboxilasa; AguA, agmantina deaminasa; AguB, N-
carbamoilputrescina amidohidrolasa; SpeC, ornitina descarboxilasa; SpeD, S-adenosilmetionina
descarboxilasa y SpeE, espermidina sintasa. Via de catabolismo: PauA, y-glutamilputrescina sintasa; PauB,
y-glutamilputrescina oxidasa; PauC, y-glutamil-y-aminobutiraldhiedo deshidrogenasa; PauD, y-glutamil-y-
aminobutirato hidrolasa; SpuC, putrescina aminotransferasa; SpdH, espermidina deshidrogenasa.
Transportadores: sistemas de transportes que participan tanto de la incorporacién, como secrecion de PUT
y ESPD.

1.3.1.1 Sintesis de poliaminas.

Existen dos vias alternativas que permiten la formacion de PUT. En una de ellas se decarboxila a la
arginina para formar agmatina mediante la accidn de la arginina descarboxilasa (SpeA), la que luego
se convierte en PUT mediante dos pasos enzimaticos consecutivos catalizados por la agmatina
deaminasa (AguA) y la N-carbamoilputrescina amidohidrolasa (AguB). En la otra via mencionada, la
enzima ornitina descarboxilasa (SpeC) cataliza la decarboxilacién de la ornitina para producir PUT
como producto final. Luego, la espermidina sintasa (SpeE) convierte PUT en ESPD mediante la
adicién de un grupo aminopropilo proporcionado por la S-adenosil metionina descarboxilada
(SAMdc). Este metabolito intermediario es sintetizado mediante la accién de la enzima S-adenosil

metionina descarboxilasa (SpeD) utilizando SAM como sustrato.

1.3.1.2 Catabolismo de poliaminas.

Las bacterias del género Pseudomonas en general poseen un gran potencial catabdlico y pueden
asimilar una amplia variedad de moléculas. En efecto, el principal aporte al conocimiento actual de
estas vias se generd utilizando P. aeruginosa como modelo de estudio. En este sentido, la
degradacion de poliaminas no es la excepcion. Por un lado, el catabolismo de PUT involucra tres
vias metabdlicas que pueden consistir de varios pasos y donde a su vez, intervienen mas de una
isoforma enzimatica. Uno de ellos, implica la desaminacion oxidativa de PUT mediante la accion
coordinada de la transaminasa SpuC y la posterior oxidacion por parte de PauC, originando GABA
como producto de reaccion (Yao et al., 2011). Por otro lado, la via catabdlica de y-glutamilacion,
puede degradar tanto PUT, como ESPD. En un primer paso, la enzima glutamil-poliamina sintasa
(PauA), esterifica el grupo amino de la poliamina con el grupo y-carboxilo del L-glutamato,

generando un derivado y-glutamilcarboxilado. Posteriormente, se elimina oxidativamente la
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fraccién y-glutamato por accién secuencial de las enzimas PauB, PauC y PauD, para rendir acido y-
aminobutirico (GABA) (Kurihara et al., 2008). Ademas, se ha comprobado que PauB puede actuar
directamente sobre PUT, oxidando esta amina sin su glutamilacién previa (Van Hellemond et al.,
2008). Por su parte, la degradacion oxidativa de ESPD por parte de la enzima ESPD deshidrogenasa
(SpdH), produce 1,3-diaminopropano y y-aminobutiraldehido, donde este Ultimo puede
metabolizarse a GABA (Dasu et al., 2006; Hisano et al., 1992). Existe ademas una ruta alternativa
en E. coli, donde la ESPD es acetilada por la enzima espermidina acetiltransferasa (SpeG),
previamente a su oxidacion por parte de la N-acetil-PUT-deacetilasa, para rendir acetil-PUT vy y-
aminobutiraldehido (Luengo & Olivera, 2020). Debemos mencionar que, la nomenclatura utilizada
en este trabajo para denominar las proteinas implicadas en la degradacion de poliaminas, es la

empleada en P. aeruginosa.

1.3.1.3 Transporte de poliaminas.

Si bien se han publicado una gran cantidad de trabajos caracterizando los sistemas de transporte
de poliaminas en E. coli, los estudios en otras especies bacterianas son realmente escasos. Asi, se
han identificado en E. coli dos sistemas de incorporacién de poliaminas pertenecientes a la familia
de los transportadores con dominio de cassette de unioén al ATP (ABC, ATP binding cassette). Uno
de ellos, incorpora de forma preferencial ESPD y esta compuesto por cuatro proteinas, PotA, PotB,
PotC y PotD. Mientras que el otro, incorpora PUT de forma especifica y esta conformado por las
proteinas PotF, PotG, PotH y Potl (Igarashi & Kashiwagi, 2010). En P. aeruginosa, se encontré un
sistema similar, también del tipo ABC, denominado SpuDEFGH. Mientras que las proteinas SpuGy
SpuH forman el canal transmembrana, SpuF presenta el sitio de unién al ATP, y las proteinas de
localizacion periplasmatica SpuD y SpuE son las que poseen la capacidad de unién al sustrato. Wu
etal. (2012), demostraron que, mientras SpuD se une preferencialmente a PUT, SpuE se une a ESPD
de forma exclusiva. Ademas de los transportadores de tipo ABC, E. coli expresa dos sistemas
importadores de poliaminas dependientes de protones, PuuP y PlaP, que participan en la
incorporacion de PUT (Sugiyama et al., 2017), pero no existen evidencias experimentales que
indiquen que Pseudomonas podria codificar para alguno de ellos. Por ultimo, la proteina PotE tiene
una funcién dual en E. coli, dado que a pH neutro se comporta como un importador de PUT
dependiente de protones, pero en presencia de un ambiente dcido acciona como un antiportador

que secreta PUT al medio, a la vez que incorpora una molécula de ornitina. Otros complejos
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proteicos que median la secrecion de poliaminas en E. coli son el SapBCDF, para el caso de PUT, y

MtdJl, para ESPD.

1.3.2 Rol de las poliaminas en la fisiologia general de las bacterias.

Se ha demostrado que las poliaminas desempefian un papel fundamental en la condensacion del
ADN y en la estabilizacion de la estructura del mismo, favoreciendo la union de proteinas claves
como factores de transcripcion (Pastré et al., 2006). Ademas, las poliaminas facilitan la sintesis de
proteinas en general, e inducen la traduccidn de un conjunto de genes caracteristicos que son
conocidos como el moduldn de poliaminas (Yoshida et al., 2004). Este grupo de genes incluye
cuatro factores de la transcripcion: cya, rpoS, fecly fis. Se ha planteado que estos factores regularan
multiples genes, muchos de los cuales estan implicados en la multiplicacion bacteriana. En general,
la unién de poliaminas parece causar un cambio conformacional en un tramo de ARN bicatenario
relativamente inestable del mensajero de estos genes que contiene la secuencia Shine-Dalgarno

(SD) y el codén de inicio, lo que conduce a una mejora de la traduccion (Higashi et al., 2006).

Por otro lado, las poliaminas juegan un papel crucial en la funcionalidad de la membrana externa de
bacterias. En este sentido, se ha descripto que las porinas OmpC y OmpF en E. coliinteracttiian con
las poliaminas de manera dependiente de la concentracion y del voltaje transmembrana (lyer &
Delcour, 1997). La PUT y la ESPD se unen a residuos especificos de acido aspartico presentes en
estas porinas, alterando la carga y el tamano de los poros, lo que resulta en el cierre del canal
disminuyendo la permeabilidad de la membrana externa (lyer et al., 2000). La PUT, en particular,
también es un constituyente abundante de la membrana externa de algunas bacterias gram-
negativas tales como Salmonella enterica SP typhimurium, E. coli y Proteus mirabilis, donde

participa en el mantenimiento de la estabilidad de esta estructura (Koski & Vaara, 1991).

1.3.3 Rol de las poliaminas en la virulencia bacteriana.

En las ultimas décadas se han reportado multiples trabajos que conectan a las poliaminas con
diferentes procesos asociados a la patogénesis bacteriana, aunque los roles que parecen jugar
estos compuestos pueden variar significativamente entre las especies estudiadas. El principal
aporte sobre el rol de las poliaminas en la virulencia bacteriana fue originado a partir del estudio de

bacterias patégenas de humanos, como los son E. coli, P. aeruginosa, S. enterica, Streptococcus
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pneumoniae, y Vibrio cholerae (Chattopadhyay et al., 2003; Dasu et al., 2006; Han et al., 2008;
Hasan et al., 2022; Lu et al., 2002; Sugiyama et al., 2016; Donghui Wu et al., 2012; Yao et al., 2011).
Esto ha llevado a proponer la perturbacion de su metabolismo como blanco terapéutico. Se ha
observado que en Shigella spp.y Legionella pneumophila las poliaminas favorecen la supervivencia
bacteriana dentro del huésped, aunque si bien Shigella depende de la generacién de novo de
poliaminas, el establecimiento de la enfermedad por parte de L. pneumophila esté condicionado a
la absorcion de poliaminas producidas por el huésped (Di Martino et al., 2013). Asimismo, se ha
demostrado que otros patégenos requieren poliaminas para promover la expresion de
determinados factores de virulencia durante la infeccidon. Esto sucede tipicamente en S.
typhimuriumy P. aeruginosa, donde las poliaminas son necesarias para la inducciéon completa del
T3SS (Jelsbak et al., 2012; Zhou et al., 2007) y en S. pneumoniae, que requiere un transportador de
poliaminas para una virulencia completa (Shah et al., 2011). Ademas, en Yersina pestis, V. cholerae
y Burkholderia pseudomallei, las poliaminas son cruciales para activar los genes implicados en la

formacién de biofilms (Chan & Chua, 2010; J. Lee et al., 2009; Wortham et al., 2010).

Existen, a su vez, trabajos que indican la conexion entre el metabolismo de estos compuestos y la
virulencia en bacterias fitopatégenas. Por ejemplo, la mutante del patégeno del maiz Dickeya zeae,
deficiente tanto en la sintesis de PUT como en su transporte, presentd un fenotipo avirulento (Shi et
al.,2019). Ademas, este trabajo demostrd que la bacteria es capaz de detectary responder a la PUT
producida por su propio metabolismo o bien la originada por el metabolismo de la planta,
induciendo procesos asociados a la virulencia tales como la motilidad y la formacién de biofilms, lo
que sugiere que esta molécula actuaria como sefal intra e interespecies. Otra evidencia indirecta
sobre la importancia que cumplen las poliaminas durante la patogénesis bacteriana, surge de la
observacidon que fitopatégenos tales como Ralstonia solanacearum y P. syringae secretan
abundantes cantidades de PUT cuando se encuentran en el interior de los tejidos de la planta o bien
creciendo in vitro en condiciones que imitan este ambiente (Lowe-Power et al., 2018; Vilas et al.,
2018). Ademas, se ha demostrado que plantas de tomate pre-tratadas con PUT muestran sintomas
acelerados de la enfermedad producida por R. solanacearum, asi como una mayor propagacion
sistémica del patdgeno (Lowe-Power et al., 2018). Estos datos llevaron a postular a la PUT como un
factor de virulencia para esta especie bacteriana. Otros datos que dan cuenta de laimportancia para
el desarrollo de la enfermedad que tienen las poliaminas presentes en el ambiente vegetal se deriva
de estudios que demuestran que distintos efectores secretados por bacterias promueven su
sintesis por parte de la planta. En este sentido, el efector Brg11 de R. solanacearum tiene la

capacidad de unirse a una regidn especifica del promotor del gen que codifica a la enzima ADC de
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tomate e inducir la expresion del mismo (Wu et al., 2019). Algo similar fue descripto para el caso de
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, donde el efector AvrBsT induce la sintesis de PUT gracias
a la activacion de la expresion del gen ADC17 de Capsicum annuum (Kim et al., 2013). Sin embargo,
debe tenerse en cuenta que estas estrategias no serian compartidas por otros fitopatégenos. Por
ejemplo, si bien se ha observado que la acumulacién de PUT en el xilema de tomate favorece el
crecimiento de R. solanacearum, esto inhibe la multiplicaciéon de P. syringae, por lo que se ha
planteado la hipdtesis de que este sea un mecanismo inducido por la primera para tener una ventaja

competitiva respecto a otros microrganismos (Lowe-Power et al., 2018; Wu et al., 2019).

Por otro lado, se ha reportado que la ESPD resulta necesaria para la sintesis de la toxina Fevamina
A en P. syringae, la cual contribuye a suprimir el estallido oxidativo provocado en los tejidos
vegetales tras la activacion de la inmunidad vegetal (O’Neill et al., 2018). A su vez, la sintesis y
transporte de poliaminas es inducida por la incidencia de luz UV en P. syringae durante su
crecimiento epifitico en tomate (Santamaria-Hernando et al., 2020), aunque no se ha comprobado
aun si esto modula la patogénesis de la bacteria o bien las poliaminas tienen un efecto protector
ante condiciones adversas del ambiente. Estos estudios son importantes debido a que no sélo
corroboran la participacién del metabolismo de poliaminas bacteriano en la regulacién de las
respuestas de defensa de plantas, sino que indican que podria presentar efectos contrastantes

dependiendo del nicho donde se encuentra el patégeno.

1.3.4 Rol de las poliaminas en la respuesta al estrés oxidativo en bacterias.

Como se mencioné en apartados anteriores, los patégenos bacterianos se enfrentan a la
acumulacion de EROS durante el proceso infeccioso, debido a que estos compuestos suelen ser
generados como mecanismo de defensa del hospedador. Se sabe que en bacterias las poliaminas
contribuyen significativamente a contrarrestar los efectos del estrés oxidativo, ya sea interactuando
directamente e inactivando radicales libres o alterando la expresion de genes involucrados en la
tolerancia a este tipo de estrés (Gevrekci, 2017). Por ejemplo, se ha demostrado que reaccionan
con el radical hidroxilo para formar aldehidos inocuos, lo que explicaria su rol protector sobre el
ADN y ARN (Ha et al., 1998). Ademas, las poliaminas pueden modular la actividad de enzimas
antioxidantes, como la superoxido-dismutasa y la catalasa, potenciando la capacidad de las
bacterias de neutralizar las EROS (Alexander G. Tkachenko et al., 2012). También se ha observado

que las poliaminas influyen en la estabilizacion de las membranas celulares, reduciendo la
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peroxidacion lipidica inducida por el estrés oxidativo. Estas multiples funciones destacan la
importancia de las poliaminas en la respuesta global de las bacterias al estrés oxidativo. En
concordancia, se ha observado que cepas de E. coli mutantes en genes de la biosintesis de
poliaminas son mas susceptibles al oxigeno (Chattopadhyay et al., 2003), un fenotipo que se
revierte mediante la suplementacion del cultivo con PUT, CAD o ESPD. Asimismo, la exposicion de
mutantes incapaces de sintetizar PUT a paraquat, un inductor de la acumulacién de O,’, da como
resultado una mayor sintesis de soxS'y de los genes regulados por este factor de transcripcion (Jung
& Kim, 2003). Asi, se ha demostrado que los niveles de PUT aumentan durante el estrés oxidativoy
que estas poliaminas regulan positivamente los genes oxyR y katG, ambos involucrados en la
respuesta celular a un cambio en el estado redox intracelular (Tkachenko et al., 2001). Ademas, el
regulador de respuesta al estrés oxidativo SoxR se une a la region promotora del operén cadBA en
Vibrio vulnificus, lo que resulta en una mayor sintesis de CAD (Kim et al., 2006). En base a todos
estos resultados, se cree que la disminucion en la tasa de crecimiento observada en algunas
mutantes de la sintesis de poliaminas se explica, al menos parcialmente, por la ausencia de los
efectos protectores que poseen estas moléculas respecto al estrés oxidativo (Jung et al., 2003). No
obstante, es necesario realizar mas estudios para entender el peso relativo que tienen los distintos

mecanismos de defensa al estrés oxidativo en las bacterias.
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1.4 Hipotesis de trabajo y Objetivos

Este proyecto tuvo como hipétesis de que “El metabolismo de poliaminas es modulado en
bacterias fitopatégenas durante su crecimiento en los tejidos vegetales, un proceso que juega
un papel crucial en el desarrollo de la patogénesis”. El objetivo general fue evaluar de manera
integral el papel de las poliaminas en bacterias patdgenas de plantas, lo que permitird ampliar los
conocimientos actuales sobre los eventos moleculares que ocurren durante las interacciones entre
plantas y patégenos. Se utilizd como modelo de estudio la cepa DC3000 del patovar tomato de

Pseudomonas syringae.

En relacion con el objetivo general, los objetivos especificos fueron:

1. Explorar, mediante un meta-andlisis de datos transcriptdémicos publicos, los perfiles de
expresion de los genes del metabolismo de poliaminas en distintas bacterias durante la
colonizacién de tejidos vegetales y en respuesta al estrés oxidativo, con énfasis en P.
syringae.

2. Investigar el papel que cumple la biosintesis de poliaminas en la tolerancia al estrés
oxidativo de la bacteria e identificar los mecanismos subyacentes.

3. Evaluar la importancia de las poliaminas en la activacién de mecanismos de virulencia

bacterianay en la habilidad para infectar Arabidopsis thaliana.
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2. CAPITULO II: Un meta-anélisis de datos transcriptémicos como primera

aproximacion para inferir la importancia del metabolismo de poliaminas en la

patogénesis y la resistencia al estrés oxidativo en Pseudomonas syringae.

Un meta-analisis consiste en la agrupacion de resultados de multiples estudios enfocados en una
problematica comun, para obtener conclusiones sélidas y reproducibles (Nordmann et al., 2012).
El paradigma del meta-analisis se ha utilizado con éxito en una variedad de aplicaciones, incluida
la oncogendmica (Segal et al., 2004), la reutilizacién de farmacos (Sirota et al., 2011), el diagndstico
de enfermedades (Huang et al.,, 2010), entre otras. Ademas, el avance en las herramientas
tecnoldgicas y la creacién de bases de datos, con la consiguiente accesibilidad para explorar
grandes colecciones de estudios transcriptéomicos, ha sido un gran impulso para esta clase de
andlisis. Los desafios que implica realizar un meta-analisis surgen de la complejidad intrinseca de
los fenotipos bioldgicos analizados, junto con la heterogeneidad observada entre estudios
independientes, es decir, el uso de diferentes plataformas, muestras bioldgicas y procedimientos
experimentales. Para minimizar el impacto de estos factores, los métodos de meta-andlisis que
contemplan datos de expresion génica generalmente se centran en examinar patrones de expresion
diferencial entre estudios. Esto consiste en dividir cada estudio en un conjunto de comparaciones
realizadas entre diferentes condiciones, y luego, identificar patrones en los niveles de expresion
diferencial. Luego, se establecen conexiones entre las comparaciones de diferentes estudios con
el proposito de encontrar similitudes. Las posibles medidas de similitud incluyen, por ejemplo,
métodos basados en correlacion o medidas de relevancia probabilistica (Caldas et al., 2012;
Kupershmidt et al., 2010). Si bien las pruebas estadisticas orientadas a genes o vias especificas se
han utilizado con frecuencia en el contexto de meta-analisis basados en expresion diferencial, se
fundamentan en descomponer cada estudio en un conjunto de comparaciones para minimizar la

variabilidad experimental (Subramanian et al., 2005).

Bajo esta premisa, este tipo de enfoque podria permitirnos discernir procesos asociados a la
regulacion del metabolismo de poliaminas en bacterias patdgenas de plantas, y descubrir
conexiones potenciales entre la homeostasis de poliaminas y la virulencia bacteriana. Dado que el
numero de estudios moleculares que examinan bacterias fitopatdgenas crece constantemente, el
meta-analisis de datos transcriptomicos disponibles publicamente representa una herramienta
valiosa para comprender la funcionalidad de las redes genéticas en la patogénesis (Caldas & Vinga,

2014). Nuestro analisis contemplo principalmente trabajos que estudiaron la expresion génica de
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la especie Pseudomonas syringae durante la colonizacién de los tejidos vegetales. Ademas, nos
propusimos investigar como es la respuesta transcriptémica al estrés oxidativo en esta especie
bacteriana y de otras especies relacionadas filogenéticamente, con la finalidad de hallar

mecanismos conservados.

38



2.1 MATERIALES Y METODOS.

2.1.1 Identificacion de los genes que participan en el metabolismo de poliaminas en

distintos genomas bacterianos.

Se utilizaron como referencia los genomas de las cepas MG1655 de E. coliy PAO1 de P. aeruginosa,
seleccionando solo los genes que forman parte del metabolismo de poliaminas cuya funcionalidad
se encuentra demostrada experimentalmente. Ademas, utilizamos como consulta (query
sequence) alas secuencias peptidicas codificadas por los mismos, ya que estas se encuentran mas
conservadas que las secuencias génicas debido a la redundancia propia del cédigo genético. Se
siguieron dos criterios para la identificacion de los grupos de genes ortélogos en los genomas de las
bacterias consideradas en este trabajo. Por un lado, aplicamos el método del mejor hit reciproco
(RBH, Reciprocal Best Hits) utilizando el software blastp del NCBI (Altschul et al., 1990), ofrecido
por el National Center for Biotechnology Information (NCBI, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov).
Ademas, exploramos el grupo de miembros ortélogos (Ortholog Group Member) de la base de datos

gendmicos de bacterias del género Pseudomonas (Winsor et al., 2016; www.pseudomonas.com).

Incluimos en nuestro andlisis los genes cuyo resultado de cobertura era superior al 80 % y el valor

E erainferiora 1x107'°,

2.2.2 Seleccion de sets de datos transcriptémicos en bases de datos publicas.

Los datos de estudios transcriptdmicos mediante la utilizacion de las metodologias de microarrays
y RNAseq, se descargaron del Gene Expression Omnibus (GEO) del NCBI. En total, se seleccionaron
nueve conjuntos de datos, siete de estos provienen de trabajos realizados en tres patovares
diferentes de P. syringae, asi como en otras especies del género, como P. putida y P. aeruginosa,
mientras que los otros dos consideraron los patégenos humanos E. coli y Salmonella enterica
(Tabla 2.1). Para explorar los vinculos entre el metabolismo de las poliaminas y la patogénesis se
seleccionaron estudios en P. syringae cultivada en condiciones in vitro e in planta. Por su parte,
aquellos trabajos donde evaluaron las respuestas bacterianas al H,O, se seleccionaron para
corroborar el papel potencial de estos metabolitos en la respuesta al estrés oxidativo. En este Ultimo
caso, excluimos los estudios que analizaron la expresion génica mas alla de 1 h de tratamiento para

enfocarnos asi en la respuesta temprana. Ademas, se descartaron los estudios que emplean
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concentraciones superiores a 15mM de H,0,, ya que estas concentraciones son significativamente

mas altas que las cantidades fisioldgicas encontradas por las bacterias en tejidos vegetales. Es

importante destacar que, debido a la heterogeneidad experimental de estos conjuntos de datos, no

se volvieron a analizar utilizando un canal unificado debido a la complejidad subyacente en su

normalizacion. En cambio, identificamos patrones transcripcionales en un sentido mas amplio

comparando los niveles de expresion informados por los autores. Asi, se consideraron los genes

expresados diferencialmente (DEGs, differentially expressed genes) tal como fueron reportados en

cada estudio cuyo cambio de expresion relativa en escala logaritmica (log.FC) resulté >|0,5| con

valores ajustados de p <0,05.

Tabla 2.1. Descripcion de los sets de datos utilizados para el meta-analisis descripto en este

capitulo.
N° de accesion Cepa Planta Condiciones de
Autores . . .
del trabajo bacteriana hospedadora crecimiento
Nobori et al. P. syringae pv. Arabidopsis In vitro (medio ricoy
GSE103442GSE138901
(2018, 2020) tomato DC3000 thaliana Col-0 minimo) e in planta
Lovelace et al. P. syringae pv. Arabidopsis
GSE110100
(2018) tomato DC3000 thaliana Col-0 In planta
P. syringae ov Phaseolus vulgaris | In vitro (medio ricoy
Yuetal. (2013) GSE42544 o 3’ i 58758'8 cultivarBush Blue | minimo, condiciones
yring Lake 274 de estrés) e in planta
P. syringae pv Actinidia chinensis
McAtee et al. PRINA472664 actinidiael CMP Plar.lch. var. In planta
(2018) 18884 chinensis
“Hort16A”
P. syringae pv. ] .
Van(cl2e0112916)2t al. GSE164472 actinidiae biovares - In vitro LT;?IO LBy
1,2y3
Boianovic et al In vitro (medio
J . GSE85475 P. putida KT2440 - suplementado con
(2017)
H»0»)
Jozefczuk et al I vitro (medio
’ GSE20305 E. coliMG1655 - suplementado con
(2010)
H20,)
In vitro (medio
Chang et al. GSE3090 P. aeruginosa PAO1 - suplementado con
(2005)
H20,)
S. enterica subs. . .
enterica serovar I vitro (medio
Liu et al. (2020) GSE 155479 enteritidis ATCC - suplerr:_lerga)do con
13076 s
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2.2.3 Andlisis de co-expresion.

Los valores de expresion génica informados por Nobori et al. (2018; 2020) y Yu et al. (2013) se
utilizaron para realizar un analisis de correlacion de Pearson por pares en todas las muestras, para
generar una matriz de similitud. Luego, esta matriz se utilizd como punto de partida para la
construccion de redes de co-expresion usando el software R/WGCNA versién 1.34 (Langfelder &
Horvath, 2008) como lo describen Sharma et al. (2018). Los arboles de grupos jerarquicos se
crearon estableciendo el médulo de co-expresion genética en 30, deepSplit en el nivel 1y el drbol
mergecutHeight en 0,20. Las figuras se crearon usando el software Cytoscape (Killcoyne et al.,
2009) y su complemento BINGO para identificar los términos de genes ontdlogos (GO, gene

ontology) enriquecidos.

41



2.3 RESULTADOS.

2.3.1 Identificacion de los genes que participan de las rutas metabdlicas de poliaminas

en Pto.

Para realizar la busqueda de genes implicados en el metabolismo de poliaminas en Pto, P. syringae
pv. actinidiae (Psa), P. syringae pv. syringae BL728 (Pss), P. putida KT2440 (Pp) y S. enterica serovar
enteritidis (ATCC 13076) se utilizaron en principio las secuencias peptidicas de los genes
identificados en el genoma de P. aeruginosa PAO1 (Pa). Esto se fundamenta principalmente en la
cercania filogenética entre las especies mencionadas y que, ademas, la funcidn de estos genes ya
ha sido caracterizada con anterioridad. A su vez, también se utilizaron las secuencias codificadas
por genes cuya funcionalidad se encuentra demostrada experimentalmente en E. coli, pero que
estan ausentes o su funcién no esta demostrada experimentalmente hasta el momento en PAO1.
Por otro lado, se utilizé el genoma de S. enterica serovar enteritidis P125109 para la identificacion
de genes con alta similitud en la cepa ATCC 13076 de la misma especie, del mismo modo que se
realizé en (Vidovic et al., 2019). Los genes identificados se dividieron en tres grandes grupos segun
su funcion predicha, ya sea que se encuentren asociados a la sintesis, catabolismo o transporte de
PUT y ESPD; siendo éstas, las poliaminas mas abundantes encontradas en bacterias (Miyamoto et

al., 1993) (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Listado de genes que participan en el metabolismo de poliaminas y sus cédigos de
identificacion (IDs) en las bacterias utilizadas en este capitulo.

P. syringae P. S. enterica
Nombre P. syringae pv. syringae P. P. E. coli serovar
pv. tomato actinidiae pv. aeruginosa | putida enteritidis
del gen DC3000 (IcMP syringae PAO1 KT2440 | MC1655 (ATCC
18884) B728A 13076)
speA PSPTO_4842 IYO_RS04855 Psyr_4381 PA4839 PP_0567 b2938 SEN2930
speC PSPTO_4572 IYO_RS04125 Psyr_4247 PA4519 PP_0864 b2965 SEN2958
speF - - - - - b0693 SEN0665
speE PSPTO_2055 IYO_RS09100 Psyr_1864 PA1687 PP_1867 b0121 SENO0171
% speD PSPTO_0598 IYO_RS02565 Psyr_4575 PA0654 - b0120 SENO0170
g speB - - - - - b2937 SEN2921
E[_) aguA PSPTO_5393 IYO_RS28130 Psyr_4932 PA0292 PP_0266 - -
PP_0382
PP_4463
PP_0939
aguB PSPTO_5394 | 1IYO_RS28135 Psyr_4933 | PA0293 PP:3 846 - -
PP_0859
PP_0896
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aguR PSPTO_5311 | IYO_RS27760 | Psyr 4869 | PA0294 | PP_0242 - -
pauA1l PSPTO_5310 | IYO_RS27825 | Psyr 4868 | PA0296 ﬁE—g;gg b1297 -
pauA2 PSPTO_5309 | IYO_RS27820 | Psyr 4867 | PAo2gs | L--o184 - -
PP_5183
pauA3 PSPTO_1921 | IYO_RS09770 | Psyr 3492 | PA1566 | PP_4399 - -
pauAd PSPTO_0359 | IYO_RS01995 | Psyr 2273 | PA2040 | PP_5046 - -
pauA5 - - Psyr 4817 |  PA3356 - - -
pauA6 - - - PA5522 - - -
° pauB1 PSPTO_2694 | IYO_RS14455 | Psyr 0158 | PA0534 | PP_2448 | b1301 SEN2971
ﬁ pauB2 PSPTO_5074 | IYO_RS26025 | Psyr 0455 | PA1565 | PP_4893 - -
3 pauB3 PSPTO_0248 | IYO_RS01145 | Psyr 2427 | PA2776 - - -
g PP_5273
8 pauB4 PSPTO_0098 | IYO_RS00670 | Psyr 0232 | PA5309 . .
= PP_3146
(&) pauC PSPTO_0092 | IYO_RS00690 | Psyr 0227 | PAS312 | PP.5278 | b1300 -
pauD1 PSPTO_2902 | IYO_RS16305 | Psyr 2706 | PA0297 | PP.2179 | b1298 -
pauD2 | PSPTO_2063 | IYO_RS10495 | Psyr_1873 | PA1742 | PP_1842 - -
PP_2180
spuC PSPTO_5308 | IYO_RS27815 | Psyr 4866 | PA0299 | [o=o o | b3073 SEN3060
speG - - - - - b1584 SEN1548
spdH - - - PA3713 - - -
plaP - - - - - b2014 -
puuP - - - - PP_1229 | b1296 -
PSPTO_0562 | IYO_RS02370 | Psyr 4615 PP_0411
potA PSPTO_3882 | IYO_RS20035 | Psyr_1602 | PA3607 | PP_3817 | b1126 SEN1823
PSPTO_0489 | IYO_RS27260 | Psyr 4692 PP_1484
potB PSPTO_0564 | IYO_RS02380 | Psyr 4613 | PA3608 b1125 SEN1824
PSPTO_0565 | IYO_RS02385 | Psyr 4612 PP_3816
potC PSPTO_2665 | IYO_RS14310 | Psyr_2399 PASB09 | ppqggp | 1124 SEN1826
PP_0873
PP_3147
PSPTO_0563 | IYO_RS02375 | Psyr 4614 PP_3845
potD PSPTO_2785 | IYO_RS15285 | Psyr_ 2516 | PA3610 | PP_5341 | b1123 SEN1827
PSPTO_2667 | IYO_RS14320 | Psyr_2401 PP_3719
PP_2195
PP_1486
£ spuD PSPTO_5307 | IYO_RS27275 | Psyr 4865 | PA0300 | PP_5181 | b1293 -
]
PSPTO_5306 | IYO_RS27805 | Psyr 4864 | PA0301 | PP.5180 | b0854
Q S S
@ SPUE/potF | bopro oase | 1Yo RS27810 | Psyr 4695 SEN0823
@ PSPTO_5303
o _
= | spuF/potG | Loirooees | IYO-RS27800 | Psyr4ses | PAO302 | PP5179 |  bo8SS SEN0824
PSPTO_5302 | IYO_RS27795 | Psyr 4862
spuG/potH | PSPTO_2666 | IYO_RS14315 | Psyr 2400 | PA0303 | PP_5178 | b0856 SEN0825
PSPTO_0488 | IYO_RS27265 | Psyr 4693
spuH/potl | PSPTO_5301 | IYO_RS27790 | Psyr 4861 PA0304 | PP.5177 | b0857 SEN0826
IYO_RS27035 | Psyr 4834
potE ﬁ:gg—gé;g IYO_RS10315 | Psyr_1835 E:fg?; PP_5031 | b0692 SEN0664
- IYO_RS14305 | Psyr 2398
sapB PSPTO_2575 | IYO_RS13730 | Psyr 2266 - PP_0881 | b1293 SEN1340
PP_4455
sapC PSPTO_2574 | IYO_RS13725 | Psyr_2265 - PP_0880 | b1202 SEN1339
PP_4454
sapD PSPTO_2573 | IYO_RS13720 | Psyr_2264 - PP_0879 | b1291 SEN1338
sapF PSPTO_2572 | IYO_RS13715 | Psyr_2263 - PP_0878 | b1290 SEN1337
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mdtl - - - PA1540 PP_1701 b1599 SEN1566
mdtJ - - - PA1541 PP_4930 b1600 SEN1567

2.3.1.1 Sintesis de poliaminas.

Nuestro andlisis demostré que los genes principales de las dos vias de sintesis de poliaminas, la via
de la arginina descarboxilasa (SpeA) y la via de la ornitina descarboxilasa (SpeC) se encuentran
presentes en el género Pseudomonas. En la via de la arginina descarboxilasa, la agmatina sirve de
sustrato para la sintesis de PUT mediante dos reacciones en cadena llevadas a cabo por las enzimas
AguAy AguB (Nakada et al.,2001). Esto contrasta con lo observado en E. coli, dado que esta funcion
es llevada a cabo por una Unica enzima denomina SpeB y que no esta presente en las bacterias del
género Pseudomonas evaluadas en esta tesis. Es interesante observar que Pp, a lo largo de la
evolucién, acumuld varios genes que codificarian para diferentes isoformas de la enzima AguB. Por
su parte, la via de la ornitina descarboxilasa esta conservada en todas las bacterias evaluadas. Una
particularidad que diferencia esta ruta metabdlica en Pseudomonas con respecto E. coli es que, en
esta Ultima, asi como en otras especies tal como S. enterica, se encuentra una variante de la enzima
ornitina descarboxilasa que resulta inducible (SpeF) y tiene un rol importante en la homeostasis del
estado redox intracelular (Schneider & Wendisch, 2011). En cuanto a la ruta de sintesis de ESPD,
todas las bacterias presentaron genes homologos a los genes speE 'y speD, a excepcion de Pp que
no presenta en su genoma la secuencia que codificaria para este ultimo. Si bien el producto de speD
resulta necesario para la sintesis de SAMdc, intermediario que actia como dador de grupos
aminopropano en la sintesis de ESPD, en algunas bacterias se ha reportado la existencia de una via
de sintesis para esta poliamina que es independente de SpeE/SpeD, la cual podria ser la utilizada

por Pp (Barrientos-Moreno et al., 2019; Lee et al., 2009).

2.3.1.2 Catabolismo de poliaminas.

Las vias de degradacion de poliaminas reportadas tanto en E. coli como Pa se encuentran
conservadas en las bacterias del género Pseudomonas consideradas en este trabajo. Como se
menciond en el Capitulo I, la degradacion de poliaminas por la via de y-glutamilacién en
Pseudomonas es compleja e involucra varias enzimas, de las cuales se pueden encontrar multiples

isoformas. Se encontraron varias isoformas para las enzimas PauA, PauB y PauD, siendo Pp la que
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presento un mayor numero de variantes. El gen que codifica a la enzima SpuC, que junto a PauB
participan de la via catabdlica oxidativa, también esta presente en todos los genomas analizados.
Por otro lado, no se encontraron secuencias similares a genes implicados en la degradacion
especifica de ESPD en P. syringae, tales como el de la espermidina deshidrogenasa (spdH) presente
en Pa o la espermidina acetiltransferasa (speG) de E. coli (Dasu et al., 2006; Hu et al., 2018). Es
interesante mencionar que el operdén spul-spuABCDEFGH (Lu et al., 2002), con un rol importante
en la utilizacion de PUT y ESPD (spu, spermidine and putrescine utilization), se encuentra altamente
conservado en Pseudomonas. Este sistema esta integrado por genes que codifican enzimas
catabdlicas (spul a PauA1; spuA a PauD1; spuB a PauA2 y spuC para SpuC) y proteinas implicadas

en el transporte, las cuales seran descriptas en el siguiente apartado.

2.3.1.3 Transporte de poliaminas: incorporacion.

De todos los genes que componen al operdn spul-spuABCDEFGH, los genes spuDEFGH codifican
para el sistema de transporte transmembranas encargado de la incorporacion de PUT y ESPD. Las
proteinas que se localizan en el espacio periplasmico tienen afinidad especifica a sus ligandos
siendo PUT para el caso de SpuD y ESPD para el caso de SpuE (Wu et al., 2012). Este sistema de
transporte comparte una alta homologia con los genes del sistema PotFGHI de E. coli encargado de
la incorporacién de PUT. Encontramos, ademas, la existencia de ortologos de un sistema de
incorporacion especifico de ESPD, PotABCD, que se encuentra conservado en E. coli y
Pseudomonas (Furuchi et al., 1991). Por su parte, en las bacterias Pseudomonas estudiadas en este
trabajo, no se encontré ninglin gen con homologia a los genes puuP'y plaP presentes en E. coli, los
cuales codifican para dos canales transmembrana que permiten la incorporacién de PUT (Kurihara

etal. 2009; 2013).

2.3.1.4 Transporte de poliaminas: secrecion.

Existen dos sistemas de secrecion de PUT cuya funcionalidad ha sido demostrada
experimentalmente en E. coli, denominados SapBCDF y PotE. Por su parte, la secrecion de ESPD
en E. coli esta a cargo principalmente de las proteinas Mdt) y Mtdl. Dado que no hay reportes de
proteinas secretoras de estas aminas en Pseudomonas, para realizar esta busqueda soélo
consideramos los genes mencionados de E. coli. Asi, se encontraron genes con similitud a PotE en

los genomas de todas las cepas del género Pseudomonas, mientras que el sistema SapBDCF
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estaria presente en los 3 patovares de P. syringae (Pto, Pss y Psa) y Pp, pero ausente en Pa. Por otro
lado, genes codificantes a homologos de las proteinas Mdt)/I sélo estarian presentes en los

genomas de Pay Pp.

2.3.2 Pseudomonas syringae reprime la sintesis de poliaminas durante su crecimiento

en condiciones similares al apoplasto vegetal.

El espacio intercelular vegetal junto con la pared celular, conforman el apoplasto vegetal, el cual
sirve de nicho para un gran numero de microorganismos entre los cuales puede incluirse P. syringae
(Farvardin et al., 2020; Rico & Preston, 2008). El medio de cultivo HIM (hrp/hrc induction medium)
asemeja las condiciones nutricionales del apoplasto, caracterizado por un pH levemente acido y
una relacion baja de nitrégeno/carbono, y logra asi inducir la expresion de los genes de virulencia
hrp/hrc (Huynh et al., 1989). Este conjunto de genes codifica, entre otras proteinas, para los
componentes del sistema de secrecion tipo 3 (T3SS, del inglés type 3 secretion system). Para
evaluar de forma preliminar si existe un vinculo entre la activacién de la virulencia en P. syringae y la
homeostasis de poliaminas, analizamos la expresion de los genes que forman parte de su
metabolismo utilizando los datos proporcionados por estudios donde se compard el transcriptoma
de células cultivadas en el medio inductor HIM con el de células cultivadas en medio rico (LB) como
control. En este sentido, se utilizaron los datos publicados por Vandelle et al. (2021), donde se
empled una plataforma de microarreglos para evaluar las respuestas en tres biovares de Psa (Psa1,
2y dos cepas del biovar 3, 3.1y 3.2), asi como en Pto. Debe entenderse por biovares, a diferentes
cepas de un mismo patovar, que presenta una alta similitud genética, bioquimica y bioldgica
(Vandelle et al., 2021). Ademas, se incluyeron los datos reportados por Nobori et al. (2018), donde
se utilizd RNAseq para investigar el perfil transcripcional de Pto en estas mismas condiciones.
Como se muestra en la Figura 2.1, nuestro andlisis evidencié la regulacion negativa de la via
anabdlica, aunque el nivel de represion y los genes reprimidos variaron entre especies y biovares.
De los genes que forman parte de la sintesis de poliaminas, el patron mas conservado entre las
diferentes cepas fue la reduccion de la expresidn de speE'y speD. Esto estaria indicando que, frente
a las condiciones nutricionales que asemejan al apoplasto, se reprime principalmente la
produccion de ESPD mientras que la sintesis de PUT no seria afectada. A su vez, los cambios de
expresion en genes implicados en la degradaciény el transporte de poliaminas fueron relativamente
menores y no conservadas entre las especies o biovares analizados. Los efectos mas notables en

estas vias se observaron en una de las cepas del biovar 3 de Psa (3.2), que mostré una reduccion
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en la expresion de varios genes del catabolismo. Por su parte, Pto muestra induccion de algunos de

los genes del complejo PotABCD de incorporacién de ESPD.
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Figura 2.1. Genes del metabolismo de poliaminas diferencialmente expresados en P. syringae en
condiciones inductoras de la virulencia. Para la confeccion de este mapa de calor sélo se consideraron los
genes del metabolismo de poliaminas cuyos niveles de expresion mostraban una tasa de expresion de 2 |0,5|
(LogFC,) con un p-ajustado < 0,05. Se utilizaron los valores reportados por Vandelle et al. (2021) y Nobori et
al. (2018), donde se evalud la expresion génica en células de Pto, Psa biovares 1, 2 (Psa1, Psa2), y dos cepas
del biovar 3 (Psa3.1y Psa 3.2) cultivadas en medio HIM en comparacion con su crecimiento en LB. Los niveles
de expresion reportados por los autores se representan a través de la escala de color indicada.

2.3.2 ELmetabolismo de poliaminas se induce en P. syringae durante la colonizacion de

los tejidos vegetales.

Varios estudios han reportado que durante el proceso patogénico se producen modificaciones en la
composicion del apoplasto, lo que resulta importante en el control de la multiplicacién de
patégenos (O’Leary et al., 2016; Scalschi et al., 2018). En este sentido, las cepas virulentas de P,
syringae deberian ser capaces de adaptarse a estos cambios para poder prosperar y colonizar el
tejido vegetal de forma exitosa. Con el objetivo de ampliar nuestras investigaciones, analizamos los
perfiles transcriptémicos que se obtuvieron a partir distintos patovares de P. syringae durante su
crecimiento en la planta hospedadora. Con este propdsito, se seleccionaron cinco estudios que
analizaron patovares de P. syringae en tales condiciones: Lovelace et al. (2018) y Nobori etal. (2018;
2020) evaluaron la expresion génica en Pto durante la invasion de A. thaliana, mientras que Yu et al.
(2013) y McAtee et al. (2018) centraron sus investigaciones en Pss y Psa colonizando Phaseolus
vulgaris y Actinidia chinensis, respectivamente. En contraste con los perfiles de expresion
obtenidos durante el crecimiento in vitro, observamos una induccién temprana en la expresion de
genes implicados en la biosintesis de poliaminas en Pto, particularmente de speA, speC, aguA,
aguB, speD 'y speE (Figura 2.2 A). Este efecto no se observé en Psa, mientras que no fue posible
corroborarlo en Pss, dado que sélo se cuenta con datos obtenidos a las 48 horas post inoculacion
(hpi). Considerando las etapas mas tardias de infeccion, no se encontraron cambios en la expresion
de los genes involucrados en la sintesis de PUT, mientras que la sintesis de ESPD se reprimid tanto
en Pto como en Pss. Por lo tanto, especulamos que, al menos para estas cepas, una rapida
induccion de la produccién de poliaminas es importante al comienzo del proceso infectivo, y que
estas vias no serian necesarias en las etapas mas avanzadas. Las discrepancias entre Pto y Psa
sugieren que el rol de las vias sintéticas de poliaminas podria depender del patovar involucrado. Por
otro lado, la expresion de los genes del catabolismo y del transporte de poliaminas en condiciones
in planta no permite discernir un patron comun, dado que muchos de ellos mostraron perfiles de

expresion contrastantes en el conjunto de datos incluidos (Figura 2.2 A). Es posible, entonces, que
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estas vias sean mas sensibles a diferentes disefios experimentales y/o que su regulacion esté
altamente influenciada por el genotipo bacteriano. De hecho, mientras que Pto y Pss muestran
distintos efectos regulatorios sobre genes de la misma via, la mayoria de los genes expresados

diferencialmente en Psa se encontraron inducidos.

Como fue mencionado en el Capitulo I, en plantas se desencadenan principalmente dos tipos de
respuestas de defensa contra el ataque de patégenos (Nishad et al., 2020). La primera linea de
defensa se activa tras el reconocimiento de PAMPs (como, por ejemplo, el péptido de la flagelina
flg22) y se conoce como inmunidad activada por PTI. Por su parte, muchos patdgenos translocan
efectores en las células vegetales con la intencion de contrarrestar los mecanismos de defensa
asociados a la PTl y de esta manera favorecer a la virulencia (Macho, 2016). Las plantas pueden
detectar directa o indirectamente algunos de estos efectores iniciando una segunda respuesta de
defensa, denominada inmunidad inducida por efectores o ETI (Lolle et al., 2020). Tanto la activacion
de PTl como de ETI imponen una situacion de estrés al patdgeno, lo que conduce a cambios en la
expresion de genes especificos en ellos. Utilizando las bases de datos descriptas por Nobori et al.
(2018; 2020) realizamos una primera aproximacion al estudio de la expresion de los genes de la
homeostasis de poliaminas en Pto, bajo situaciones de estrés impuestas por el hospedador.
Nuestro analisis mostré que la pre-induccién de la PTI (en este caso inducida mediante el
tratamiento de las plantas con flg22 antes de la inoculacién) reprime la expresion de los genes
biosintéticos de poliaminas en la bacteria y provoca una induccién de genes de los sistemas de
transporte sapBCDFy potABCD (Figura 2.2 B, flg22 vs control). También observamos una represion
en los genes de la biosintesis de poliaminas en la cepa polimutante D36E, la que es incapaz de
sintetizar efectores y, por lo tanto, no puede suprimir el sistema inmunoldgico vegetal. Sin embargo,
si se observo la induccion de componentes de los operones sapBCDF 'y potABCD. Estos hallazgos
sugieren que los mecanismos de defensa inducidos en plantas afectan la sintesis de poliaminas en
la bacteria, la cual activa los mecanismos de transporte, probablemente, con el propdsito de
superar esta limitacion. Estos resultados también sugieren que la translocacion de efectores
bacterianos ayuda a contrarrestar los efectos negativos de las respuestas de defensa de las plantas
sobre la homeostasis de poliaminas. A su vez, la activacién de ETI (evaluada mediante la
inoculacién de plantas resistentes con cepas que expresan los genes de avirulencia avrRpt2 o
avrRps4) origind ligeros efectos sobre el metabolismo de poliaminas bacterianas, ya que sélo se
verificéd una mayor induccién de genes que codifican para transportadores de poliaminas en la cepa
AvrRpt2. Sin embargo, debe considerarse que la ETI provoca una rapida induccion de mecanismos

de defensa de las plantas que tienen un impacto muy fuerte sobre el crecimiento de patégenos. Por
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lo tanto, es posible que los efectos de la activacion de ETI sobre el metabolismo de poliaminas
bacteriano puedan quedar enmascarados por las condiciones tan drasticas para el crecimiento de

la bacteria que se suscitan.
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Figura 2.2. Genes del metabolismo de poliaminas diferencialmente expresados en P. syringae durante
su interaccion con la planta hospedadora. Para la confeccion de este mapa de calor, se consideraron
unicamente los genes del metabolismo de poliaminas cuyos niveles de expresién mostraban una tasa de
expresion de = |0,5| (LogFC,) con un p-ajustado < 0,05. El conjunto de datos A describe los niveles de
expresion de genes de Pto y Psa durante su crecimiento en el espacio apopldstico de plantas susceptibles en
comparacioén con bacterias cultivadas en medios de cultivo King's B (KB), Luria Bertani (LB) o medio minimo
(MM). Por otro lado, los datos utilizados para confeccionar el panel B de la figura provienen de estudios donde
se compararon los niveles de expresion en células de Pto creciendo en plantas pre-tratadas con flg22 frente
a células creciendo en plantas sin tratar (naive), o bien en cepas avirulentas (D36E, avrPto2 y avrPto4)
interactuando con plantas control en comparacion con la cepa wt bajo las mismas condiciones. Los niveles
de expresion reportados por los autores se representan a través de la escala de color indicada.

2.3.3 Los genes del metabolismo de poliaminas muestran relaciones de co-expresion

con una gran variedad de genes relevantes para la fisiologia de P. syringae.

Se conoce laimportancia que tienen las poliaminas con diferentes procesos fisioldgicos esenciales
para las células, ya sean de origen vegetal, animal o de microrganismos. Haciendo uso de la extensa
informacion que existe sobre los cambios transcripcionales que se producen en P. syringae en
respuesta a diferentes estimulos, realizamos un andlisis de co-expresion con el objetivo de
descubrir los procesos celulares que se encuentran asociados a la homeostasis de poliaminas.
Nuestro primer analisis se realizo utilizando los datos recopilados por Nobori et al. (2018; 2020),
los que incluyeron numerosas combinaciones de lineas y cepas mutantes de A. thaliana y Pto,
respectivamente (Tabla 2.3).

Tabla 2.3. Descripcion de las muestras presentadas por Nobori et al. (2018; 2020), que fueron incluidas
en el anélisis de co-expresion. EL nombre de las muestras corresponde al asignado por Nobori et al. (2018;

2020). Con colores se diferencian las muestras que fueron agrupadas en un mismo clado en el arbol
presentado en la Figura 2.4. SA, acido salicilico; AJ, acido jasmonico.

Cepas .
. . Mediode | Hospedantes .
Nombres de muestras | bacterianas Experimento R R Tiempo
. cultivo (fenotipo)
(fenotipo)
In vitro KB avrRps4 avrPps4 (ETI) In vitro KB ninguno 6h
In vitro KB D36E D36E (PTI) In vitro KB ninguno 6h
In vitro KB avrRtp2 avrRtp2 (ETI) In vitro KB ninguno 6h
In vitro KB Pst DC3000 Pto In vitro KB ninguno 6h
In vitro HIM Pst DC3000 | Pto In vitro HIM ninguno 6h
Col-0 Pst DC3000-48h | Pto In planta ninguno Col-0 48 h
Col-0 pad4 sid2
ps Pst DC3000-48 h Pto In planta ninguno (afectadaenlaviadel |48h
AS)
. Col-0 pad4 (afectada
p Pst DC3000-48 h Pto In planta ninguno en la via del AS) 48 h
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s Pst DC3000-48 h

Pto

In planta

ninguno

Col-0 sid2 (afectada en
la via del AS)

48 h

Flg22 Pst DC3000

Pto

In planta

ninguno

Col-0 (pre-tratada con
Flg22)

6h

D36E Pst DC3000

D36E (PTI)

In planta

ninguno

Col-0

6h

Chitosan Pst DC3000

Pto

In planta

ninguno

Col-0 (pre-tratada con
quitosano)

6h

stp AvrRpt2

avrRtp2 (ETI)

In planta

ninguno

Col-0 stp2/stp13
(afectada en el
transporte de
azucares)

6h

stp Pto

Pto

In planta

ninguno

Col-0 stp2/stp13
(afectada en el
transporte de
azucares)

6h

rr AvrRpt2

avrRtp2 (ETI)

In planta

ninguno

Col-0 rps2/rpm1
(afectadaenla
induccion de ETI)

6h

Col-0 AvrRpt2

avrRtp2 (ETI)

In planta

ninguno

Col-0

6h

b2b3 AvrRpt2

avrRtp2 (ETI)

In planta

ninguno

Col-0 cyp79b2
cyp79b3 (afectada en
el metabolismo de
triptofano)

6h

sid2-pmr4 AvrRpt2

avrRtp2 (ETI)

In planta

ninguno

Col-0 spm (afectada
enlaviadelASy
deposicion de calosa)

6h

b2b3 DC3000

Pto

In planta

ninguno

Col-0 cyp79b2
cyp79b3 (afectada en
el metabolismo de
triptéfano)

6h

sid2-pmr4

Pto

In planta

ninguno

Col-0 spm (afectada
enlaviadelASy
deposicién de calosa)

6h

deps AvrRpt2

avrRtp2 (ETI)

In planta

ninguno

Col-0 dde2 ein2 pad4
sid2 (afectada en la via
del AS, Al y etileno)

6h

AvrPps4

avrPps4 (ETI)

In planta

ninguno

Col-0

6h

SA

Pto

In planta

ninguno

Col-0 (pre-tratada con
SA)

pad4 AvrRpt2

avrRtp2 (ETI)

In planta

ninguno

Col-0 pad4 (afectada
en lavia del AS)

6h

de AvrRpt2

avrRtp2 (ETI)

In planta

ninguno

Col-0 dde2 ein2
(afectada en la via del
AS, Al y etileno)

6h

deps DC3000

Pto

In planta

ninguno

Col-0 dde2 ein2 pad4
sid2 (afectada en la via
del AS, Al y etileno)

6h

de DC3000

Pto

In planta

ninguno

Col-0 dde2 ein2
(afectada en la via del
AS, Al y etileno)

6h

nrp1 AvrRpt2

avrRtp2 (ETI)

In planta

ninguno

Col-0 npr1 (afectada
en la via del AS)

6h
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. Col-0 npr1 (afectada
nrp1 Pst DC3000 Pto In planta ninguno enla via del AS) 6h
Col-0 pad4 sid2
ps AvrRpt2 avrRtp2 (ETI) In planta ninguno (afectadaenlaviadel [6h
AS)
. . Col-0 sid2 (afectada en
sid2 AvrRpt2 avrRtp2 (ETI) In planta ninguno la via del AS) 6h
. Col-0 pad4 (afectada
pad4 Pst DC3000 Pto In planta ninguno enla via del AS) 6h
Col-0 pad4 sid2
ps Pst DC3000 Pto In planta ninguno (afectadaenlaviadel |6h
AS)
. ) Col-0 sid2 (afectada en
sid2 Pst DC3000 Pto In planta ninguno la via del AS) 6h
mock Pto In planta ninguno Col-0 (pretratada con 6h
agua, control)
Col-0 pst Pto In planta ninguno Col-0 6h

Nuestro andlisis identificé que cuatro genes que codifican para enzimas biosintéticas de poliaminas
(speA, speC, speE y speD), el transportador de poliaminas potF y cuatro genes implicados en el
catabolismo (pauA7, pauA2, pauA4y spuC), establecen relaciones de co-expresion significativas
con otros nodos genéticos. Una evaluacion de estos grupos de genes, asi como un anélisis de
enriquecimiento de términos GO (gene ontology), evidencid una sobrerrepresentacion de categorias
de genes intimamente relacionados con la biosintesis de compuestos nitrogenados, el
metabolismo de acidos carboxilicos, la generacidn de energia, los procesos metabdlicos primarios,
el transporte transmembrana, la regulacion de la expresion génica y procesos biosintéticos de
macromoléculas (Figuras 2.3 B). Particularmente, encontramos que algunos de los genes que
pertenecen a las vias de la degradacion establecieron interacciones contrastantes con estos nodos,
lo que sugiere la existencia de mecanismos regulatorios que evitan la activacion simultanea del

anabolismo y catabolismo de estos compuestos (Figura 2.3 A).
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Figura 2.3. Andlisis de co-expresion de genes de Pto utilizando los conjuntos de datos reportados por
Nobori et al. (2018; 2020). Utilizando el conjunto de datos correspondiente descripto en la Tabla 2.3 se
realiz6 un andlisis de co-expresion seglin la metodologia descripta en la seccidén correspondiente de
Materiales y Métodos. En el panel A se describen los genes cuyas expresiones demostraron niveles de
correlacion con un R?2 0,75, distinguiendo las correlaciones positivas (ramas verdes) de aquellas negativas
(ramas rojas). Ademas, las funciones bioldgicas a las cuales estén asociados los genes seleccionados estan
codificadas por colores. En el panel B se observan los resultados del analisis de enriquecimiento GO de los
genes considerados en A.

Otra observacién importante es que la biosintesis de poliaminas tuvo una correlacién positiva con
los genes implicados en la generacion de energia (subunidades de ATP sintasa y proteinas
transportadoras de electrones), pero una correlacion negativa con los genes implicados en el
desarrollo del flagelo (Figura 2.3 A). Por lo tanto, esto sugiere que la produccién de energia esta
estrechamente relacionada con la sintesis de poliaminas, pero que estas tendrian un impacto

negativo sobre la movilidad bacteriana.

Para comprender mejor los vinculos en la regulacion de estos genes desde el punto de vista
temporal, realizamos posteriormente un dendrograma de agrupacion. Este analisis mostré que los
genes biosintéticos se agrupan en el grupo lll (Figura 2.4), siendo este un grupo de genes que incluye
a aquellos inducidos al comienzo de la invasion de la planta y reprimidos en etapas posteriores. Es
interesante notar que estos genes también estan reprimidos en las muestras tomadas de las
plantas donde la PTI fue inducida (flg22) o cuando se utiliz6 a la cepa hipovirulenta D36E. Los genes
de este grupo también se encontraron reprimidos en pruebas in vitro, ya sea que se hayan utilizado
medios ricos como minimos. Por su parte, los genes catabélicos de poliaminas fueron asignados al

grupo Il. Aunque este grupo estd compuesto por genes levemente inducidos en los primeros
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periodos de invasion de la planta y reprimidos in vitro, son fuertemente inducidos en etapas
posteriores de la infeccidén. En conjunto, estos hallazgos respaldan nuestra hipétesis, dénde se
plantea que la produccién de poliaminas es esencial al inicio de la invasion de los tejidos vegetales,
pero que su acumulacién no es necesaria en etapas posteriores donde la via catabdlica tiene un

mayor peso.
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Figura 2.4. Agrupacion jerarquica de los genes de Pto que demostraron niveles de co-expresion
significativos. Se realizo6 el andlisis de agrupacion jerarquica utilizando el conjunto de genes descriptos en la
Figura 2.3, los que surgen de los trabajos de Nobori et al. (2018; 2020). En el eje Y se indican las muestras
incluidas en el andlisis (informacién mas detallada en Tabla 2.3). El eje X representa la identidad de los
distintos genes y se indican sus niveles de expresion segun la escala indicada. A su vez, se identifican los
genes del metabolismo de poliaminas presentes en cada cluster, referenciando su funcionalidad con colores
diferentes.

Asimismo, aplicamos el mismo proceso analitico utilizando el conjunto de datos publicado por Yu
etal. (2013). Debe tenerse en cuenta que en este trabajo se investigo la expresion génica en la cepa
Pss B728a durante la infeccion de P. vulgaris luego de 48 hpi (tanto en su modo de crecimiento
apoplastico como epifitico) y también in vitro bajo diferentes condiciones estresantes (deficiencia
de nitrégeno o hierro y estrés oxidativo u osmaético), por lo que las conclusiones resultantes solo
pueden ser validas al considerar etapas tardias de la infeccion (Tabla 2.4).

Tabla 2.4. Descripcion de las muestras seleccionadas de Yu et al. (2013), que se utilizaron para llevar a
cabo el andlisis de co-expresion. EL nombre de las muestras corresponde al asignado por los autores.
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Nombres de Cepas‘ . . . Hospedantes .
bacterianas Experimento | Medios de cultivo R Tiempo
muestras . (fenotipo)
(fenotipo)
Apo Pss B728a In planta ninguno P. vulgaris 72h
Epi Pss B728a In planta ninguno P. vulgaris 48 h
Medio minimo sin glutamina,
(NH4)SO4y N-(B-ketocaroil)-L-
Low N Pss B728a In vitro homoserin lactona ninguno 2h
Low Fe Pss B728a In vitro Medio minimo sin FeCls ninguno 2h
H20- Pss B728a In vitro Medio minimo con 0,5mM H202 | ninguno 15 min
NaCl Pss B728a In vitro Medio minimo con 0,23 M NaCl | ninguno 15 min

Después de realizar un andlisis de enriquecimiento de GO, se descubrié que los procesos
degradativos y las categorias de transporte de membrana se encontraban sobrerrepresentadas
(Figura 2.5 B). Ademas, descubrimos que una mayor cantidad de genes del metabolismo de
poliaminas mostraron valores de co-expresion significativos (Figura 2.5 A). EL gen biosintético speA
esta vinculado principalmente de forma negativa a genes del metabolismo secundario y reguladores
de la transcripcién/traduccién de genes. Ademas, encontramos un gran nimero de genes que
forman parte del catabolismo o transporte con conexiones positivas a distintos procesos
metabolicos. Estas observaciones sugieren que, como se concluyé anteriormente, el catabolismo

y transporte de poliaminas pueden ser procesos mas relevantes en etapas tardias de la infeccién o

bajo condiciones de crecimiento estresantes.
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Figura 2.5. Analisis de co-expresion de genes de Pss utilizando los conjuntos de datos reportados por Yu
etal. (2013). Utilizando el conjunto de datos correspondiente descripto en la Tabla 2.4, se realizé un analisis
de co-expresién segun la metodologia descripta en la seccidn correspondiente de Materiales y Métodos. En
el panel A se describen los genes cuyas expresiones demostraron niveles de correlacién con un R?= 0,99,
distinguiendo las correlaciones positivas (ramas verdes) de aquellas negativas (ramas rojas). Ademas, las
funciones bioldgicas a las cuales estan asociados los genes seleccionados estan codificadas por colores. En
el panel B se observan los resultados del andlisis de enriquecimiento GO de los genes considerados en A.

Por otro lado, representantes de las distintas vias metabdlicas se agruparon en los mismos grupos
al visualizarlos en forma de dendograma (Figura 2.6). Por lo tanto, se puede especular que en esta
etapa de la infeccion o en condiciones estresantes para la bacteria, existen mecanismos
regulatorios que afectan la expresion de genes especificos de cada una de las distintas vias del
metabolismo de poliaminas, en lugar de regular una via completa. Ademas de eso, speA se agrupd
en el grupo |, junto con genes que estan levemente reprimidos en respuesta a la baja disponibilidad
de nitrégeno, pero que permanecieron inalterados en otras condiciones de crecimiento (Figura 2.6).
Esto concuerda con la idea de que las bacterias enfrentan una reduccion en la disponibilidad de
nitrégeno durante el desarrollo de la enfermedad y, en consecuencia, reprimen la expresion de speA
para limitar el uso de nitrégeno en favor de la sintesis de otros compuestos esenciales. El grupo Il
contiene el operén spuDEFGH, el gen de la proteina secretora de PUT potE7, el de la oxidasa
catabdlica pauB3y la espermidina sintasa speE. Estos genes presentaron correlaciones positivas
con reguladores de la expresion génica y proteinas transmembrana ligeramente inducidas en
células cultivadas en condiciones hiperosméticas, lo que sugiere que podrian desempenar un papel
en la adaptacion a este tipo de estrés (Figura 2.5 A). A su vez, el grupo lll incluye la mayor cantidad
de genes del metabolismo de poliaminas. Todos estos genes pertenecen a las vias del catabolismo
y transporte, y establecen una correlacion positiva con una gran cantidad de genes inducidos en
condiciones de baja disponibilidad de nitrégeno. Estos resultados respaldan la idea de que inducir
la degradacion y el transporte de poliaminas ayuda a la bacteria a optimizar el uso de nitrégeno en
condiciones estresantes. De manera interesante, estos genes también mostraron conexiones
positivas con muchos genes que forman parte del sistema hrp/hrc, lo que sugiere que la induccion
de los mismos acompafia a la activacién de la virulencia bacteriana (Figura 2.5 A). Por ultimo, el
grupo IV contiene los genes del sistema transportador de poliaminas potABCD y otros genes
regulados positivamente en la planta, pero que cuya expresion no es modulada en otras condiciones
(Figura 2.6). Esta observacion concuerda con la idea de que el transporte de poliaminas podria

desempeniar un papel importante en etapas avanzadas de la infeccion.
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Figura 2.6. Agrupacion jerarquica de los genes de Pss que demostraron niveles de co-expresion
significativos. Se realizé el anélisis de agrupacion jerarquica utilizando el conjunto de genes descriptos en la
Figura 2.5, los que surgen del trabajo de Yu et al. 2013. En el eje Y se indican las muestras incluidas en el
andlisis (informacién mas detallada en Tabla 2.4). El eje X representa la identidad de los distintos genes y se
indican sus niveles de expresion segun la escala indicada. A su vez, se identifican los genes del metabolismo
de poliaminas presentes en cada cluster, referenciando su funcionalidad con colores diferentes. Low Ny Low
Fe: condiciones de crecimiento con deficiencia de nitrégeno o hierro, respectivamente.

2.3.4 Modulacion de los genes del metabolismo de poliaminas durante la respuesta al

estrés oxidativo.

Las poliaminas han sido reconocidas como metabolitos importantes que favorecen la tolerancia de
bacterias al estrés oxidativo (Chattopadhyay et al., 2003; Jung & Kim, 2003; Tkachenko et al., 2012;
Akhova & Tkachenko, 2020; Felix et al., 2021). A pesar de esto, nuestro analisis de co-expresién

descripto en la seccién anterior, no arrojé ninguna correlacién significativa entre los genes del
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metabolismo de poliaminas y genes implicados en la homeostasis del estado redox. Solo se
observé una correlacién positiva entre el gen que codifica la catalasa KatG y los genes que se
ubicaron en elgrupo Il del drbol jerarquico obtenido a partir de los datos de Nobori et al. (2018; 2020)
(Figura 2.4). Dado que el gen katG (junto con katB) es necesario para la virulencia en Pto (Guo et al.,
2012) y que su induccion en respuesta al H,O; en E. coli depende de poliaminas (Jung & Kim, 2003),
nos preguntamos si la activacion de los mecanismos de desintoxicacion de H,O,en P. syringae va
acompafada de modificaciones en la homeostasis de poliaminas. Con esto en mente, buscamos
datos transcriptémicos donde se evalud la expresion de genes bacterianos en respuesta al H,0,
centrandonos en trabajos cuyo disefo experimental consideraba la aplicacion del estresor durante
un periodo corto de tiempo (= 1 h) a los fines de evaluar la respuesta inmediata. Ademas, debido a
que no se encontrd en la literatura un gran nimero de trabajos que utilizaran Pto como modelo de
estudio, se incluyeron otros estudios realizados en especies cercanas filogenéticamente como son
Ppy Pa. Sumado a esto, seleccionamos trabajos que utilizaron E. coliy S. enterica como especies
modelos, y de esta manera, obtener una idea general del comportamiento del metabolismo de

poliaminas de bacterias en respuesta a este estrés.

Como se muestra en la Figura 2.7 A, a excepcion de la inhibicidn de la sintesis de PUT o ESPD poco
después de la adicion de H,O, al medio de cultivo, nuestro analisis muestra que el metabolismo de
poliaminas permanece practicamente sin cambios durante la respuesta al estrés oxidativo en
especies de Pseudomonas. En E. coliy S. enterica, sin embargo, se produce una mayor represion de
la sintesis y el transporte de poliaminas (Figura 2.7 B), lo que sugiere que la regulacién temprana de
la concentracidn intracelular de estos metabolitos podria desempefar un papel mas importante en
las enterobacterias. De hecho, genes que son inducidos en respuesta al estrés oxidativo tales como
oxyR, soxS y soxR, resultaron mayormente activados en estas especies en comparacion con
Pseudomonas. En general, concebimos que se requiere una rapida represion de la sintesis de
poliaminas como parte de la respuesta al estrés oxidativo en bacterias. Seria interesante explorar,
entonces, como las bacterias fitopatdgenas adaptan el metabolismo de poliaminas para hacer

frente al estrés oxidativo impuesto por las plantas sin afectar su aptitud ni la patogénesis.
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Figura 2.7. Genes del metabolismo de poliaminas diferencialmente expresados en bacterias en
respuesta al estrés oxidativo. El mapa de calor representa la tasa de cambio en los niveles de expresion
(logoFC) de genes del metabolismo de poliaminas en A) Pto, Pp K2400y Pa PAO1;y B) Escherichia coli K-12
y Salmonella enterica ATCC 13076, cultivadas en medio suplementado con H,O; respecto a células cultivas
en condiciones control. Se incluyo al andlisis, ademas, genes implicados en la respuesta al estrés oxidativo.
Se consideraron Unicamente los genes cuyos niveles de expresion mostraban una tasa de expresiéon de = |0,5|
(LogFC,) con un valor p-ajustado < 0,05.
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2.4 DISCUSION.

La creciente cantidad de conjuntos de datos transcriptémicos en bacterias proporciona un recurso
valioso para identificar caracteristicas claves involucradas en procesos celulares como el
crecimiento, el desarrollo y la tolerancia al estrés (Caldas & Vinga, 2014). En el caso de los
microbios patégenos, estos estudios no sélo permiten evaluar la relevancia relativa de diferentes
vias metabdlicas, sino que también proporcionan una gran cantidad de informacién sobre los
mecanismos comunes que participan en la activacién de la virulencia. En este capitulo, exploramos
distintas bases de datos como una primera aproximacion para comprender la modulacion de la
expresion de los genes del metabolismo de poliaminas durante el establecimiento de

enfermedades y en la respuesta al estrés oxidativo en especies de Pseudomonas.

En una primera instancia, identificamos en P. syringae y otras especies bacterianas relacionadas,
los genes del metabolismo de poliaminas utilizando como referencias los genes que han sido
previamente caracterizados y evaluados experimentalmente en Pa y E. coli MG1655. Agrupamos
estos genes en 3 categorias segun su funcién bioldgica: anabolismo, catabolismo y transporte
(aquellos que participan tanto en la secrecién, como en la incorporacion de poliaminas). Analizando
los genes identificados de forma global, podemos concluir que las rutas metabdlicas de poliaminas
se encuentran altamente conservadas en E. coli y S. enterica, coincidente con la cercania
filogenética observada entre estas especies (Williams et al., 2010). Por su parte, si bien el género
Pseudomonas se caracteriza por su versatilidad metabdlica (Silby et al., 2011), dentro de las
especies analizadas encontramos poca variacién en lo que respecta a las vias del metabolismo de

poliaminas.

En relacion a esto, encontramos genes que participan tanto en la sintesis de PUT (ya sea por la via
de la ornitina descarboxilasa, como de la arginina descarboxilasa) y de ESPD (speE/speD). Como
Unica excepcion, en el genoma de Pp KT2440 no se encontré ningun gen que codifique para la
enzima SpeD, la cual cataliza la sintesis de SAMdc. Existen rutas alternativas que explican la
sintesis de ESPD en otras bacterias mediante la accién de las enzimas carboxiespermidina
descarboxilasa (CASDC) y carboxiespermidina deshidrogenasa (CASDH), aunque su presencia no
ha sido demostrada en Pp hasta el momento (Barrientos-Moreno et al., 2019). En concordancia con
esta hipotesis, Melnyk et al. (2019) reportaron que practicamente todas las bacterias del género
Pseudomonas tienen el potencial genédmico de sintetizar ESPD a través de la via SpeE/SpeD o

CASDC/CASDH, aunque rara vez se pueden encontrar ambas en simultaneo. Por su parte,
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encontramos en Pseudomonas los homélogos para la mayoria de los genes que forman parte de las
vias catabdlicas de poliaminas que han sido caracterizados en E. coli. Un hecho interesante en
relacion a esto, es la alta tasa de duplicacion observada en los genes pauA y pauB en las bacterias
de este género. Se ha descrito que la presencia de duplicaciones génicas ofrece oportunidades
evolutivas para que los organismos se diversifiguen y se adapten a condiciones ambientales
cambiantes, ya que los genes duplicados pueden modificar sus patrones de expresién (Huminiecki
y Wolfe, 2004; Tumpel et al., 2006), cambiar las afinidades de sustrato (Voordeckers et al., 2012) y
cambiar entre mddulos reguladores (Thompson et al., 2013). Por otro lado, se observé que solo Pa
codifica para la enzima SpeG, la cual participa en la degradaciéon de ESPD y tendria un rol muy
relevante para la patogénesis de esta bacteria (Hu et al., 2018). Dado la falta de estudios sobre la
degradacién de esta amina en P. syringae, se desconoce si existe algun gen que pueda cumplir una
funcién bioldgica similar a la enzima SpeG o si este mecanismo es exclusivo de Pa. El operén
SpuABDCDEFGH fue identificado en todos los genomas de Pseudomonas, destacando su
relevancia en la incorporacién y utilizacién de PUT y ESPD (Lu et al., 2002). Nuevamente,
observamos genes duplicados para algunos de los genes que forman parte de este operdn, en
especial los que codifican para los complejos transmembrana. Una via alternativa para la
asimilacion de ESPD en Pseudomonas estaria mediada por la accién del complejo PotABDC. Sin
embargo, se desconoce la existencia de una via alternativa para PUT como la que cumplen los
transportadores codificados por los genes puuP'y plaP en E. coli, siendo Pp la Unica que tendria la
capacidad de expresar un gen homaélogo a puuP. Por su parte, la secrecién de PUT es llevada a cabo
por los productos del gen potE 'y el operdn sapBCDF en E. coli. En relacién con esto, se encontraron
secuencias génicas homoélogas para estos transportadores en los genomas de Pseudomonas, con
la excepcion del operén sapBDCF, que no fue encontrado en Pa. En cambio, esta cepa es la Unica
de las Pseudomonas evaluadas que posee homologos para el complejo MtdJI (Higashi et al., 2008)
encargado de la secrecion de ESPD en E. coli. Si bien la secrecion de poliaminas tiene un rol
relevante en la fisiologia bacteriana dado que participan en la produccion del biofilms (Karatan et
al., 2005), en la respuesta al estrés oxidativo y a antibiéticos (Johnson et al., 2012), asi como en la
comunicacion célula-célula (Shi et al., 2019), actualmente no contamos con trabajos que
demuestren experimentalmente cuéles son los genes que participarian en estos procesos en

Pseudomonas.

Una vez identificados los genes que participan del metabolismo de las poliaminas, comparamos los
niveles de expresién de estos en células de P. syringae cultivadas en medios ricos en relacién a

aquellas que crecieron en medio HIM. Los trabajos seleccionados para nuestro analisis estudiaron
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un lapso de tiempo que abarcé 8 h de cultivo y evidenciaron la existencia de un mecanismo
regulador que suprime principalmente la sintesis de poliaminas en HIM. Estos resultados indican
que las poliaminas tendrian una importancia relativamente menor durante el crecimiento en
condiciones inductoras de la virulencia, ademas, sugieren que los mecanismos que gobiernan la
homeostasis de las poliaminas son distintos de los que inducen la expresion del conjunto de genes
pertenecientes al hrp/hrc. Esta observacion contradice resultados previos de nuestro grupo de
trabajo, en donde se demostré mediante gRT-PCR que el gen biosintético de poliaminas speCy las
enzimas catabdlicas pauA3 y pauB2 son levemente inducidos en estas mismas condiciones de
cultivo (Vilas et al., 2018). Sin embargo, debe considerarse que en el trabajo mencionado sélo se
analizaron muestras recolectadas a las 6 hpi, por lo que las variaciones en la expresién genética

antes o después de ese tiempo podrian diferir.

Si bien lo descripto anteriormente ofrece una primera aproximacion al entendimiento de la
importancia de las poliaminas en la patogénesis bacteriana, es sabido que el crecimiento
bacteriano in planta genera modificaciones mucho mas amplias en los patrones de expresién
génicas que las condiciones de crecimiento in vitro. En consecuencia, los resultados obtenidos en
condiciones in vitro e in planta no siempre son comparables (Vandelle et al., 2021). Por lo tanto,
posteriormente evaluamos datos de expresion in planta publicados en diferentes estudios, los
cuales deberian reflejar con mayor precision las alteraciones del metabolismo de poliaminas y su
conexion con el desarrollo de la infeccion. En esta linea, nuestros estudios demostraron cambios
significativos respecto al comportamiento metabélico que mostraron las células in vitro. En este
sentido, evidenciamos que los genes que participan de sintesis de poliaminas se inducen durante
las primeras etapas de la infeccion, pero se reprimen a medida que avanza la patogénesis. Si este
aumento inicial en el contenido de poliaminas a través de su sintesis es necesario para apoyar la
aptitud celular en esta etapa, entonces las cepas mutantes perturbadas en la sintesis de poliaminas
deberian verse afectadas en su virulencia. En relacién con esto, trabajos en R. solanacearum (que
depende exclusivamente de la via de la ornitina descarboxilasa para la sintesis de PUT) demostraron
que la delecién del gen speC conduce a un fenotipo hipovirulento en tomate (Lowe-Power et al.,

2018).

Otro dato interesante que surge de nuestro andlisis es que la pre-induccidn de respuestas de
defensa vegetal conduce a la represion en los genes de la biosintesis de poliaminasy a la regulacion
positiva de los genes del transporte en la bacteria. Este fenédmeno también se observa en la cepa

D36E, deficiente en la translocacion de efectores, resaltando la importancia de la funcién del T3SS
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para contrarrestar los mecanismos de defensa de las plantas. Por lo tanto, entendemos que la
sintesis de poliaminas disminuye en P. syringae cuando esta bacteria se enfrenta a los mecanismos
de inmunidad vegetal o bien, cuando no posee las herramientas moleculares para contrarrestar los
efectos de los mismos. En efecto, es concebible que la mayor expresion de transportadores de
poliaminas en estas condiciones se deba a un intento por parte de la bacteria de incorporar estos
compuestos desde el nicho extracelular como resultado de la reduccién de la produccion de novo.
Pero cabe entonces preguntarse, ¢por qué disminuye la sintesis de poliaminas en estas
condiciones? ¢ Es esto una respuesta del metabolismo bacteriano al ambiente nocivo impuesto por
la activacién de lainmunidad vegetal, o bien es una consecuencia de la accién de los mecanismos

de defensa de las plantas para influir en la fisiologia bacteriana?

Para intentar responder estas interrogantes, se realizaron analisis de co-expresion utilizando como
matriz los datos reportados por Nobori et al. (2018; 2020) y Yu et al. (2013), donde las muestras
corresponden a células que crecieron tanto in vitro como in planta. Estos estudios indicaron que los
genes implicados en la biosintesis de poliaminas se co-expresan positivamente con componentes
ribosomales, asi como con reguladores de la transcripcidn/traduccion. Por el contrario, los genes
catabélicos de poliaminas mostraron una relacién de co-expresion negativa con el mismo grupo de
genes. Esto concuerda con estudios que demuestran que las poliaminas son necesarias para
garantizar la correcta interaccion del complejo ribosomal, promoviendo una mayor eficiencia de la
transcripcion (Winther et al., 2021). También distinguimos el mismo patrén de co-expresién con
genes implicados en la formacion de ATP, acido carboxilico y metabolismo del nitrégeno. Asi, la
acumulacion de poliaminas estaria asociada a la sintesis de compuestos metabdlicamente
importantes, a una mayor tasa de generaciéon de energia y expresion génica. Otro hallazgo
interesante es el hecho de que los genes biosintéticos de poliaminas se encontraron inversamente
relacionados con genes implicados en la produccién de flagelos, ya que sugiere que el movimiento
bacteriano podria verse afectado por poliaminas en Pseudomonas. En concordancia,
recientemente se demostré que la acumulacion de PUT en Pa, lo que se logra interrumpiendo la
degradacion de la misma o alterando la sintesis de ESPD, promueve la transicion celular hacia un
estado sésil (Liu et al., 2021). Asimismo, la falta de speA en Dickeya zeae y Proteus mirabilis
disminuye la movilidad celulary la produccién de biofilms (Shah and Swiatlo, 2008; Shi et al., 2019),
lo que también se logra en Yersinia pestis mediante la eliminacién de speA y speC (Patel et al.,
2006). Debido al rol pleiotrépico de las poliaminas y su amplia distribucién, mas estudios seran
necesarios para establecer mecanismos regulatorios precisos que conectan la homeostasis de

estas moléculas y la motilidad celular.
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Nuestro estudio también mostré que la biosintesis de poliaminas bacteriana se reprime durante las
etapas mas tardias de la infeccion, lo que también se asocia con la induccién de transportadores y
genes catabdlicos. Un escenario similar puede observarse en etapas tardias de interacciones
patogénicas establecidas por otras bacterias. Por ejemplo, Xanthomonas axonopodis pv. glycine
reduce la expresion de speD mientras que regula positivamente otros genes biosintéticos y del
transporte de poliaminas luego de 72 hpi durante el establecimiento de la enfermedad en soja
(Chatnaparat et al., 2016). Del mismo modo, la sintesis de poliaminas se reprime en Xanthomonas
oryzae pv. oryzae después de 5 dias de su inoculacion en plantas de arroz, a la vez que se observa
una activacion del transporte (Lee et al., 2017). Es interesante destacar que nuestro anélisis de
agrupamiento jerarquico de genes co-expresados muestra que los perfiles de transcripciéon de
muestras tomadas 48 hpi se agrupan con los obtenidos de células que crecen in vitro en
condiciones de baja disponibilidad de nitrégeno o en medio minimo, asi como en experimentos que
utilizan plantas con mecanismos de inmunidad pre-inducidos (mediante tratamientos previos con
flg22) o que utilizan a la cepa D36E. Por lo tanto, es razonable concluir que las bacterias se enfrentan
a condiciones mas restrictivas en la ultima fase de la invasién de la planta en términos de
disponibilidad de nutrientes. Ademas, la induccion de varios genes metabdlicos de poliaminas se
correlaciona con la induccion del T3SS a las 48 hpi. En conjunto, estos hallazgos conducen a la
hipétesis de que la sintesis de poliaminas en los patovares de Pseudomonas syringae es importante
durante la etapa mas temprana de invasion del hospedante, un proceso que se acompafa de la
activacién del metabolismo del nitrégeno y del acido carboxilico, la traduccién/transcripcion y la
generacion de energia. Esta via, sin embargo, seria reprimida en las Ultimas etapas de la infeccion
con la consiguiente induccidn del transporte de poliaminas y de los sistemas catabdlicos, lo cual

constituye posiblemente una adaptacion a la menor disponibilidad de nutrientes.

Se sabe que uno de los principales mecanismos de defensa desplegados por las plantas contra los
patégenos bacterianos endofiticos es la generacion y acumulacion de EROS en el apoplasto (Yu et
al., 2013; O'Leary et al., 2016), imponiendo asi condiciones de estrés oxidativo con la intencién de
contener la proliferacion del microorganismo y de inducir otros mecanismos de defensa. Con esto
en mente, exploramos datos transcriptomicos obtenidos de diferentes especies bacterianas
expuestas a estrés oxidativo inducido por la suplementacion de medios de cultivo con H,O..
Nuestro analisis mostré que, aunque en diferentes grados, los genes biosintéticos de poliaminas
fueron regulados negativamente en las bacterias cultivadas en tales condiciones estresantes. Por
lo tanto, especulamos que existe un mecanismo regulatorio que conduce a la reduccién de la

sintesis de poliaminas cuando las bacterias se enfrentan a condiciones no favorables. Siuna menor
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expresion de los genes de sintesis de poliaminas se asocia con la activacion de la maquinaria
antioxidante en bacterias, esto desafia el paradigma aceptado actualmente donde se afirma que las
poliaminas son necesarias para la tolerancia al estrés oxidativo (Chattopadhyay et al., 2003; El-
Halfawy & Valvano, 2014; Jelsbak et al., 2012; Johnson et al., 2012). En relacion a esto, Lowe-Power
etal. (2018) propusieron que la sintesis y secrecién de poliaminas por R. solanacearum en el xilema
de tomate seria un mecanismo utilizado por esta bacteria para atenuar el estrés oxidativo. Es
importante destacar que los autores demostraron que la PUT se acumula en este compartimento
vegetal presumiblemente como producto de la activacion del metabolismo bacteriano, y que la
mutante AspeC resulté completamente avirulenta. En un trabajo llevado a cabo previamente por
nuestro grupo de trabajo, se demostré que Pto también puede secretar grandes cantidades de PUT
mientras crece en fluidos apoplasticos de tomate, aunque no se pudo encontrar un vinculo entre
este fendmeno y la aptitud/virulencia bacteriana (Vilas et al., 2018). Por lo tanto, la sintesis de
poliaminas podria no estar relacionada a la respuesta al estrés oxidativo, aunque si lo podria estar
la secrecion de las mismas, proceso que también seria importante para la virulencia. En los
Capitulos Il y IV de la presente tesis doctoral exploramos estos aspectos utilizando cepas

mutantes de Pto incapaces de sintetizar poliaminas.
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3. CAPITULO IlI: Participacion del metabolismo de poliaminas de P.

syringae en la tolerancia al estrés oxidativo.

Los organismos superiores responden a microorganismos potencialmente dafinos con la
produccion de EROS, tales como el superdxido (O2), el radical hidroxilo (OH') y el perdxido de
hidrégeno (H.O,). Por ejemplo, la sintesis de EROS es una conocida respuesta de defensa evocada
en las plantas tras la deteccidn de patégenos, que consiste en la rapida sintesis y acumulacién de
altas concentraciones de estas moléculas en las proximidades del microorganismo invasor. Esta
respuesta crea un ambiente oxidativo, que actua directa e indirectamente, afectando el crecimiento
microbianoy el desarrollo de enfermedades. El estrés oxidativo en microorganismos también puede
ser causado por la accion de compuestos antimicrobianos producidos por plantas, que promueven
tasas mas altas de produccion interna de EROS. Como resultado, los microorganismos deben tener
mecanismos para lidiar con los efectos negativos de estos compuestos. Si esto no se gestiona
adecuadamente, puede tener consecuencias deletéreas sobre el crecimiento y el desarrollo debido

al dafo oxidativo de biomoléculas importantes.

Las poliaminas han sido relacionadas en la modulacién de la respuesta a este estrés en bacterias.
Sin embargo, esto se ve cuestionado por los resultados del meta-analisis que describimos en el
Capitulo Il, donde se observa la represion de los genes implicados en el anabolismo de poliaminas
en diversas especies bacterianas, poco después de exponer las células a H,O,. Ademas, los
antecedentes reportados hasta el momento surgen de trabajos donde no se contemplaron
bacterias fitopatégenas, por lo que desconocemos aun la relacién entre el metabolismo de
poliaminas en esta clase de microorganismos y su tolerancia a agentes oxidantes. Con el fin de
estudiar este aspecto en Pto, en este capitulo evaluamos el fenotipo de cepas perturbadas en la
sintesis de poliaminas y exploramos las posibles conexiones entre estos compuestos y los

mecanismos que subyacen a la respuesta al estrés oxidativo en esta especie.
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3.1 MATERIALES Y METODOS.

3.1.1 Cepas bacterianas, plasmidos y cebadores utilizados en este capitulo.

Las cepas bacterianas utilizadas para la construccién de mutantes, asi como los plasmidos 'y

cebadores empleados son destallados en las Tablas 3.1y 3.2.

Tabla 3.1. Cepas bacteriana y plasmidos utilizados a lo largo de este capitulo. Se detallan los nombres de
las cepas bacterianas y plasmidos utilizados en este capitulo, con sus caracteristicas mas relevantes e

indicando el origen de los mismos.

Cepas bacterianas

Caracteristicas Relevantes

Origen o referencia

pBBR1MSC-5 que expresa el gen speC

Pto wild type (wt) Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 Buell et al. (2003)
AspeA Pto con delecién en marco del gen speA Solmi et al. (2023)
AspeC Pto con delecién en marco del gen speC Solmi et al. (2023)
AspeE Pto con delecién en marco del gen speC Solmi et al. (2023)
AspeADspeC Pto con delecion en marco de los genes speAy Solmi et al. (2023)
speC
Pto AspeE complementada con le plasmido .
Aspek (spek) pBBR1MSC-5 que expresa el gen speE Solmi et al. (2023)
Pto AspeA AspeC complementada con le pldsmido .
AspeAlspeC (speA) pBBR1MSC-5 que expresa el gen speA Solmi et al. (2023)
AspeAdspeC (speC) Pto AspeA AspeC complementada con le plasmido Solmi et al. (2023)

Pto PkatG::GFPuv

Pto wild type transformada con el plasmido
pBBR1MSC-5 que expresa la fusion
transcripcional PkatG::GFPuv

Solmi et al. (2023)

Pto PkatB::GFPuv

Pto wild type transformada con el plasmido
pBBR1MSC-5 que expresa la fusion
transcripcional PkatB::GFPuv

Solmi et al. (2023)

AspeE PkatG::GFPuv

Pto AspekE transformada con el plasmido
pBBR1MSC-5 que expresa la fusion
transcripcional PkatG::GFPuv

Solmi et al. (2023)

AspeE PkatB::GFPuv

Pto AspekE transformada con el plasmido
pBBR1MSC-5 que expresa la fusion
transcripcional PkatB::GFPuv

Solmi et al. (2023)

Pto roGFP

Pto wild type transformada con el pldsmido pDSK-
psbA-RBS-roGFP

Solmi et al. (2023)

AspeE roGFP

Pto ASpeE transformada con el pldsmido pDSK-
psbA-RBS-roGFP

Solmi et al. (2023)

Escherichia coli One
Shot® OmniMAX™ 2 T1R

Cepa competente, quimicamente mejorada de E.
coli

Inivtrogen ©

68




Escherichia coli S17 Apir

E. coli que permite la movilizacion de pldsmidos
mediante conjugacién dependiente de RP-4y
replicacion de los plasmidos de la familia R6K

(incX)

Simon et al. (1983)

Plasmidos Caracteristicas Relevantes Origen o referencia
PBBR1MSC-5 Pequefiotamafio, de amplio espectrode Kovach et al. (1995)
hospedadores, resistencia a gentamicina (Gm?)

Estable y de amplio espectro de hospedador, alta
pDSK-GFPuv expresion de GFPuy, resistencia a kanamicina Wang et al. (2007)

(Km")

pFVP 25.1 roGFP

Pequefio tamano, expresion constitutiva de roGFP
en Salmonella enterica, resistencia a gentamicina
(Gm")

van der Heijden & Finlay,
(2015)

Pequefo tamano, movilizable, sensible a sacarosa

PkatB::GPFuv

PK18Mobsach (sacB), resistencia a kanamicina (KmF) Schafer etal. (1994)
Pequefio tamafo, de amplio espectro de
pBBR1MSC-5 hospedadores, expresion de GFPuv bajo el control

del promotor de katB, resistencia a gentamicina
(Gm")

Solmi et al. (2023)

pBBR1MSC-5
PkatG::GPFuv

Pequefio tamafo, de amplio espectro de
hospedadores, expresién de GFPuv bajo el control
del promotor de katG, resistencia a gentamicina
(Gm?)

Solmi et al. (2023)

pDSK-GFPuv

Estable y de amplio espectro de hospedador, alta
expresion de roGFP, resistencia a kanamicina
(KmF)

Solmi et al. (2023)

Tabla 3.2. Cebadores implementados en este capitulo. Subrayado en la secuencia de cada cebador, se
sefala el sito de corte reconocida por la enzima de restriccion indicada en la columna derecha de la tabla.

ID Secuencia Sitio de corte. de. .
enzima de restriccion

speA AF AACGGATCCGGGGACCTCTGTGTGCATCG BamHI

speA AR TGCCCTCAGGACGACAAGTATGTGCGTCGTACGGACATCGAGG -

speA BF ATGTCCGTACGACGCACATACTTGTCGTCCTGAGGGCACG -
speABR GCAAAGCTTAGCCCCTTCTCCAACTGCCT Hindlll

speA SegA GGATCGCTCAAGGACGATGT -

speA SeqB TCGGATTCAGCGAGTTCAGC -

speC AF TAAGCAGAATTCCTCGCTGGTCAGCATCAC EcoRl

speC AR AAAATTTACAGGTAGAACGAGGCGGTATCAATGACCACGA -

speC BF TCGTGGTCATTGATACCGCCTCGTTCTACCTGTAAATTTTCAGC -

speC BR CTGCAGGCAGGATGCGATGGTAATCAGGT Pstl

speC SegA CAGGTCCTTGGGAAGGCA -

speC SeqB GCGGTTCAACTGAAGTAACC -
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speE-AF TAAGCAGAATTCACCCGATTGATGCGCTCC EcoRl

speE-AR GTCTGTCAGTCGTTACTGGCCTGATAATCGCTCATGGGTAAGC -
speE BF ATGAGCGATTATCAGGCCAGTAACGACTGACAGAC -
speE BR CGAGTCGACTAACGCACCACCGGAAAGC Sall

speE SeqA GGCGCAACTATCCTAGCA -

speE SeqB CCATTGAACAGCGCTTCGA -

GFPuvF GGGGTACCAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCAC Kpnl
PromKatBF | CGGAATTCCGACACTGTCATCTTCCTGC EcoRl
PromKatBR | GGGGTACCATGAACCATGTGTCTGGACC Kpnl
PromKatGF | CGGAATTCCGCATCAGTTCGATGACTGC EcoRl
PromKatGR | GGGGTACCCAGTTGACATGCTTGATACACC Kpnl
roGFPF CCTCTAGATTTAAGAAGGAGATATACAT Xbal
roGFP R GGCTGCAGTTATTTGTATAGTTCATCCATGCC Pstl
M13F GTAAAACGACGGCCAGT -
M13R CAGGAAACAGCTATGAC -

pK18 M13R | AACAGCTATGACATGA -

3.1.2 Medios de cultivos.

Los medios liquidos utilizados en este capitulo para el cultivo de bacterias fueron los medios LB
(extracto de levadura 5 g/L, triptona 10 g/L, NaCl 10 g/L), y M9 [sales M9 cuya composicién es: 3
g/L de KH,PO,, 0,5 g/L de NaCl, 6,78 g/L de Na,HPO,y 1 g/L NH,Cl a pH 7,2; glucosa 0,4 % (p/v),
MgS0O, 2mMy CaCl, 0,1mM]. Como medio sélido para el crecimiento bacteriano se utilizé LB-agar
(LB, agar 10 g/L). Cuando fue necesario, los medios se suplementaron con rifampicina (50 pg/mL),
gentamicina (40 pg/mL para medios sélidos y 30 pug/mL para medios liquidos) o kanamicina (50

pg/mL).

3.1.3 Condiciones de cultivo y cuantificacion de la tasa de crecimiento.

Las cepas de Pto fueron cultivadas a 28 °C de forma estatica en medio sélido o bien en medios
liquidos con agitacion constante a 160 rpm (revoluciones por minuto), mientras que se modifico la
temperatura a 37 °C para el caso de E. coli. Las curvas de crecimiento se obtuvieron cuantificando
la absorbancia éptica a 600 nm (ODsoonm) de cultivos de 200 uL en pocillos de placas multipocillo

X96 utilizando el lector de microplacas hibrido multimodo Synergy H1 (BioTek Instruments, Inc.).
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3.1.3 Construccion de cepas mutantes de Pto.

Las cepas de Pto con deleciones en marco en los genes que codifican la arginina descarboxilasa
(speA, PSPTO_4842), la ornitina descarboxilasa (speC, PSPTO_4572) y la espermidina sintasa
(speE, PSPTO_2055), se construyeron siguiendo el método de doble recombinacién homdloga
descripto por Kvitko & Collmer (2011), utilizando el pldsmido suicida pK18mobsacB. Para ello, las
secuencias aguas arriba (fragmento A, ~ 1.000 pb) y aguas abajo (fragmento B, ~ 500 pb) de cada
gen se amplificaron mediante PCR utilizando la polimerasa de alta fidelidad HiFi TransTag® (TRANS)
y los pares correspondientes de cebadores AF-AR y BF-BR (Tabla 3.2 y Figura 3.1 A). A
continuacion, ambos fragmentos se fusionaron por PCR utilizando los cebadores AF y BR para
generar un fragmento de ~ 1.500 pb, el cual se inserté en pK18mobsacB mediante reacciones de
restriccidn/ligacion dando como resultado el cassette de delecion correspondiente. Este plasmido
posteriormente se transformé en células competentes de E. coli OmniMAX™ (Invitrogen) mediante
el método de choque térmico (Figura 3.1 A, By C). Se usaron los cebadores M13-F y pK18M13-R
para amplificar los fragmentos clonados y verificar su identidad mediante su secuenciacién y
comparacién con la secuencia original. La transferencia de pldsmido de E. coli a Pto wt se realiz6
mediante conjugacion biparental utilizando la cepa E. coli S17-1 como donante. Las colonias de Pto
transformadas se seleccionaron en placas de LB suplementadas con rifampicina y kanamicina en
concentraciones adecuadas. Estas bacterias sufrieron un primer evento de recombinacion por el
cual el vector pK18mobsacB se insert6 en el ggnoma mediante las secuencias de homologia de la
region A o de la region B (Figura 3.1 D). La contraseleccion se realizé en placas de LB
suplementadas con rifampicina 'y 10 % (p/v) de sacarosa, la que implica un segundo evento de
recombinacion por el cual se libera el plasmido pK18mobsacB del genoma dejando una versién
truncada del gen de interés (Figura 3.1 E). Luego se repicaron colonias individuales y se cultivaron
en placas con la combinacion de kanamicina y rifampicina o con rifampicina sola para comprobar
la pérdida de resistencia a kanamicina. Las colonias seleccionadas se confirmaron mediante PCR
utilizando el par de cebadores SegA y SeqB (Figura 3.1 F). Para construir la mutante doble
AspeAlAspeC, se realizo la delecion de speC utilizando la mutante simple AspeA como fondo

genético.
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Figura 3.1. Representacion esquematica del protocolo utilizado para la delecion de genes de Pto en este
estudio. Se encuentra una breve explicacion de cada panel en la seccién 3.2.3.

3.1.4 Extraccion y cuantificacion de poliaminas.

Las muestras de los cultivos bacterianos se centrifugaron a 10.000 x g durante 5 min y se tomaron
60 L del sobrenadante libre de células como muestra de la fraccion de poliaminas extracelulares.
Los sedimentos bacterianos se lavaron dos veces con buffer PBS 1Xy finalmente se resuspendieron
en 300 pL de la misma solucién. Se agregaron 50 mg de perlas de vidrio (100 nm) y se lisaron las
células mediante agitacion vigorosa durante 45 s usando un disruptor celular (Cell Disruptor Genie,
Scientific Industries, Inc, Bohemia, NY, EE. UU.). Luego, las muestras se centrifugaron a 10.000 x g
durante 5 min y se recogieron 60 pL del sobrenadante para determinar la fraccion de poliaminas
intracelulares y 20 pL para la cuantificacion de proteinas. La cuantificacidn de poliaminas se realizd
mediante su derivatizacién con cloruro de dansilo. Para ello, se agregaron 4,6 L de acido perclérico
al 70 % (v/v) para alcanzar una concentracion final de 5 %, 6 pL de 1,7-diaminoheptano (100 pM)
como estandar interno, 60 uL de Na,CO; saturado y 75 pL de cloruro de dansilo (10 mg/mL en
acetona), y la mezcla se incubd en la oscuridad a 55 °C durante 2 h. La reaccién se detuvo
anadiendo 25 pL de prolina (100 mg/mL) y los tubos se incubaron otros 30 min a 55 °C. Se extrajeron
las poliaminas dansiladas en 200 pL de tolueno, fase que se evaporé al vacio. Los estandares de

poliaminas se trataron de la misma manera que las muestras. Finalmente, las muestras de
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poliaminas dansiladas se resuspendieron en 40 pL de acetonitrilo puro y se analizaron mediante
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, del inglés High-Performance Liquid
Chromatography). Las concentraciones de proteinas se determinaron mediante el método Bradford

(Bradford, 1976), utilizando albumina de suero bovino (ASB) como estandar.

3.1.5 Ensayo de tolerancia al H.O..

Se cultivaron las cepas bacterianas correspondientes en LB a 28 °C durante 16 h en agitacion, las
que luego se lavaron mediante dos ciclos de centrifugacidon/resuspensién con buffer PBS 1X.
Posteriormente, se utilizaron estas suspensiones celulares para inocular 5 mL de medio M9 hasta
alcanzar una ODeoonm final de 0,1. Los cultivos se incubaron durante 18 h sin o con la adicién de 2mM
de PUT o0 ESPD y finalmente fueron centrifugados a 10.000 x g durante 5 min. Los pellets bacterianos
obtenidos se lavaron en buffer PBS 1Xy se resuspendieron en la misma solucién a una ODggonm igual
a 0,12. Se colocaron alicuotas de 200 pL de estas suspensiones celulares en tubos Eppendorf de
1,5 mly posteriormente se agregaron 50 pL de PBS 1X sin o con la adicién de 10mM o 20mM de
H.O, para alcanzar concentraciones finales de 0OmM, 2mMy 4mM, respectivamente. Las células se
incubaron estaticamente a 28 °C durante 1 h. Transcurrido este periodo, las bacterias se lavaron
con PBS 1Xy se colocaron 5 pL de diluciones seriadas (1/10) en placas de agar LB con rifampicina.
Las unidades formadoras de colonias se determinaron luego de 48 h y los porcentajes de
supervivencia se expresaron como el numero de unidades formadoras de colonias (UFC) de células

tratadas versus controles (sin adicion de H,0,).

Por otro lado, también se utilizé el ensayo de zona de inhibicion segun lo descrito por Guo et al.
(2012). Con este fin, las cepas bacterianas se cultivaron durante toda la noche a 28 °C en M9. Los
cultivos se lavaron y resuspendieron en medio M9 fresco, se ajustaron a una ODgoonm igual a 0,3 y se
mezclaron con agar al 0,4 % (p/v) a 50 °C en una proporcién 1:10. Rapidamente, se colocaron 5 mL
de la mezcla en placas que contenian 20 mL de medio M9 agarizado. Luego se colocaron discos de
papel de 0,5 cm de diametro en el centro de cada placay se agregaron a cada uno 3 pL de H,0, al
10 % (v/v). Las placas se incubaron a 28 °C durante 48 h. Los diametros de las zonas de inhibicién

se midieron utilizando el software Image) (https://imagej.nih.gov/ij/).

3.1.6 Atenuacion de la capacidad oxidante del H.O. mediada por poliaminas.
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La posible atenuacion de la capacidad oxidante del H,O, mediada por las poliaminas se evalué
utilizando el kit de ensayo de peroxidasa/peréxido de hidrégeno Amplex® Red (Invitrogen™). Para
ello, a distintos pocillos de una microplaca de 96 pocillos se les dispensaron 50 pL de solucién de
trabajo 1X de buffer de reacciéon/HRP conteniendo 10mM de H.0.. Luego, se agregaron 50 pL de
buffer PBS 1X sin suplementar o suplementado con las poliaminas correspondientes hasta
alcanzar concentraciones de 5, 50 o0 200mM, y las placas se incubaron durante 30 minutos a
temperatura ambiente. La emision de fluorescencia se determiné a 590 nm usando el lector de
microplacas hibrido multimodo Synergy H1 (BioTek Instruments, Inc.), mientras que la
concentraciéon de H,O, se estimd usando una curva estandar segin lo recomendado por el

fabricante.

3.1.7 Determinacion de actividad catalasa.

Para cuantificar la actividad catalasa se llevo a cabo el protocolo descripto previamente por Tondo
et al. (2016) con modificaciones menores. Las cepas de Pto se cultivaron durante 18 h a 28 °C en
M9, se lavaron y se resuspendieron en medio fresco. La ODgoonm S€ ajustd a 1,0 en un volumen de 5
mL y se afadié H,O, hasta alcanzar concentraciones finales de 0, 0,25 y 0,5mM. Las células se
incubaron durante 1 h, se recogieron mediante centrifugaciéon a 10.000 x g durante 10 mina 4 °C,y
se lavaron y resuspendieron en 250 pL de buffer fosfato de potasio (pH 7,0) a 4° C conteniendo
PMSF 1mM. Posteriormente, se usaron perlas de vidrio (100 nm) para lisar las células como se
describié anteriormente, y las suspensiones se clarificaron mediante centrifugaciéon a 10.000 x g
durante 10 min a 4 °C. Se determinaron las concentraciones de proteinas en extractos celulares
solubles mediante el método de Bradford y se monitored la actividad catalasa mediante la
descomposicién del H,O; siguiendo la disminucién de la absorbancia a 240 nm. Los ensayos se
realizaron a 25 °C en presencia de 10mM de H,O,, considerando un coeficiente de extinciéon de 43,6
M7 cm™ para calcular la actividad especifica. Una unidad de actividad catalasa se definié como la

cantidad de actividad necesaria para descomponer 1 pmol de H,O, por minuto.

3.1.8 Evaluacion de la estabilidad de la membrana externa.

Los ensayos de estabilidad de la membrana externa se realizaron segun lo descrito por Yang et al.
(2021). Asi, los cultivos de células en M9 se ajustaron a una ODgoonm de 0,3 y se trataron con PUT o

ESPD durante 1 h. Alternativamente, previo a la incubacion con PUT o ESPD, algunas células fueron
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tratadas con solucién de HEPES 10mM y NaCl 1M (pH 7,4), para remover las poliaminas unidas a
membrana. La concentraciones evaluadas de suplementacion fueron de 1mM (para las células
lavadas), 2mM o 5mM. Después de la incubacién con poliaminas, las muestras se lavaron con una
solucién de NaCl al 0,85 % (p/v) y se dividieron en dos alicuotas iguales de 500 pL. Luego, a las
diferentes fracciones se le agregaron 500 uL de NaCl al 0,85 % (p/v) o de dodecilsulfato de sodio
(SDS) al 1 % (p/v). Se determind la disrupcion celular mediante el monitoreo de la ODgponm €N

intervalos de 5 min.

3.1.9 Construccion de fusiones transcripcionales y cuantificacion de la actividad

promotora katG y katB.

Las secuencias promotoras de los genes que codifican para las catalasas katB y katG de Pto,
incluidos sus codones de inicio, se amplificaron utilizando los cebadores PromKatB F-Ry PromKatG
F-R (Tabla 3.2), respectivamente. La secuencia del gen GPFuv sin el codén ATG se amplificd
utilizando los cebadores GFPuv-F y M13-F, utilizando el plasmido pDSK-GFPuv como molde. El
tamano esperado de los productos de amplificaciéon se corrobord por electroforesis en gel de
agarosa al 0,8 % (p/v) y las bandas se purificaron utilizando el kit Easy Pure Quick Gel Extraction
(TRANS™). Posteriormente, se digirieron con Kpnl/EcoRl (para el caso de los promotores) y Kpnl
/Pstl (GFPuv) y se ligaron usando la ligasa T4 (TRANS™). Los fragmentos se clonaron en el plasmido
pBBR1MCS-5 linealizado con EcoRI/Pstl y se transformaron en células competentes E. coli
OmniMAX. Se utilizo la conjugacion biparental con E. coli S17 para transformar la cepa wt de Ptoy

sus mutantes derivadas.

Las bacterias transformadas con las diferentes versiones de pBBR1MCS-5 se cultivaron durante
toda la noche a 28 °C en M9. Para evitar el desarrollo de sideroforos que emiten fluorescencia en la
misma longitud de onda que la GFPuy, el medio se complementé con 50mM FeCls. Las células se
lavaron y se resuspendieron en medio fresco hasta una ODgoonm de 0,8. Luego, se dispensaron 100
pL en los pocillos de una microplaca negra de 96 pocillos y se agregaron 100 pL de M9 conteniendo
0mM, 4mM u 8mM de H,0.. Finalmente, la fluorescencia derivada de GFPuv (excitacion, 410 nm;
emision, 508 nm) y los valores de ODgsoonm después de 2 h de incubacion se registraron utilizando un
lector de microplacas hibrido multimodo Synergy H1 (BioTek Instruments, Inc.). Se utilizaron

bacterias transformadas con el plasmido pBBR1MCS-5 salvaje para estimar la sefial de
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fluorescencia de fondo y se calculd la intensidad de fluorescencia especifica utilizando el método

descrito por Eiamphungporn (2012) segun la siguiente formula:

Fluorescencia especifica: (fluorescencia fusion transcripcional — florescencia plasmido vacio)

ODGOUnm

3.2.10 Expresion de roGFP en P. syringae y monitoreo del estado redox intracelular.

Se genero una nueva variante del plasmido pDSK-GFPuy, reemplazando la secuencia de GFPuv por
roGFP. Brevemente, la secuencia de roGFP se amplifico con los cebadores roGFP-F/R (Tabla 3.2),
utilizando el plasmido pFPV25-roGFP como molde. Por otra parte, se digirio con Xbal y Pstl el vector
pDSK-GFPuy, para eliminar la secuencia de GFPuv. El tamafo esperado de los productos de
amplificacién se corroboré por electroforesis en gel de agarosa 0,8 % (p/v) , al igual que el vector
pDSK (sin GPuv) y las bandas se purificaron utilizando el kit Easy Pure Quick Gel Extraction
(TRANS™). A continuacion, se digirié con Xbal y Pstl el producto de amplificaciéon purificado y
finalizada la digestidon enzimatica, se inactivaron las enzimas mediante calor segin especifica el
proveedor. El vector y el inserto se ligaron usando ligasa T4 para generar el plasmido pDSK-roGFP.
Finalmente, se transformaron células competentes E. coli OmniMAX con este plasmido y se

empleo la conjugacion biparental con E. coli S17 para introducirlo en las cepas de Pto.

La cuantificacion del estado redox intracelular en tiempo real y el analisis de datos se realizaron
como lo describen van der Heijden & Finlay (2015). Células cultivadas durante toda la noche en M9
suplementado con 50mM FeCls, se lavaron y resuspendieron en buffer PBS 1X ajustando su ODggonm
en 1,0. Se dispensaron 100 mL de esta suspension en pocillos de placas negras multipocillo X96 y
se agregaron 100 mL de buffer PBS 1X con 0, 5, 10 y 20mM de H,0O.. Se cuantificaron los niveles de
fluorescencia (405nm y 480nm de exitaciéon, 510 nm de emisién) durante 30 min en el lector de
microplacas hibrido multimodo Synergy H1 (BioTek Instruments, Inc.) en intervalos de 3 min durante
30 min. Se incluyeron tratamientos con 100mM H,0,y 2mM de DTT para obtener los valores de
maxima oxidacion (IFox) y reduccién (IFrep) de roGFP, respectivamente. Ademas de esto, se
determinaron los valores de ODsoonm €n cada pocillo tanto al inicio como al final del experimento. En
un mismo ensayo se utilizaron cepas transformadas con el vector pDSK-roGFP (IF) y cepas
transformadas con el vector pDSK vacio para estimar los niveles de fluorescencia de fondo (IFsgg).
Para cada intervalo de tiempo el estado redox intracelular se estimé realizando los siguientes

célculos:
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Intensidad de fluorescencia neta (IF nera) = IF 405 nm — [Fgs 405 nm

IF 480 nm — IFgc 480 nm

IF normalizado (IF nor) = 0,9 * ((IF neta— IF gep) / (IF neta — IF ox)) + 0,1
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3.2 RESULTADOS.

3.2.1 La concentracion de PUT extracelular se ve incrementada en respuesta al estrés

oxidativo.

Inicialmente, se investigaron los efectos de un entorno oxidativo sobre el crecimiento de Pto a los
fines de seleccionar una concentracion de trabajo de H,O, adecuada. Para ello, las absorbancias
Opticas de cultivos bacterianos creciendo en medio minimo M9 en condiciones control, o con la
adicion de concentraciones crecientes de H,O, se registraron durante 8 h. Como se muestra en la
Figura 3.2 A, las concentraciones de H,O, que se utilizaron retrasaron el inicio de la fase
exponencial, pero luego la tasa de crecimiento de las células tratadas se recuperd y, finalmente, no
se diferencié de la observada en la condicion control. Intentamos discernir si este retraso se debe a
un efecto bactericida o si estd dado por accion bacteriostatica del H,O,. Para comprobarlo,
evaluamos la supervivencia bacteriana después de su incubacion en 2 y 4mM de H,O, durante 1 h.
Como puede observarse en la Figura 3.2 B, el tratamiento con 2mM de H,0O, disminuy¢ la
supervivencia bacteriana en un 40 %, mientras que 4mM de HO, provocd una reduccion
considerablemente mayor en la viabilidad celular en comparacién con el control. En funcién de
estos resultados, se decidié utilizar la concentracién de 2mM en ensayos posteriores. Estos
resultados muestran que, si bien el estrés oxidativo provocado por H,O, tiene un gran efecto
bactericida, Pto cuenta con mecanismos apropiados para contrarrestarlo, permitiendo asi su

adaptacion a estas condiciones estresantes y recuperar la tasa de crecimiento.
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Figura 3.2. Tolerancia de Pto al estrés oxidativo inducido por H.O,. A) Efecto del H,O, sobre el
crecimiento de Pto. Las células fueron cultivadas en medio M9 en condiciones control y en presencia de
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diferentes concentraciones de H,O.. El crecimiento se registré periédicamente mediante la cuantificacion de
la absorbancia 6ptica a 600 nm de los cultivos. B) Supervivencia de células de Pto a la exposicion al H,0,.
Las células fueron cultivadas en medio M9 durante 18 h, se lavaron 2 veces con buffer PBS 1X y se
resuspendieron en la misma solucién a una ODgoonm = 0,2. Las suspensiones celulares se incubaron durante
1 h en condiciones control o en presencia de H,O, a concentraciones de 2 0 4mM. Después de este periodo,
se determinaron las UFC y se expresaron como porcentaje de los valores obtenidos en cultivos control. Se
realizé el analisis estadistico de los datos mediante ANOVA, seguido de la prueba post hoc de Tukey para las
comparaciones multiples. Se utilizaron 3 réplicas bioldgicas por ensayo y los mismos se realizaron por
triplicado, con resultados similares. Diferencias significativas entre el control y los tratamientos se muestran
como: ***p <0,001.

Para investigar si la adaptacion al estrés oxidativo se relaciona con un cambio en la homeostasis de
poliaminas, se cuantificaron las concentraciones extracelulares e intracelulares de estos
compuestos en células creciendo en condiciones control y tratadas con 2mM de H,O,. No
encontramos diferencias en el contenido intracelular de PUT y ESPD entre las células tratadas y
aquellas cultivadas en condiciones control. Asi, en ambos casos la PUT resultd ser la poliamina mas
abundante, y su concentracion intracelular se redujo después de 6 horas de cultivo (Figura 3.3). Por
su parte, si bien los niveles del ESPD fueron inferiores a los del PUT a lo largo del periodo analizado,
siguieron un comportamiento similar. Sin embargo, al desafiar las células con H,O, se observé una
notable acumulacion de PUT en el espacio extracelular, no asi de ESPD que siempre se mantuvo en
concentraciones bajas. Como resultado, especulamos que la secrecion de PUT podria formar parte

de un mecanismo de adaptaciéon empleado por Pto para soportar ambientes oxidativos.
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Figura 3.3. Concentracidn de poliaminas en las fracciones intra- y extracelulares de Pto en respuesta al
estrés oxidativo. Las células se cultivaron durante 6 h en medio M9 en condicion control o en el mismo medio
suplementado con H,O, a una concentracion final de 2mM. Las concentraciones de poliaminas se
determinaron en los espacios intracelulares (A) y extracelulares (B) como se describe en materiales y
métodos (seccidn 3.2.4). El anélisis estadistico de los datos se realizé mediante ANOVA, seguido de la prueba
post hoc de Tukey para comparaciones multiples. Se utilizaron 5 réplicas bioldgicas por ensayo y los mismos
se realizaron por duplicado, con resultados similares. Las diferencias significativas entre el control y los
tratamientos en un mismo tiempo, o entre distintos tiempos de cultivo (indicadas entre corchetes), se
presentan como: **p < 0,01, ***p < 0,001). Las barras correspondientes a valores de poliaminas en
condiciones control se representan coloreadas completamente, mientras que las que perteneces a células
tratadas con un patrén de lineas. PAs, poliaminas.

Con el objetivo de estudiar en mayor profundidad la funcionalidad de las poliaminas cuando se
encuentran en el espacio extracelular, evaluamos la supervivencia luego del tratamiento con H,0,
de células cultivadas previamente en medio minimo M9 suplementado con PUT y/o ESPD. Mientras
que la suplementacion previa de PUT al medio de cultivo aumentd ligeramente la tolerancia
bacteriana al H,O,, la adicién de ESPD no mostré ningun efecto significativo (Figura 3.4 A). Cabe
mencionar que ambas poliaminas se utilizaron en una concentracién de 2mM, lo cual no tuvo un
impacto en la tasa de crecimiento celular (Figura 3.4 B). En cambio, la adicion de ambas poliaminas
en simultaneo no mostré diferencias respecto al control, por lo que la ESPD atenu¢ el efecto
protector mostrado por la PUT cuando esta se suplementé de forma individual. En funcién de estos
resultados, puede especularse que la PUT puede atenuar por si sola la capacidad oxidante del H,0,
(capacidad scavenger). Para corroborar este posible efecto, a continuacién, analizamos la
fluorescencia emitida por la sonda Amplex Red luego de su reaccion con el H,O,, en presencia y
ausencia de poliaminas, observando que tanto PUT como ESPD resultaron incapaces de prevenir la
oxidacion de este sustrato fluorescente (Figura 3.3 C). Por lo tanto, concluimos que otros
mecanismos de tolerancia al estrés oxidativo podrian estar mediados por las poliaminas presentes

en el espacio extracelular.
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Figura 3.4. A) Efecto de la suplementacion de poliaminas sobre la tolerancia al estrés oxidativo. Las
células se cultivaron en medio M9 sin o con la suplementacion de 2mM de PUT y/o ESPD durante 18 h. Luego
de este periodo se lavaron 2 veces y se resuspendieron en PBS 1X hasta obtener una ODgoonm = 0,2. Las
suspensiones celulares se incubaron durante 1 h en condiciones control o en presencia de H,O, a una
concentracion final de 2 o 4mM. Después de este periodo, se determinaron las UFC y se expresaron los
valores como porcentaje de aquellos obtenidos en los cultivos control. B) Efecto de las poliaminas en el
crecimiento de Pto. Se cultivo Pto en medio M9 sin suplementar o suplementado con 2mM de PUT y/o ESPD.
El crecimiento fue registrado periddicamente cuantificando la ODgoonm. C) Capacidad atenuadora de las
poliaminas de los efectos oxidativos del H,0.. Se incubaron diferentes concentraciones de PUTy ESPD con
2mM de H,0; en presencia de Amplex Red y peroxidasa de rabanito durante 15 minutos, y se determind la
fluorescencia remanente (Ex. 571 nm/Em 585 nm). En todos los casos, el andlisis estadistico de los datos se
realizd mediante ANOVA, seguido de la prueba post hoc de Tukey para comparaciones multiples. Se utilizaron
3 réplicas bioldgicas por ensayo y los mismos se realizaron por triplicado, con resultados similares. Las
diferencias significativas se presentan como: *p < 0,05, ***p <0,001).

3.2.2 La perturbacién de la sintesis de poliaminas genera fenotipos contrastantes

respecto a la tolerancia al estrés oxidativo.

Para comprender en mayor profundidad el papel que desempefian las poliaminas en la tolerancia al
estrés oxidativo decidimos estudiar el fenotipo de diferentes cepas mutantes afectadas en la

sintesis de PUT y ESPD. En este sentido, con el objetivo de interrumpir la producciéon de PUT
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eliminamos los genes que codifican para la arginina descarboxilasa y ornitina descarboxilasa
generando las mutantes simples AspeAy AspeC, respectivamente. Ademas, construimos una cepa
doble mutante en la cual se elimind el gen speC utilizando el fondo genético de la cepa AspeA, la
cual denominamos AspeAAspeC. Por otro lado, la produccion de ESDP se interrumpié eliminando
el gen que codifica a la espermidina sintasa (AspeE). Las deleciones se corroboraron mediante PCR

utilizando cebadores flanqueantes a los genes bajo estudio (Figura 3.5 A).

AspeAlAspeC

Figura 3.5 Confirmacion de la delecion de genes que participan en la sintesis de PUT y ESPD en Pto. La
figura muestra los productos de amplificacion visualizados en geles de agarosa al 0,8 % (p/v), obtenidos
mediante PCR utilizando los cebadores SeqA-B especificos para speA, speC y speE (ver Tabla 2.1). Como
molde se utiliz6 ADN gendmico de colonias seleccionadas entre las mutantes (calles 1y 2 de cada panel),
obtenidas segun se detalla en la seccién 3.2.3 de materiales y métodos. La cepa mutante AspeAAspeC se
obtuvo a partir de la delecion del gen speC utilizando AspeA como fondo genético. En cada gel, se incluyd el
producto de amplificacién obtenido utilizando como molde ADN gendmico de la cepa wt o el pldsmido
pK18mobsacB conteniendo los cassettes de delecion como controles. Los tamafios esperados para cada
producto se detallan sobre el lateral izquierdo de cada gel.

Las deleciones Unicas en los genes speA o speC no causaron ningln cambio significativo en
comparacién con la cepa wt de Pto, tanto en el contenido intracelular de poliaminas como tampoco
en la tasa de crecimiento bacteriano y la tolerancia al estrés oxidativo (Figura 3.6 A-C). Por lo tanto,
entendemos que los requerimientos de PUT pueden ser satisfechos en Pto mediante la
descarboxilaciéon de arginina (via SpeA) u ornitina (via SpeC), existiendo un mecanismo

compensatorio si se interrumpe cualquiera de estas rutas alternativas.
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Figura 3.6. Efecto de la delecién de los genes speA o speC en Pto. A) Concentraciones de poliaminas
intracelulares en las cepas wt, AspeA y AspeC cuantificadas como se describe en la seccion 3.2.4 de
materiales y métodos. B) Crecimiento de las distintas cepas en medio M9, registrado seguln la absorbancia
del cultivo a 600 nm. C) Tolerancia al estrés oxidativo de las cepas mutantes. En este caso se utiliz6 el
didmetro del halo de inhibicién generado por accién del H,O, sobre el crecimiento bacteriano, como una
estimacion de la tolerancia, luego de 48 h de cultivo en placas con medio M9. El andlisis estadistico de los
datos se realizé mediante ANOVA, seguido de la prueba post hoc de Tukey para comparaciones mdltiples. Se
utilizaron 3 réplicas bioldgicas por ensayo y los mismos realizaron por duplicado, con resultados similares.

Por su parte, la eliminacién simultédnea de los genes speA y speC (AspeAAspeC) resultd en una
reduccion significativa del crecimiento celular y niveles intracelulares muy bajos de PUT (Figuras
3.7 A-B). De manera contraintuitiva, encontramos que los niveles de ESPD eran comparables a los
de la cepa wt a pesar de que esta mutante no deberia poder sintetizar ESPD debido a la falta de su
sustrato. Para explicar esta observacion debe considerarse que la ESPD presente en la cepa
AspeAAspeC podria provenir de la absorcién de este compuesto durante la preparacion del inéculo
en medio LB, el cual contiene poliaminas en su composicién (Vilas et al., 2018). Por otro lado, una
explicacion alternativa a este fendmeno podria consistir en la liberacion de ESPD libre de la fraccion
que existe conjugada a compuestos organicos, o a la posibilidad de que Pto posea una via diferente

de biosintesis de ESPD tal como se identificd previamente en V. cholerae (Lee et al., 2009). A su vez,
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la pérdida de gen speE redujo el contenido intracelular de ESPD, mientras que los niveles de PUT no
se vieron afectados (Figura 3.7 B). Esta cepa muestra una tasa de crecimiento mas baja en

comparacién con la cepa wt, pero mayor a la observada en la doble mutante (Figura 3.7 A).
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Figura 3.7. La interrupcion de las vias de sintesis de PUT y ESPD en Pto impacta en el crecimiento y en
el contenido de poliaminas. A) Curva de crecimiento de Pto wty las cepas mutantes incapaces de sintetizar
PUT (AspeAAspeC) o ESPD (AspeE) en medio minimo M9. Se incluyé en este experimento a las cepas
mutantes complementadas con los genes indicados utilizando el vector pPBBR1TMSC-5. El crecimiento de los
cultivos se cuantificé a diferentes tiempos mediante la determinacion de su absorbancia 6ptica a 600 nm. B)
Concentracién de PAs intracelulares en las células luego de 16 h de cultivo en medio minimo M9. El analisis
estadistico de los datos se realiz6 mediante ANOVA, seguido de la prueba post hoc de Tukey para
comparaciones multiples. Se utilizaron 3 (A) y 5 (B) replicas bioldgicas por ensayo y los mismos se realizaron
por duplicado, con resultados similares. Las diferencias significativas entre el contenido de poliaminas de las
cepas mutantes o mutantes complementadas con la wt se presentan como: ***p < 0,001).

La suplementacién de los medios de cultivo con PUT, a diferencia de la adicién de ESPD, restablecio

parcialmente el crecimiento de la doble mutante (Figura 3.8). En cambio, la adicién de ESPD (pero
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no de PUT) al medio de cultivo de la cepa AspeE restaurd totalmente su crecimiento. Esto confirma
la dependencia que tienen ambas cepas de las poliaminas mencionadas. Ademas, la
complementacion de la cepa doble mutante con un pladsmido que expresa el gen speA o el speC
restituyd completamente las concentraciones de poliaminas intracelulares y las tasas de
crecimiento, lo que respalda la idea de que la presencia de cualquiera de las vias que producen PUT
son suficientes mantener los niveles requeridos de esta poliamina (Figura 3.7 Ay B). Por su parte,
la mutante simple AspeE complementada con un plasmido que expresa el gen speE demostré un
contenido de poliaminas intracelulares similar al observado en la cepa wt, al mismo tiempo que
restablecié las diferencias observadas respecto al crecimiento. Considerando estos hallazgos en
conjunto, concluimos que, si bien el crecimiento bacteriano parece depender en mayor medida de
la concentracién de PUT intracelular, ambas poliaminas serian necesarias para que este proceso se
lleve a cabo. Es probable que PUT y ESPD realicen funciones especificas que no pueden ser

totalmente reemplazadas entre si.
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Figura 3.8. Efecto de la suplementacion del medio de cultivo con poliaminas sobre el crecimiento de las
cepas mutantes AspeE y AspeAAspeC. Se evalud el crecimiento de Pto wt y las mutanes AspeE (A) y
AspeAlAspeC (B) en medio minimo M9 y en medio minimo suplementado con PUT o ESPD a una
concentracion final de 1mM. La cuantificacion se realizé a diferentes tiempos midiendo la absorbancia éptica
de los cultivos a 600 nm. Se utilizaron 3 réplicas biolégicas por ensayo y los mismos se realizaron por
duplicado, con resultados similares.

Una vez evaluado el efecto de las mutaciones originadas en el crecimiento celular decidimos
evaluar el fenotipo de las cepas mencionadas en cuanto a su tolerancia frente al estrés oxidativo.
La doble delecidn en la cepa AspeAAspeC confiere una alta sensibilidad al H,O,, mostrando sélo
un 20 % de supervivencia en los tratamientos con 2mM y practicamente 0 % con 4mM de (Figura

3.9). Por su parte, la complementacion de dicha cepa con los genes speA o speC restaur6 el
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fenotipo wt, obteniéndose valores de supervivencia comparables. Sorprendentemente, la mutante
AspeE mostré un fenotipo donde se observa una mayor tolerancia al estrés oxidativo, obteniéndose
valores de alrededor de 90 % de supervivencia para los tratamientos de 2mMy 4mM de H,O, (Figura
3.9). De manera similar a lo observado en la cepa doble mutante, la complementacion de esta cepa

con un plasmido que expresa el gen speE demostré un fenotipo semejante al de la cepa wt.
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Figura 3.9. Tolerancia al estrés oxidativo de las cepas alteradas en la sintesis de PUT (AspeAAspeC) o
ESPD (AspeE). Las distintas cepas fueron cultivadas en medio M9 durante 18 h, luego de lo cual se lavaron
las células 2 veces y se resuspendieron en PBS 1X hasta obtener una ODgponm = 0,2. Las suspensiones
celulares se incubaron durante 1 h en condiciones control o en presencia de H,O, a una concentracion final
de 2 0 4mM. Después de este periodo, se determinaron las UFC y se expresaron como porcentaje de los
valores obtenidos en los cultivos control. Los valores se analizaron estadisticamente mediante ANOVA,
seguido de la prueba post hoc de Tukey para comparaciones multiples. Se utilizaron 3 réplicas biolégicas por

ensayo y los mismos se realizaron por triplicado, con resultados similares. Las diferencias significativas se
indican con distintas letras (*p < 0,05).

Para corroborar lo observado en los ensayos anteriores, llevamos a cabo el ensayo de inhibicion del
crecimiento y nuevamente observamos que la cepa AspeE presenta una mayor resistencia al estrés
oxidativo que la cepa wt y su version complementada con el gen speE (Figura 3.10 A).
Posteriormente, cuantificamos las poliaminas en esta cepa bajo condiciones de estrés oxidativo
para verificar si el fenotipo observado se asocia a cambios en el contenido de estas. Es necesario
sefalar aqui que no incluimos la mutante AspeAAspeC dada su baja tasa de crecimiento en
presencia de H,O,. Nuestros resultados demuestran que, tal como ocurre en la cepa wt, las
fracciones intracelulares de PUT se mantienen en valores aproximadamente constantes en la
mutante AspeE en condiciones oxidativas, mientras que sus concentraciones extracelulares

aumentan significativamente (Figura 3.10 B). Sin embargo, los contenidos extracelulares de PUT
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fueron mayores en la cepa mutante con respecto a la wt tanto en condiciones control como en
presencia de H,0.. Estos resultados sugieren que la interrupcion en la sintesis de ESPD tendria un
rol importante en la defensa contra el estrés oxidativo, ya sea como causa de la reduccion
intracelular del contenido de esta poliamina o bien por la consecuente acumulacién de PUT en el
espacio extracelular. En las préximas secciones evaluamos los posibles mecanismos implicados

en este fendmeno.
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Figura 3.10. Respuesta al H.O. por parte de la cepa deficiente en la sintesis de ESPD. A) Se determin¢ la
tolerancia al estrés oxidativo de la cepa mutante AspeE y su variante complementada con el gen speE en
comparacion a la cepa wt mediante la medicién del diametro de halo de inhibicion generado por H,O, sobre
el crecimiento en placas de M9, luego de 48 h de cultivo. El panel B) muestra las variaciones en el contenido
de poliaminas intra- y extracelulares en cultivos de Pto wt'y AspeE luego de 6 h de cultivo en M9 en ausencia
o con el agregado de H,O, a una concentracion final de 2mM. El analisis estadistico de los datos se realiz
mediante ANOVA, seguido de la prueba post hoc de Tukey para comparaciones multiples. Se utilizaron 3 (A)
y 5 (B) réplicas biolégicas por ensayo y los mismos se realizaron por duplicado, con resultados similares. Las
diferencias significativas entre el controly los tratamientos con H,0,, o entre distintas cepas (indicadas entre
corchetes), se presentan como: **p < 0,01, ***p <0,001. PAs, poliaminas.

3.2.3 La mutante AspeE presenta un aumento en la estabilidad de la membrana

externa.

La permeabilidad y la integridad de la membrana celular son dos caracteristicas que estan

estrechamente relacionadas. En relacion a esto, se ha demostrado que las poliaminas pueden

87



sustituir los cationes Ca*? y Mg unidos a membranas, mejorando la estabilidad de la misma y
modificando su permeabilidad, como también de protegerla del efecto de agentes oxidantes
(Johnson et al., 2012). Sobre esta base, planteamos la hipdtesis de que el aumento del contenido
extracelular de PUT podria ser responsable de la mejora de la tolerancia al estrés oxidativo
observado en la mutante AspeE. Para corroborar esto, en primer lugar, comparamos los niveles de
poliaminas adheridas a la membrana externa y la integridad de esta estructura en esta cepa con
respecto a la cepa wt. Nuestro andlisis muestré que las cantidades de PUT unida a la membrana
externa de AspeE son similares a las observadas en la wt, mientras que, como es de esperar, no se
registro la presencia de ESPD (Figura 3.11 A). Ademas de eso, la incubacién de células Pto wt en
presencia de PUT, ESPD o la combinaciéon PUT + ESPD, no cambid la estabilidad de la membrana
(Figura 3.11 B). Se obtuvieron los mismos resultados utilizando concentraciones de poliaminas
mas altas (hasta 5mM) o lavando las poliaminas unidas a la membrana con NaCl 1 M antes de su
incubacién en presencia de estos compuestos (Figura 3.11 C-D). Por lo tanto, es posible que la PUT
en la superficie extracelular desempefie un papel menor en relacion a la estabilidad de la membrana

externay, en consecuencia, en la tolerancia al estrés.
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Figura 3.11. Efectos de las poliaminas sobre la estabilidad de la membrana externa. A) Las poliaminas
unidas a membranas de Pto wty AspeE se extrajeron lavando las células con una solucién de HEPES 10mM
y NaCl 1M (pH 7,4). La cuantificacion de PAs se llevé a cabo tal como se describe en la seccién 3.2.4. B-C)
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Se cultivé Pto en medio M9 con PUT o ESPD, solas o combinadas, a una concentracion final de 2mM (B) o
5mM (C) durante 1 h, y posteriormente se evalué la estabilidad de las células en presencia de SDS. Para ello,
finalizado el periodo de incubacién, las células se lavaron y resuspendieron en soluciéon de NaCl al 0,9 % o
SDS al 0,1 % (p/v), y se registré la absorbancia éptica a 600 nm durante 60-80 min. La estabilidad de la
membrana se expresa como la absorbancia de los cultivos en SDS en relacién con la registrada en la solucion
salina. En D se siguié el mismo protocolo descripto en B y C, pero previamente las poliaminas unidas a la
membrana externa fueron removidas utilizando la solucién de lavado mencionada en A. Se utilizaron 5
réplicas bioldgicas por ensayo y los mismos se realizaron por duplicado, con resultados similares.

Sin embargo, nuestros ensayos posteriores demostraron que la mutante AspeE posee una mayor
estabilidad de membrana en comparacion a la cepa wt (Figura 3.12), mientras que la doble mutante
AspeAAspeC presento un fenotipo de muy baja estabilidad. Este hallazgo, sumado a la descripto
anteriormente, supone que la integridad de la membrana puede explicar, al menos parcialmente, la
mayor tolerancia al estrés oxidativo observado en la mutante AspeE. A su vez, este mecanismo seria
independiente de la PUT observada en el espacio exterior de las células. Por lo tanto, puede
pensarse que la secrecion de PUT consistiia en un mecanismo tendiente a modificar la
concentracion de esta amina en el espacio intracelular para favorecer la adaptabilidad a

condiciones estresantes.
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Figura 3.12. Efecto de la perturbacion en la sintesis de poliaminas sobre la estabilidad de la membrana
externa en Pto. El grafico muestra el anélisis de estabilidad de membrana en Pto wt, AspeAAspeC y AspeE
siguiendo el protocolo utilizado en la Figura 3.10B, C y D. Se utilizaron 5 réplicas bioldgicas por ensayo y los
mismos se realizaron por duplicado, con resultados similares.

3.2.4 La perturbacion de la sintesis de ESPD promueve un aumento en la actividad

catalasa en Pto.
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Se sabe que las células pueden evitar la citotoxicidad causada por las EROS mediante la
produccion de compuestos antioxidantes y enzimas degradativas. El tripéptido GSH es la principal
molécula antioxidante en bacterias y es crucial para mantener el estado redox intracelular. Por lo
tanto, si la induccién de un mecanismo dependiente de glutatiéon subyace a la mayor tolerancia al
H.0, en la mutante AspeE, esta cepa deberia ser capaz de normalizar una modificacion de su
estado redox intracelular a una velocidad mayor que la cepa wt. Para probar esta posibilidad,
exploramos las variaciones en el potencial redox citoplasmatico en Pto expresando
constitutivamente la variante roGFP sensible a redox, la cual cambia sus picos de excitacion en
funcién del estado de oxidacion de dos residuos de cisteina especificos que dependen del potencial

del glutatién (Figura 3.13).

100009 - oGFP ox

9000 —a- roGFP red
g 8000- Hz0,
£ 7000 T
= 6000- e
S 5000~ "
w4000 T
E 3000+ GSH
W 2000~

1000-

0 T T 7 T T i 1

340 360 380 400 420 440 460 480 500
Longitud de onda (nm)

Figura 3.13. Uso de la fluorescencia relativa emitida por la proteina fluorescente roGFP para estimar el
estado redox intracelular de Pto. Cultivos de células de Pto conteniendo el plasmido pDSK-roGFP fueron
expuestos a 2mM de DDT (roGFP reducida) o 50mM de H,O, (roGFP oxidada) y se cuantificaron los niveles de
emisién de fluorescencia a 510 nm excitando con longitudes de onda de entre 350 a 480 nm. Las lineas de
puntos indican las longitudes de onda seleccionadas para el monitoreo del estado redox in vivo (408 nmy 480
nm).

Nuestros experimentos demuestran que tanto la cepa wt como la mutante AspeE fueron capaces
de restaurar el equilibrio redox intracelular con la misma velocidad luego del tratamiento con H,O»
(Figura 3.14 A-B). Asi, para las concentraciones 2,5mM, 5mM y 10mM de H,0,, los tiempos
transcurridos hasta alcanzar valores semejantes a los observados en las células sin tratar fueron

15, 18 y 25 min, respectivamente. Ademas, los valores de emision mas altos para cada tratamiento
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de perdxido tampoco se diferenciaron entre cepas. Por lo tanto, concluimos que una modificacion

del potencial del glutation no explica la mayor tolerancia al estrés en la cepa AspeE.
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Figura 3.14. Monitoreo del estado redox intracelular de Pto en tiempo real durante la exposicion a H,0,.
Cultivos de la cepa wt (A) y de AspeE (B) que expresan la proteina roGFP se expusieron a diferentes
concentraciones de H,0, (las flechas indican el momento de adicion de este compuesto) y se determiné la
fluorescencia emitida a 510 nm utilizando 405 y 480 nm como longitudes de excitacion. El estado redox
intracelular se expresa como el cociente de los valores de fluorescencia obtenidos utilizando ambas
longitudes. Se utilizaron 3 réplicas bioldgicas por ensayo y los mismos se realizaron por duplicado, con
resultados similares.

Por su parte, las catalasas promueven la descomposicién del H.O, en agua y oxigeno, y constituyen
el principal sistema enzimdatico antioxidante que participa en la proteccion de las células
bacterianas contra el H.O,. Para verificar la existencia de un mecanismo de regulacién mediado por
poliaminas que opera sobre estas enzimas, evaluamos la actividad catalasa en las cepas wt y
mutante AspeE. Como se muestra en la Figura 3.15, ambas cepas responden al H,O, con la
induccion de actividad catalasa, aunque la mutante AspeE exhibe niveles notablemente mas altos,
aun en condiciones basales. Estos resultados muestran que la reduccion en la sintesis de ESPD da

lugar a la induccion de la actividad catalasa.
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Figura 3.15. La interrupcion de la via de sintesis de ESPD en Pto modifica la actividad catalasa. Las
células de la cepa wt, mutante AspeE y la variante complementada con el gen speE fueron cultivadas en
medio minimo M9y luego se expusieron a diferentes concentraciones de H,O, por 1 h. La actividad catalasa
se determiné en extractos celulares mediante la descomposicién de H,0, siguiendo la disminucién de la
absorbancia a 240 nm. El anélisis estadistico de los datos se realiz6 mediante ANOVA, seguido de la prueba
post hoc de Tukey para comparaciones multiples Se utilizaron 4 réplicas bioldgicas por ensayo y los mismos
se realizaron por duplicado, con resultados similares. Las diferencias significativas entre el control y los
tratamientos con H,0,, o0 entre distintas cepas (indicadas entre corchetes), se presentan como: *p <0,05; **p
<0,01; **p <0,001.

Se han identificado tres catalasas en Pto, siendo los productos de los genes katG y katB las
principales enzimas necesarias para hacer frente al estrés oxidativo. Para evaluar si la expresion de
estos genes responde a poliaminas utilizamos fusiones transcripcionales que expresan la variante
altamente fluorescente GFPuv bajo el control de los promotores de katG o katB. Nuestras
investigaciones revelaron que tanto las actividades promotoras de katB como katG se inducen en la
cepa wt en respuesta al H,0O,, lo que respalda la idea de que estas enzimas participan en la
degradacién de este compuesto (Figura 3.16 A). Notablemente, la fluorescencia derivada de las
construcciones katB::GFPuv o katG::GFPuv fue mayor en la mutante AspeE en comparacién con la
cepa wt en todas las condiciones. Ademas, la incubacién de las células mutantes en H,O, no
promovié una induccién adicional de la actividad del promotor katG, aunque si se observé una
induccion de katB. Estos resultados indican que la expresion basal de estas enzimas es mayor

cuando se interrumpe la sintesis de ESPD, lo que concuerda con el fenotipo observado.

A continuacidn, evaluamos si la suplementacion con poliaminas ejerce un efecto sobre la emision

de fluorescencia derivada de estas construcciones con la finalidad de evidenciar si existe un
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mecanismo regulador por parte de estas moléculas que opera sobre la expresion de catalasas. Este
experimento muestra que la fluorescencia proveniente de katB::GFPuv y katG::GFPuv se reduce en
la mutante AspeE en presencia de ESPD, mientras que la adicion de PUT no tuvo ningln efecto sobre
las actividades de las construcciones reporteras (Figura 3.16 B). Ademas, la adicidn de poliaminas
a la cepa wt no cambié la fluorescencia emitida. En conjunto, nuestros resultados sugieren que la
ESPD afecta negativamente la expresion de catalasas y explicaria, junto con la mayor estabilidad

de membrana, el fenotipo tolerante observado en la cepa AspeE.
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Figura 3.16. Actividad de los promotores de las catalasas katG y katB en Pto en respuesta a H.O, y
poliaminas. A) Las células de Pto wty AspeE expresando la proteina GFPuv bajo el control de los promotores
PkatG o PkatB se expusieron a diferentes concentraciones de H,O. y se determiné la emisién de fluorescencia
luego de 2 h (excitaciéon a 410 nm, emisién a 508 nm). Se utilizé el mismo enfoque en B), pero las células
fueron cultivadas en este caso en presencia de poliaminas a las concentraciones indicadas. El anélisis
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estadistico de los datos se realiz6 mediante ANOVA, seguido de la prueba post hoc de Tukey para
comparaciones multiples. Se utilizaron 3 réplicas biolégicas por ensayo y los mismos se realizaron por
duplicado, conresultados similares. Las diferencias significativas entre el controly los tratamientos con H,O»,
o entre distintas cepas (indicadas entre corchetes), se presentan como: *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001.
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3.3 DISCUSION.

Numerosos estudios demuestran una estrecha conexién entre los cambios en las concentraciones
celulares de poliaminas y diferentes mecanismos que regulan la fisiologia celular en respuesta a
estimulos internosy externos (Michael, 2016). En bacterias, el conocimiento actualindica que tanto
las poliaminas intracelulares como las extracelulares contribuye a la activacion de este tipo de
respuestas, aunque la funcionalidad de cada una de estas fracciones puede ser diferente. Asi,
trabajos utilizando E. coli como modelo de estudio han demostrado que las poliaminas
intracelulares participan de la sintesis proteica facilitando el ensamblaje de las subunidades
ribosémicas 30S, promueven a nivel transcripcional la expresién de diferentes proteinas implicadas
en el crecimiento y contribuyen a los ajustes de la pH citoplasmatico (Igarashi & Kashiwagi, 2018;
Michael, 2018; Souzu, 1986). A su vez, las poliaminas extracelulares participan en procesos como
la comunicacion entre células en D. zeae (Shi et al., 2019) y la estabilizacion de membranas
celulares en varias especies bacterianas (Dela Vega & Delcour, 1996; Johnson et al., 2012; Katsu et
al., 2002; Li et al., 2020; van der Heijden et al., 2016). Por lo tanto, se requiere una modulacion
precisa tanto de las concentraciones intra como de las extracelulares de poliaminas para asegurar
la adaptacion de las bacterias a la amplia variedad de condiciones ambientales que encuentran a
lo largo de su ciclo de vida. En relacion a esto, los resultados de co-expresion en P. syringae
presentados en el Capitulo Il de este trabajo de tesis demuestran un gran nimero de relaciones,
tanto positivas como negativas, entre genes del metabolismo de poliaminas y genes que participan
en una amplia variedad de funciones relevantes para la fisiologia bacteriana y su virulencia.
Asimismo, observamos que bacterias expuestas a estrés oxidativo modificaban la expresion de
varios genes relacionadas a la homeostasis de estas aminas, particularmente los genes
involucrados de su sintesis. En vista de estos hechos, en este capitulo nos hemos centrado en
evaluar en profundidad la ruta biosintética de poliaminas en Pto y su relacion con la respuesta al

estrés oxidativo.

En una primera instancia, estudiamos la resistencia de Pto al H,O, utilizando cultivos in vitro en
medio minimo M9. Las concentraciones de H,0, utilizadas en este experimento retrasaron el inicio
de lafase de crecimiento exponencial de la bacteria en funcion de una reduccion de la supervivencia
celular, aunque no tuvieron ningun impacto perceptible en la tasa de crecimiento luego de superar
ese punto. Esto demuestra el gran potencial que posee Pto en desplegar mecanismos de tolerancia
con el fin de evitar los efectos negativos provocados por el H,O.. Esta caracteristica es sumamente

importante para la patogenicidad de Pto, dado que cepas mutantes afectadas en la metabolizacién
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del H,O, muestran una menor capacidad de crecer y causar enfermedad en A. thaliana (Guo et al.,
2012; Ishiga & Ichinose, 2016). De hecho, esta cepa bacteriana comparte una tolerancia similar al
H.O, alaobservadaenE. coliy Pa (Jung et al., 2003; Mohamed et al., 2020), las que pueden soportar
concentraciones relativamente mas altas de este compuesto en comparacidn con otras especies

bacterianas tales como Salmonella enterica (X. Liu et al., 2020) y P. putida (Bojanovic et al., 2017).

Las principales poliaminas encontradas en cultivos de Pto en medio minimo M9 fueron PUT y ESDP,
y al igual que lo reportado para E. coli, la triamina PUT es mas abundante (Cohen, 1998). Por su
parte, la deteccién de otras poliaminas como CAD o DAP no fue consistente a través de las
muestras analizadasy, cuando se encontraron, estuvieron presentes en muy bajas concentraciones
(datos no mostrados). Por otro lado, no se encontré ESPM en ninguna de las muestras, indicando
que esta poliamina no es sintetizada por Pto aligual que la mayoria de las bacterias (Shah & Swiatlo,
2008). Las concentraciones internas de PUT y ESPD se redujeron después de 6 h de cultivo en
medio M9, mientras que se detectaron pequenas cantidades de la primera en el medio extracelular.
Curiosamente, aunque las cantidades intracelulares de poliaminas no se modifican en respuesta al
H-0,, se observé un incremento notable en la PUT extracelular, indicando que existe una induccién
de su sintesis y/o de sus mecanismos de secrecion. La ocurrencia de este fendémeno ha sido
reportada anteriormente en cultivos de E. coli en respuesta al estrés oxidativo (Tkachenko et al.,

1999), si bien no se explord su contribucion a la tolerancia al estrés.

Sobre esta base, hipotetizamos que la homeostasis de poliaminas en Pto es necesaria para hacer
frente a los efectos perjudiciales causados por el estrés oxidativo. Para corroborar esto, exploramos
el fenotipo de cepas perturbadas en la sintesis de PUT (AspeA, AspeC y AspeAAspeC) y ESPD
(AspeE). La eliminacion de los genes speA o speC de forma individual no tuvo un impacto
significativo sobre la proliferacion celular o en los niveles de poliaminas, lo que demuestra que la
bacteria puede suplir los requerimientos de esta poliamina mediante una u otra via. Esto también
fue observado para E. coli y Pa donde ambas vias operan simultdneamente contribuyendo a la
produccion de PUT (Hafner et al., 1979; Nakada & Itoh, 2003). Asimismo, las cepas AspeAy AspeC
mostraron una tolerancia similar al H,O, que la exhibida por la cepa wt. Sin embargo, la eliminacién
combinada de ambos genes en una misma cepa resultdé en una disminucion significativa de la
concentracién de PUT intracelular y de la tasa de crecimiento. El crecimiento de la cepa
AspeAlQspeC se restablecié completamente mediante la expresion de los genes speA o speC, y
parcialmente con la suplementacion de PUT en el medio de cultivo, no obstante, el agregado de

ESPD al medio no tuvo efecto sobre el crecimiento. Por su parte, la ausencia del gen speE dio lugar
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a contenidos notablemente mas bajos de ESPD intracelular, acompafados de concentraciones de
PUT que no se diferenciaron de los observados en la cepa wt. Al mismo tiempo, esta mutacion tuvo
un impacto relativamente menor en el crecimiento en comparacion a la cepa wt. En este caso, el
crecimiento se recuperé completamente con el agregado de ESPD al medio o bien expresando el
gen spek, pero la suplementaciéon de PUT no tuvo ningun efecto sobre este parametro. En funcion
de lo descripto concluimos que, aunque ambas poliaminas ayudan a sostener el desarrollo
bacteriano, cada una de ellas podria desempenar funciones importantes y particulares que no
pueden ser reemplazadas por la otra. Las diferencias observadas en cuanto a la respuesta de
AspeAAspeC y AspeE a la suplementacion externa con poliaminas podrian deberse a dos motivos
principales: diferencias en los requerimientos nutricionales de estas poliaminas y/o la capacidad de
incorporacion de estas. Asi, es posible que los requerimientos de PUT sean altos para sostener una
tasa de crecimiento 6ptima y, por lo tanto, no puedan ser satisfechos solo mediante su
incorporacion. La otra explicacién deberia contemplar los transportadores de membrana, pudiendo
ser estos mas eficientes en la incorporacion de ESPD en comparacién a la PUT. Esta ultima
hipdtesis se sustentaria en la observacion realizada en el Capitulo Il, donde se menciond que en
Pto probablemente la incorporacion de ESPD puede ser llevada a cabo por los transportadores

PotABCD y SpuEDFGH y que, en cambio, la PUT solo podria ser incorporada por este ultimo.

Resulta interesante la mayor tolerancia al H,O,demostrada por la cepa AspeE, lo que contrasta con
la susceptibilidad exhibida por la doble mutante AspeAAspeC. Este hallazgo tiene un peso
importante como herramienta para entender la relacion entre poliaminas y estrés oxidativo, ya que
es la primera mutante en un gen relevante para la sintesis de poliaminas que presenta un fenotipo
de mayor resistencia al estrés en comparacion a la cepa wt. Un examen adicional de los cambios
en el contenido de poliaminas en respuesta al estrés oxidativo en esta mutante indicé que las
concentraciones intracelulares de PUT no se modificaron, tal como se observé en la cepa wt. En
cambio, se encontraron niveles mas altos de esta poliamina en el espacio extracelular tanto en
condiciones de crecimiento control como bajo estrés oxidativo. La PUT observada en el
sobrenadante de cultivos de AspeE en condiciones control podria deberse a un proceso inducido
por la bacteria para evitar su acumulacion intracelular debido a la ausencia de la ruta que permite
su metabolizacion a ESPD. Es posible, entonces, que tanto la perturbacion de la sintesis de ESPD

como la secrecion de PUT facilitarian los mecanismos asociados a la respuesta antioxidante.

Elaumento en la estabilidad o permeabilidad de las membranas en bacterias gram-negativas es un

mecanismo importante para soportar distintas condiciones de estrés. Por ejemplo, bacterias como
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S. typhimurium modulan la permeabilidad de la membrana externa para superar las condiciones
oxidativas impuestas por el H,O, (Chautrand et al., 2022; van der Heijden et al., 2016). Esto ha
llevado a posicionar distintos farmacos que afectan la integridad de membrana como posible
blanco terapéutico (Dam et al., 2018; Rosas & Lithgow, 2022). Por otro lado, Johnson et al. (2012)
demostraron que la PUT y la ESPD refuerzan la membrana externa de P. aeruginosa al desplazar
iones divalentes, y que la ESPD en particular tiene la capacidad de proteger esta estructura contra
péptidos antimicrobianos y peroxidacién lipidica. Para discernir si las fracciones externas de
poliaminas cumplen funciones similares en Pto, examinamos el efecto de la suplementacion de
poliaminas a los medios de cultivo sobre la estabilidad de la membrana. Nuestros resultados
demuestran que el agregado de PUT, ESPD o la combinacién de ambas a cultivos de la cepa wt en
M9 no modifican la estabilidad de membrana. Incluso las células previamente lavadas con NaCl 1
M (con el fin de separar las poliaminas unidas a membranas) no mostraron alteracién en cuanto a
este pardmetro. De manera interesante, la mutante AspeE mostré una mayor estabilidad en
comparacién con la cepa wt. Este fenotipo no puede explicarse sobre la base de un incremento en
los niveles de PUT adherida a las membranas, dado que se encontraron niveles idénticos de la
fraccién unidad a esta estructura entre AspeE y la cepa wt. Por lo tanto, concluimos que el efecto
provocado por la delecion del gen speE sobre la integridad de la membrana no depende de los
mayores contenidos de PUT encontrados extracelularmente, sino que es una consecuencia de la
reduccion en los niveles intracelulares de ESPD que podrian afectar la expresion de diversos genes

que participan en su estabilizacion.

Estas conclusiones parecen contradecir nuestro hallazgo de que la suplementacién con PUT
favorece la supervivencia celular en presencia de H,O,. Sin embargo, se debe considerar la
posibilidad de que los efectos observados por la adicion de poliaminas a los medios de cultivo no
se deban a sus funciones extracelulares sino a su incorporacién y los efectos internos que pueden
tener sobre la fisiologia celular. Esta hipotesis deberia corroborarse mediante el uso de cepas
afectadas en el transporte de poliaminas o bien analizando si la suplementacion de poliaminas
modifica de forma significativa la expresion de los genes relacionados a la respuesta al estrés
oxidativo. También demostramos que las poliaminas no tienen la capacidad de atenuar
directamente los efectos oxidantes del H,O,, lo que sugiere que los niveles externos de PUT
desempenian un papelmenor en la defensa directa contra el estrés oxidativo. Elrol de las poliaminas
como scavengers de radicales libres ha sido reportado anteriormente por lo que consideramos que

futuras investigaciones en torno a esta tematica seran necesarias para establecer un modelo
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unificado (Ha et al., 1998; Khan et al., 1992a; Khan, et al., 1992b; Liu et al., 2023; Stewart et al.,
2018).

Otro mecanismo importante asociado con la tolerancia al estrés oxidativo, es la capacidad de
metabolizar o reducir la toxicidad de las EROS. Esto implica la produccién de sustancias que
contienen tioles como el GSH y enzimas antioxidantes que normalmente trabajan de forma
cooperativa para mantener el equilibrio redox interno de la célula (Fones & Preston, 2012; Ku & Gan,
2021). En concordancia, se ha reportado que la PUT estimula en E. coli la expresion de los genes de
la cisteina-glutamato ligasa (gshA) y de la catalasa katG, enzimas claves implicadas en el
anabolismo del GSH y la degradacion de H,O,, respectivamente (Sakamoto et al., 2015; A. G.
Tkachenko & Nesterova, 2003). Debido a esto, planteamos la hipotesis de que la eliminacion de
speE, con la consiguiente reduccién de las concentraciones intracelulares de ESPD, podria implicar
la induccién de alguno de estos componentes del sistema antioxidante en Pto. Nuestros
experimentos descartaron que la mayor tolerancia al estrés oxidativo observada en AspeE se
encuentre mediada por la participacion de GSH en el sistema antioxidante. Asi, utilizando una
construccion que expresa como biosensor la proteina fluorescente roGFP (cuyas fracciones
reducidas/oxidadas dependen de la relacién de GSH/GSSG), observamos que las cepas wt y
mutante fueron igualmente capaces de mitigar los efectos del H.O, sobre el estado redox interno.
Investigaciones subsiguientes demostraron que la cepa AspeE posee niveles basales mas altos de
actividad catalasa en comparacién con la cepa wt, lo que sugiere que la tolerancia al estrés
oxidativo estaria relacionada con un aumento en la desintoxicacién de H,O, a través de su
conversién en H.O y O,. En el genoma de Pto se encuentran tres genes codificantes para enzimas
catalasas, pero soélo los productos de katB y katG son cruciales para la descomposicion del H,O,
(Guo et al., 2012). El gen katG codifica para una enzima catalasa monofuncional (cuyo Unico
sustrato es H,0,), se encuentra principalmente en el citoplasma y su funcidn fisiolégica central es
metabolizar el peréxido generado de forma enddgena por la bacteria. En cambio, el gen katB origina
una catalasa bifuncional, también conocida como hidroperoxidasa, que exhibe actividad tanto
catalasa como peroxidasa. Guo et al. (2012) demostraron que la exposicion de Pto a H,O, exdgeno
induce principalmente la expresion de katB, promoviendo su acumulacion en el citoplasma y
periplasma. Segun nuestra investigacion, la actividad de los promotores katB y katG se encuentra
altamente inducida en la cepa AspeE en condiciones basales, en coincidencia a lo observado sobre
la actividad catalasa. La actividad del promotor katB demostré dependencia de H,O, en ambas
cepas, pero el aumento en la cepa wt fue mas significativo que lo observado en la cepa AspeE. Asu

vez, la actividad del promotor katG solo se vio modificada en la cepa wt. Es interesante observar
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que la suplementacién con PUT o ESPD no tuvo un impacto significativo sobre la actividad
promotora de katB o katG en la cepa wt, indicando que el agregado de las mismas no contribuye a
modular el equilibrio redox de la célula bacteriana en condiciones donde el requerimiento de
poliaminas se satisface completamente mediante su sintesis. En cambio, la actividad de estos
promotores disminuyd en la cepa mutante AspeE cuando se agregdé ESPD al medio de cultivo. Por
lo tanto, es probable que exista un mecanismo regulador donde la ESPD funciona como un
modulador negativo de la expresion de catalasas en Pto, lo que podria explicar la razén detras del
fenotipo tolerante al estrés oxidativo observado en esta cepa. En esta tendencia, en el Capitulo Il
se demostré que speE estd regulada negativamente en Pss B728A y Pa en respuesta al H,0,, asi
como también en E. coliy S. enterica (Liu et al., 2020; Lovelace et al., 2018; Chang et al., 2005;
Jozefczuk et al., 2010). Esta observacion sugiere la existencia de mecanismos reguladores
ampliamente distribuidos que vinculan la reduccién de la sintesis de ESPD y la induccion de

actividad catalasa.

En conjunto, nuestros resultados demuestran que la exposicion al estrés oxidativo produce un
aumento en la concentracion de PUT extracelular en Pto. Ademas, demostramos que la
perturbaciéon en la sintesis de ESPD promueve la tolerancia al estrés oxidativo, lo que se
correlaciona con los resultados presentados en el Capitulo Il, donde se presenta la regulacién
negativa de la sintesis de ESPD como respuesta al H,O, en varias especies bacterianas. Esto esta
asociado a una mayor estabilizacién de la membrana externa y a la induccién de catalasas.
Concluimos entonces que estos cambios en la homeostasis de poliaminas pueden participar en un
mecanismo que controla el equilibrio redox de la célula y asegura la viabilidad bacteriana en
condiciones oxidativas. Sin embargo, se debe considerar que el modelo representado aqui podria
diferir en el entorno de la planta, dado que las poliaminas tienen efectos sobre la bacteria, pero
también sobre el metabolismo vegetal. En este sentido, debe recordarse que la PUT se acumula en
los tejidos de las plantas durante las infecciones bacterianas, donde tanto el patégeno como las
células huésped contribuyen a este fenémeno (Lowe-Power et al., 2018; Vilas et al., 2018; Wu et
al., 2019). Este efecto durante la interaccion Xanthomonas campestris-Capsicum annuum se debe
alreconocimiento del efector bacteriano AvrBsT por parte de las células vegetales, lo que lleva aun
aumento en la produccién de PUT como mecanismo de defensa, que, en ultima instancia, reduce
la proliferacion del patégeno (N. H. Kim et al., 2013). En cambio, para algunas especies bacterianas
como R. solanacearum, el incremento de la actividad arginina descarboxilasa vegetal y la
consecuente acumulacién de PUT favorece su crecimiento en relacién a otros microrganismos

competidores (Wu et al., 2019). Se ha descripto también que la generacion de la toxina fevamina A
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por parte de P. syringae inhibe la produccion de EROS mediada por poliaminas en Arabidopsis,
favoreciendo su patogenicidad (O’Neill et al., 2018). En conjunto, estos hallazgos implican que las
bacterias modulan sus niveles de poliaminas para protegerse del estrés oxidativo, pero estos
cambios también pueden tener impactos adversos al fortalecer los mecanismos defensivos de las
plantas. El objetivo del préximo capitulo es comprender en mayor profundidad de qué manera las
bacterias manejan el delicado equilibrio entre los roles beneficiosos y deletéreos que pueden

desempeniar las poliaminas en el proceso patogénico.
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4. CAPITULO IV: Sintesis de poliaminas en Pto, su rol en la activacion de

mecanismos de virulencia y patogenicidad en A. thaliana.

Tal como se expone en Capitulo | de esta tesis, nuestra comprensién sobre la importancia de las
poliaminas en la virulencia de bacterias fitopatdgenas es todavia bastante incompleta, aunque
algunos estudios han revelado que son esenciales para la concrecion de mecanismos asociados a
la patogénesis (Gerlin et al., 2021). A partir de estos estudios, contemplando ademas aquellos
llevados a cabo con bacterias patégenas de humanos, esperamos que las poliaminas no solo
influyan en la virulencia bacteriana, sino que también afecten la interaccion entre el patégenoy la
planta huésped. Este conocimiento es fundamental para identificar nuevos puntos de intervencién
que podrian ser explotados para desarrollar estrategias destinadas a prevenir infecciones o limitar

su impacto.

En este capitulo, nuestro objetivo fue el de identificar el papel de las poliaminas, especificamente
laPUTyESPD, en el desarrollo de distintos procesos de virulencia de Pto mediante estudios in vitro,

para posteriormente, corroborar su funcionalidad en la invasion de A. thaliana.
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4.1 MATERIALES Y METODOS.

4.1.1 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo.

Las cepas bacterianas de Pto (Tabla 3.1) fueron cultivada rutinariamente en placas de LB agarizado
suplementadas, segun la necesidad, con rifampicina (50 pg/pL) o gentamicina (30 pg/mL) a 28 °C
por 48/72 h. Para cultivos liquidos, las bacterias se cultivaron en medio LB o M9, con o sin
suplementacion con rifampicina segln se especifica, a 28 °C con agitacion a 160 rpm o de forma
estatica. Ademas de ellos, se utilizd el medio inductor HIM (fosfato de potasio 50mM, manitol
10mM, (NH,).SO, 7,6mM, MgCl, 1,7mM, NaCl 1,7mM, pH 5,7). Cuando fue necesario, los medios

liquidos se suplementaron con rifampicina (50 pyg/mL) o gentamicina (30 pg/mL).

4.1.2 Material vegetal y condiciones de cultivo.

Se utilizaron plantas de A. thaliana (ecotipo Col-0), las cuales fueron cultivadas en dos condiciones
distintas dependiendo del ensayo, dado que fueron evaluadas en la etapa de plantula, asi como de

planta adulta.

Para la obtencion de plantulas A. thaliana, las semillas se desinfectaron siguiendo el siguiente

protocolo:

e 3 minen solucién de etanol 70 % (v/v) + tritén X-100 0,05 % (v/v).
e 1 minensolucién de etanol 96 % (v/v).

e 3 lavados con agua destilada estéril.

Entre 7 y 8 semillas desinfectadas se sembraron en placas de Petri con medio MS (Murashige y
Skoog, Sigma-Aldrich) suplementado con glucosa al 5 % (p/v). Las placas se aislaron utilizando film
transparente y se almacenaron a 4 °C por 48 h para sincronizar su germinacion. Posteriormente se
cultivaron en una camara de cultivo (Percival Scientific Inc.) a22 =2 °C con un ciclo de luz/oscuridad
de 12/12 h, con una densidad de flujo de fotones de 120 umol m? sy humedad relativa de 65 = 5
% por 15 dias. En ensayos donde se utilizaron plantas adultas, las semillas fueron sembradas en
macetas de 75 cm? utilizando como sustrato una mezcla de turba:arena:perlita en proporciones
1:1:1. Las macetas se almacenaron a 4 °C durante 48 h en bandejas de plastico con solucion de

Hoagland 0,5X y aisladas con film. Luego, se les retiré el film y fueron trasladadas a la cdmara de
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cultivo a 22 = 2 °C por 4 semanas. EL ciclo de luz/oscuridad utilizado fue de 12/12 h con una

densidad de flujo de fotones de 120 pmolm? s™y humedad relativa de 65 = 5 %.

Por otro lado, se utilizaron plantas adultas de Nicotiana benthaminana. Para su cultivo se usaron
macetas de 250 cm® con una mezcla de sustrato turba:arena:perlita en proporciones 1:1:1 y
regadas periddicamente con solucion de Hoagland 0,5X durante 6 semanas. Las condiciones de

cultivo fueron las mismas que las empleadas para el caso de plantas adultas de A. thaliana.

4.1.3 Cuantificacion de la secrecion de pioverdina (PVD).

La determinaciéon de la concentraciéon de PVD extracelular se realiz6 segun lo descrito por
Barrientos-Moreno et al. (2019) con modificaciones menores. Se cultivaron las cepas de Pto wt,
mutantes y sus versiones complementadas en medio M9 durante 18 h y se midié el crecimiento
celular mediante ODgoonm. Desde su inicio, los cultivos fueron suplementados con 50 pM de FeCls,
2mM de PUT o 2mM de ESPD segln se indica en cada tratamiento. Luego, se tomaron 800 pL de
cada cultivo y se centrifugaron a 8.000 x g por 5 min para obtener el sobrenadante libre de células.
La fluorescencia derivada de la PVD en esta fraccidon se cuantifico utilizando el lector de
microplacas hibrido multimodo Synergy H1 (BioTek Instruments, Inc.) registrando la emisién a 455
nm con una longitud de onda de emision de 398 nm. Las lecturas de fluorescencia se corrigieron en

funcién de la absorbancia a 600 nm.

4.1.4 Cuantificacion de la produccion de biofilms.

La cuantificacion del biofilms se llevd a cabo utilizando la metodologia descripta por Shao et al.
(2019) con modificaciones. Las células se cultivaron durante toda la noche a 28 ° C con agitacion
constante en medio LB suplementado con rifampicina y gentamicina a las concentraciones
apropiadas. Posteriormente, las células se lavaron 2 veces con buffer PSB 1X, se determind la
absorbancia 6ptica a 600 nm de las suspensiones finales, y se inocularon 200 pL de medio LB o M9
en pocillos de placas multipocillo X96 a una ODsq final de 0,1 (aproximadamente 1x108 células/mL)
y la placa se incub6 a 28° C durante 24 h de forma estatica. Una vez finalizado el periodo de
incubacién, se cuantifico el crecimiento bacteriano segun la absorbancia a 600 nm utilizando el

lector de microplacas hibrido multimodo Synergy H1 (BioTek Instruments, Inc.). Luego se retiraron
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las células invirtiendo la placa sobre un colector de desechos y los pocillos se lavaron 2 veces con
200 pL de buffer PBS 1X. Se agregaron 200 pL de solucién de cristal violeta al 0,1 % y la placa
multipocillo se dejoé 20 min de forma estatica a temperatura ambiente para permitir la tincion del
biofilm bacteriano formado. Finalmente, cada pocillo se lavé 3 veces con 200 pL de buffer PSB 1Xy
el biofilm tefido se solubilizé agregando 200 pL de etanol al 96 % (v/v). Nuevamente se utilizé el
lector de microplacas para medir la absorbancia especifica del cristal violeta (590 nm) disuelto en

la solucion etandlica y los valores se relativizaron al crecimiento bacteriano.

4.1.5 Determinacion de la formacion de exopolisacaridos (EPS) mediante el ensayo

de rojo Congo.

Las cepas de Pto se cultivaron durante la noche en medio liquido LB, se lavaron dos veces con
medio LB fresco, y luego se resuspendieron en mismo medio a una ODgsgonm igual a 0,3. Se tomaron
5 plde la suspension celular y se colocaron en placas de agar LB conteniendo 40 pg de rojo Congo
por mililitro de medio. Las placas se incubaron a 28 °C por 3 dias de forma estatica, tiempo donde
fueron fotografiadas para analizar la produccion de EPS. La formacion de EPS se evidencia por la

coloracién blanquecina que adoptan las colonias.

4.1.6 Ensayo de movilidad celular.

Para evaluar la movilidad celular en Pto se adapté la metodologia descripta originalmente por Adler,
(1973). Las cepas de Pto fueron cultivadas a 28 °C en medio LB suplementado con rifampicina a
concentraciones adecuadas durante toda la noche en agitacion constante. Posteriormente, las
células se lavaron 2 veces con buffer PBS 1X, luego de lo cual se cuantificé la concentracion de
células mediante la absorbancia éptica a 600 nm y se inocularon tubos de ensayo de vidrio con 2
mL de medio M9 a una concentracion final de 1x108 células/mL. De forma paralela, se colocaron
40 pL de medio M9 sin inocular dentro de capilares de vidrio (1,40 — 1,60mM de diametro) y se
sellaron en la parte superior. Los capilares fueron ubicados dentro de los tubos de ensayo que
contenian los cultivos celulares y se incubaron a 22 °C durante 4 h de forma estética. Finalizado el
tiempo de incubacidn, se retiraron los capilares y se cuantificé el nimero de unidades formadoras

de colonias a partir de una muestra de 20 pL de su contenido.
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4.1.7 Preparacion del indculo para los ensayos de apertura estomatica e infeccion.

Para la preparacién de indculos bacterianos, las cepas correspondientes fueron cultivadas en
medio LB suplementado con rifampicina durante toda la noche. Se recolectaron las células por
centrifugacion (8.000 x g por 5 min), se lavaron 3 veces con MgCl, 10mM, se determiné la ODgoonm Y

se diluyeron en MgCl, 10mM hasta alcanzar la concentracion final deseada de células/mL.

4.1.8 Ensayo de apertura estomatica.

La capacidad de inhibir el cierre estomatico de A. thaliana por parte de Pto se estudio utilizando el
método adaptado de Chitrakar & Melotto (2010), con algunas modificaciones. Se utilizaron plantas
adultas de A. thaliana las cuales estuvieron almenos 4 horas antes de realizar el ensayo en bandejas
con abundante hidratacién, tapadas con film y expuestas a la luz a los fines de inducir la apertura
estomatica. Se cortaron hojas completamente expandidas de cada plantay se colocaron en placas
de Petride 90mM de diametro que contenian 20 mL de MgCl, 10mM sin inocular (control) o con una
concentracion final de 1x108células/mL de Pto wt o mutantes. Las placas se incubaron a 25 °C en
presencia de luz durante 4 h. Finalizado este periodo, se retiraron las hojas, se secaron
completamente utilizando papel absorbente y se extrajo la capa epidérmica abaxial utilizando una
pinza quirdrgica. Las células epidérmicas se tifieron con una solucion de yoduro de propidio 20 pM
por 10 min, luego se lavaron 3 veces con MgCl, 10mM y se montaron en portaobjetos utilizando una
solucion de glicerol al 40 % (v/v). Finalmente, las muestras se visualizaron en un microscopio de
fluorescencia (ZEISS Axio Observer, Carl Zeiss Inc.) utilizando un objetivo 40x, con una longitud de
onda de excitacion de 453 nm y un filtro de emisién de 579-694 nm. Se calculd el indice de apertura

estomatica (um de ancho/pm de largo) observando al menos 30 estomas por hoja por planta.

4.1.9 Infeccion de N. benthamiana.

Se utilizaron plantas adultas de N. benthamiana, seleccionando 2 hojas completamente
desarrolladas por planta. Cada hoja se inoculd con aproximadamente 200 pyL de 3 suspensiones
celulares distintas (1x10°, 1x10”y 1x108células/mL), utilizando una jeringa estéril de 1 mL sin aguja,
y el area de infiltracion se registré utilizando un marcador permanente. Las hojas inoculadas se
cultivaron durante 24 h en las condiciones de crecimiento de las plantas y luego se estimo el grado

de lesién en las areas infiltradas (Kong et al., 2012).
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4.1.10 Determinacion de la acumulacion de H-0..

Siguiendo el mismo procedimiento descripto en el apartado anterior se inocularon hojas N.
benthamiana con las cepas Pto wty mutantes a una concentracion final de 1x107 células/mL o bien
con MgCl, 10mM estéril como control. Se delimité el drea inoculada con un marcador y las plantas
se cultivaron durante 18 h en las mismas condiciones de crecimiento. Para evaluar la acumulacion
de H,O,se adaptd el protocolo descripto por Bach-Pages & Preston (2018). Brevemente, las hojas
se cortaron, se colocaron en tubos Falcon de 50 mL (1 hoja por tubo) y se sumergieron en una
solucién de DAB-HClal 0,1 % (p/v) (3,3-diaminobenzidina-HCL, pH 3,8). Luego de incubar los tubos
a temperatura ambiente por 8 h, se retird la solucién de DAB, y las hojas se lavaron 3 veces con
MgCl, 10mM y se agregaron 40 mL de etanol 96 % (v/v). Los tubos se calentaron a 65 °C en bafo
Maria por 2 h, se remplazd la solucién con etanol 75 % (v/v) y se incubaron a temperatura ambiente
hasta que las hojas se decoloraron completamente. Finalmente, la solucion de etanol se remplazé
con etanol 50 % (v/v) y las hojas se visualizaron y fotografiaron utilizando un transiluminador de luz

blanca.

4.1.11 Inoculacidn de plantulas de A. thaliana.

Las plantulas de A. thaliana fueron inoculadas mediante el método de inundacién. Para ello fueron
cultivadas durante 1 semana en placas de Petri de 90mM de didmetro en medio MS-glucosa.
Posteriormente las placas se inundaron con 40 mL de MgCl, 10mM + 0,025 % Silwet L-77 con o sin
células bacterianas (5x10° células/mL), y se incubaron por 3 min a temperatura ambiente (Ishiga et
al., 2011). Las soluciones se retiraron cuidadosamente, las placas se dejaron secar en flujo laminar
durante 10 min, y se incubaron en las mismas condiciones de crecimiento. A las 24 y 48 h post
inoculacion (hpi), se recolectaron los vastagos (3 correspondieron a una muestra bioldgica) y fueron
dispuestos en tubos Eppendorf de 1,5 mL. Cada muestra bioldgica se peso, se lavdo con MgCl,
10mM vy se desinfectd superficialmente con H,O,al 5 % (p/v) durante 3 min. Después de tres
lavados con MgCl, 10mM estéril, se homogeneizd el tejido vegetal en 500 pL de esta misma
solucién mediante el uso de un disruptor y perlas de acero de 0,5mM de diametro. Posteriormente

se centrifugaron las muestras a 3.000 x g durante 3 min y se realizaron diluciones seriadas del
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sobrenadante para cuantificar las unidades formadoras de colonias bacterianas. Los valores

obtenidos se relativizaron al peso fresco inicial de cada muestra (UFC/mg).

4.1.12 Inoculacién de plantas adultas A. thaliana por el método de infiltracion.

Se seleccionaron dos hojas por cada planta adulta, las cuales fueron previamente incubadas en
bandejas de plastico al menos dos horas con abundante hidratacion y tapadas con film para facilitar
la infiltracidn del indculo mediante la utilizacion de una jeringa sin aguja. Diferentes soluciones de
MgCl, 10mM estéril (control) o de suspensiones bacterianas (concentracion final de 2x10°8
células/mL) se utilizaron para infiltrar hojas de forma completa utilizando jeringas de 1 mL.
Posteriormente, las plantas se incubaron en las mismas condiciones de crecimiento por 24, 48,72
y 96 hpi. Se tomaron muestras biolégicas a cada tiempo utilizando un sacabocados de 0,5 cm de
didametro. Cada muestra bioldgica consistié de 4 discos provenientes de 2 hojas. Los discos se
colocaron en tubos Eppendorf de 1,5 mL y se homogeneizaron en 250 puL de MgCl, 10mM estéril
usando un disruptor de tejidos. Se realizaron diluciones seriadas de los homogenatos luego de su
centrifugacion a baja velocidad, se sembraron en medio LB suplementado con rifampicina y se

incubaron por 48 h para contabilizar las unidades formadoras de colonias (UFC).

4.1.13 Extraccion de fluido apoplastico de A. thaliana.

La obtencidn de fluido intercelular fue llevada a cabo seglin el método de O’Leary et al. (2014), con
algunas modificaciones. Para ello, plantas adultas fueron cortadas a nivel de la base de la roseta,
lavadas dos veces con agua destilada, secadas y dispuestas en vasos de precipitado cubiertas
totalmente con agua destilada. Se sometieron al vacio utilizando una bomba (a una presion de
500mM de Hg) hasta que las plantas se observaron completamente infiltradas. Posteriormente, se
retiraron del agua, se secaron para remover completamente el liquido exterior y se colocaron de
forma invertida en tubos Falcon de 50 mL atando la base de la roseta a la parte superior del tubo.
Para extraer el fluido enriquecido en apoplasto, las muestras se centrifugaron a 1.500 x g durante 15
min a 4 °C. El liquido resultante se conservo a 4 °C hasta su utilizacion. La contaminacion con
componentes citoplasmaticos fue evaluada cuantificando el contenido de clorofila en el fluido
apoplastico sobre el contenido de clorofila en el total del material vegetal y se utilizé la siguiente

férmula para su calculo:
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Contaminacion (%)= Clorofila a + b en apoplasto (C/mg de tejido vegetal fresco)

Clorofila a + b total (C/mg de tejido vegetal fresco)

4.1.14 Extraccion de ARN, sintesis de ADNc y cuantificacion de niveles de expresion

génica mediante qPCR.

4.1.14.1 Cultivos celulares y extracciéon de ARN.

Las cepas de Pto fueron cultivadas durante toda la noche en medio LB suplementado con
rifampicina a una concentracion final de 50 pg/mL. Los cultivos se centrifugaron a 8.000 x g durante
4 miny se realizaron dos lavados con MgCl, 10mM. Posteriormente, se inocularon4 mL de LB o HIM
a una concentracion final de 5 x 107 células/mL y se cultivaron durante 6 h a 28 °C en agitacion
constante a 160 rpm. Una vez transcurrido el periodo de incubacion, los cultivos se centrifugaron a
12.000 x g durante 10 min a 4 °C, se lavaron los pellets una vez con MgCl, 10mM y se congelaron

utilizando nitrégeno liquido para luego ser almacenadas a — 20 °C hasta su procesamiento.

La extraccion de ARN se realizé utilizando el reactivo TRANSZOL (TRANS®) siguiendo el protocolo
descripto por Toni et al. (2018), donde se agrega un paso adicional de extraccién con cloroformoy
dos pasos de lavado con etanol 75 %. La integridad del ARN se evaluo por electroforesis en geles
de agarosa 1,2 % (p/v) y la concentracién de acidos nucleicos se cuantificd por absorbancia a 230

nm utilizando una placa Take3 (BioTeck®).

4.1.14.2 Sintesis de ADNc.

Las muestras de ARN fueron tratadas con ADNasa | TURBO (/nvitrogen™) siguiendo las
recomendaciones del fabricante con el fin de degradar posibles contaminaciones con ADN
gendmico. Posteriormente, el ADNc fue generado agregando 1,2 ug ARN a la siguiente mezcla: 1 pL
de hexameros aleatorios (dNg), 1 uL de dNTPs 10mM, 1 pL de retrotranscriptasamMLV (200 U/pL),
5 L de buffer de reaccién 5X (Tris-HCL 250mM, KCLl 375mM, MgCl, 15mMy DTT 50mM, pH 8,3) y
agua destilada hasta un volumen final de 25 pL. La mezcla de reaccién fue incubada durante 1 h a

37°C.
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4.1.14.3 Cuantificacion de los niveles de expresion génica por qPCR.

Para el andlisis de niveles de expresion génica, 1 yL ADNc (dilucion 1:5) se diluyd junto a los
cebadores correspondientes (ver Tabla 4.1) en agua hasta un volumen final de 5 pL, y luego se
agregd el mismo volumen de FastStart Universal SYBR Green Master (con ROX) para completar un
volumen final de 10 pL. Las reacciones fueron llevadas a cabo en un termociclador StepOnePlus™
System (Applied Biosystems) con la ayuda del programa informatico de analisis StepOne Software
v2.2.2 (Applied Biosystems). La cuantificacion relativa se realiz6 por el método comparativo de Ct
(Cycle threshold) usando como normalizador la expresion del gen gyrA. Para calcular cambios
relativos en la expresion génica se utilizé el método 22 (Livak & Schmittgen, 2001), asignando
como control la condicién LB de la cepa wt. Se utilizdé el programa Infostat para realizar la

comparacién entre los valores de expresion relativa de genes (Di Rienzo et al., 2020).

Tabla 4.1. Cebadores utilizados en este capitulo.

Cebadores Secuencia Origen o referencia
HopA1F ATGCGAAACCCGTCTCGAAT Este trabajo
HopA1R TGTGCAGGAACTCTTCTTGCTG Este trabajo
GyrAF GGCAAGGTCACCCGCTTCAAGGAAT Vilas et al. (2018)
GyrAR GACCGCCACGCTTGTACTCAGGGAAC Vilas et al. (2018)
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4.2 RESULTADOS.

4.2.1 Varios procesos asociados a la patogénesis de Pto se vieron afectadas por la

interrupcion en la sintesis de poliaminas.

La virulencia bacteriana depende de un conjunto de mecanismos moleculares finamente regulados
que tienen como objetivos inhibir la respuesta inmune y favorecer la proliferacion celular dentro de
su hospedador (Xin et al., 2018). En funcién de esto, y para estudiar el rol que cumplen las
poliaminas en la virulencia de Pto, evaluamos en ensayos in vitro diferentes caracteristicas

asociadas a la virulencia en las cepas mutantes y wt de esta especie.

En primer lugar, se cuantificd la produccion de biofilms en diferentes medios de cultivos. Esta
estructura es una matriz extracelular formadas principalmente por EPS que presentan un rol
importante, tanto en la interaccién directa con las células del hospedador como confiriendo
resistencia al estrés oxidativo (G. M. Preston, 2000). Utilizando LB y M9 como medios de cultivo,
observamos que la cepa wt produce mas biofilm en condiciones donde los nutrientes se
encuentran limitados (Figura 4.1 A). Por su parte, la cepa AspeE produce mayores niveles de
biofilms que la cepa wt en medio M9, pero niveles similares cuando se cultivaron en medio LB. En
cambio, la doble mutante AspeAAspeC mostrd una menor capacidad de producir biofilms,
independientemente del medio de cultivo utilizado. La menor capacidad de producir biofilms se
correlaciona con la menor produccidn de EPS en la doble mutante (Figura 4.1 B), mientras que no
se observaron diferencias en la produccion de EPS entre la cepa wt y la mutante AspeE. Cabe
destacar que lacomplementacidn de dichas mutantes expresando los genes speE (en AspeE), speA
o speC (en AspeAAspeC) restablecid los fenotipos observados, comportandose de manera similar

a la cepa wt.
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Figura 4.1. Efecto de la deficiencia en la sintesis de poliaminas en Pto en la produccién de biofilms. A)
La produccién de biofilm en las cepas indicadas se cuantific6 mediante el método de tincién con cristal
violeta. Para ello, las células se cultivaron en medio LB o M9 durante 24 h a 28° C de forma estética en pocillos
de placas multi pocillo. Posteriormente se procedié a lavar cada pocillo y se realizé la tincién con cristal
violeta tal como se describe en Materiales y Métodos, para luego determinar la absorbancia (550 nm) para
estimar la produccion de biofilms. Los valores se relativizaron al crecimiento celular determinado por ODsoonm.
El anélisis estadistico de los datos se realiz6 mediante ANOVA, seguido de la prueba post hoc de Tukey para
comparaciones multiples. Las diferencias significativas entre cepas para un mismo medio de cultivo, o entre
distintos medios de cultivo para una misma cepa (indicadas entre corchetes), se presentan como: **p < 0,01,
***p < 0,001. B) Visualizacion de la produccion de exopolisacaridos (EPS). En este caso, las cepas se
cultivaron en placas de LB-agar suplementadas con 40 pg de Rojo Congo durante 72 h a 28° C, previo a ser
fotografiadas. Los resultados obtenidos se analizaron mediante ANOVA, seguido de la prueba post hoc de
Tukey para comparaciones multiples (*p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001). Se utilizaron 8 (A) y 3 (B) réplicas
biolégicas por ensayo y los mismos se realizaron por triplicado, con resultados similares.

El hierro es un elemento de gran importancia para el crecimiento de las bacterias, pero debido a su
baja solubilidad a pH natural no se encuentra disponible en la mayoria de los ambientes (Owen &
Ackerley, 2011). Varias especies de Pseudomonas tienen la capacidad de sintetizar y secretar
sideréforos con el objetivo de formar complejos con iones de este elemento y favorecer su
incorporacion. En particular, Pto produce una molécula quelante denominada pioverdina (PVD), que
entre sus caracteristicas bioquimicas se destaca la emisidn de fluorescencia cuando se encuentra
libre, la cual se pierde cuando se une a iones hierro (Barrientos-Moreno et al., 2019). Asi, para
evaluar la secrecion de PVD por parte de la cepa wt y cepas mutantes, analizamos la emisién de
fluorescencia en sobrenadantes libres de células de cultivos de Pto en medio minimo M9. Este
medio definido no posee hierro en su composicion por lo que genera una condicion de deficiencia
para este mineral, induciendo la sintesis y secrecion de PVD. Observamos mayores niveles de

emisioén en el sobrenadante de la cepa wt respecto al obtenido de cultivos de las cepas mutantes
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AspeE y AspeAlAspeC (Figura 4.2 Ay C). A su vez, la complementacion de las cepas mutantes
restituyd la capacidad de secretar este sideréforo. Para corroborar que la fluorescencia observada
se debia a PVD y no a otra molécula fluorescente, se suplementaron los cultivos de Pto con FeCls.
Efectivamente, la adicion de hierro generé una caida significativa en la fluorescencia de los
sobrenadantes. La adicién de poliaminas al medio de cultivo no tuvé ningln impacto sobre la
secrecion de PVD por parte de la cepa wt (Figura 4.2 B). En cambio, la suplementacién de ESPD
generé una gran induccién de la secrecion de PVD en la cepa AspeE, obteniendo niveles de
fluorescencia incluso mayores a los observados en cultivos de la cepa wt. Por su parte, la
deficiencia en la secrecién de PDV mostrada por la doble mutante AspeAAspeC no se revirtié ante
la adicion de PUT al medio de cultivo. Por lo tanto, los resultados obtenidos nos llevan a concluir
que, si bien la sintesis de PUT y ESPD seria necesaria para la secrecion de PVD en Pto, los
requerimientos de ESPD pueden ser compensados mediante su suplementacion, fendmeno que no

se observa con respecto a la PUT.
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Figura 4.2. Determinacion de la fluorescencia derivada de la pioverdina en los medios de cultivo de Pto
wt y mutantes alteradas en la sintesis de PUT y ESPD. El panel A) muestra la cuantificacion de
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fluorescencia derivada de PVD en sobrenadantes libres de células (excitacion 398 nm/emisién 455 nm) de
las cepas mencionadas, cultivadas durante 16 h en medio minimo M9 con y sin el agregado de 100 uM de
FeCls. Los sobrenadantes se recolectaron mediante centrifugacién y los niveles de fluorescencia obtenidos
se relativizaron a la concentracién celular estimada mediante la ODegoonm B) Se utilizéd el mismo proceso
mencionado en (A), pero los cultivos celulares fueron suplementados durante su cultivo con poliaminas (PUT
o ESPD) a una concentracion final de 2mM o sin suplementar (Control). En A y B los datos se analizaron
mediante ANOVA, seguido de la prueba post hoc de Tukey para comparaciones multiples. Las diferencias
significativas entre cepas, se presentan como: ***p < 0,001. La foto en C muestra cultivos de Pto wt, AspeE'y
AspeAAspeC en medio minimo M9 sin la suplementacién con FeCl; expuestos a luz UV. Se utilizaron 3
réplicas bioldgicas por ensayo y los mismos se realizaron por triplicado, con resultados similares.

La capacidad de desplazarse en medios liquidos o semi sélidos es una caracteristica muy estudiada
en bacterias patdégenas en relacion a su patogénesis (Josenhans & Suerbaum, 2002). Si bien las
infecciones causadas por P. syringae se restringe a los 6rganos infectados y no suele diseminarse al
resto del hospedador, la movilidad juega un rol muy importe en la entrada de este patdgeno a los
tejidos vegetales dado que resulta necesaria para establecerse en el espacio apoplastico (Xin & He,
2013). Los ensayos macroscopicos, donde se analiza el desplazamiento de células en placas de
Petri utilizando diferentes medios de cultivo (sélido, semisélido o semiliquido) y diferentes métodos
de inoculacion, son los mas utilizados para estudiar la movilidad bacteriana (Palma et al., 2020). Sin
embargo, los resultados obtenidos a partir de estos ensayos son influenciados por la tasa de
crecimiento y no son recomendados para analizar y comparar cepas que muestran diferencias en
esta variable. Debido a que las mutantes en la sintesis de poliaminas difieren en la velocidad de
crecimiento respecto a la cepa wt, decidimos adaptar la metodologia descripta originalmente por
Adler (1973) donde se evalua en un tiempo acotado la invasion del medio de cultivo contenido en
un capilar. En estos ensayos no se observaron diferencias en la movilidad entre las cepas AspeE'y
AspeAAspeC respecto a la cepa wt cuando utilizamos medio LB (Figura 4.3 A). En cambio, cuando
las bacterias fueron cultivadas en medio minimo M9 observamos que las mutantes mostraron

menor movilidad respecto a la cepa wt, siendo este efecto mas significativo en la doble mutante.

Por otro lado, se conoce que la poblacién bacteriana disminuye drasticamente en las primeras 48 h
si Pto es afectada en la capacidad de invadir el interior de los tejidos del hospedante (Xin & He,
2013), lo que se explica por su baja aptitud para el crecimiento epifitico. Las aberturas estomaticas
han sido reconocidas como una de las rutas principales de entrada de bacterias a las hojas (Huang,
1986), y en efecto, el cierre de los estomas tiene un rol activo en la limitacién de las infecciones
bacterianas (Melotto et al., 2006). Es por esto que la sintesis de la toxina coronatina producida por

Pto juega un papel esencial, ya que tiene la capacidad de promover la reapertura de los estomasy
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asi facilitar la entrada de la bacteria al espacio apoplastico. Asi, decidimos analizar la capacidad de
induccion de la apertura estomatica por parte de las cepas de Pto. Luego de exponer hojas adultas
de A. thaliana a una suspension de 1x10% células/mL por 4 h, observamos que las cepas mutantes
AspeE 'y AspeAAspeC exhibieron una menor capacidad de promover la apertura estomatica que la
cepa wt (Figura 4.3 B-C). En estos ensayos se incluyo un tratamiento control (MgCl; sin inocular)
que obtuvo un indice de apertura estomatica similar al de la cepa wt, evidenciando el gran potencial

de Pto en inhibir la respuesta inmune vegetal e inducir la reapertura de las estomas.
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Figura 4.3. Movilidad celular e induccion de la apertura estomatica en Pto. A) Evaluacién de la movilidad
celular de las cepas wt, AspeAAspeC y AspeE mediante el desplazamiento de células desde el medio de
cultivo liquido (LB o M9) hacia el interior de capilares de vidrio tras 4 h de incubacion a 22° C. Los valores
representan el recuento de UFC encontradas dentro del capilar luego del periodo de incubacion. B)
Capacidad de las bacterias de inducir la reapertura estomatica en hojas de A. thaliana. Las plantas se
expusieron durante 4 h a una suspension celular de Pto, AspeAAspeC y AspeE. Luego se retird la capa
epidérmica abaxial de las hojas, se tifid con ioduro de propidio 10uM y se cuantificé el indice de apertura
estomatica en microscopio de fluorescencia. Los datos se analizaron mediante ANOVA, seguido de la prueba
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post hoc de Tukey para comparaciones multiples. Las diferencias significativas se presentan como: *p <0,05;
***p < 0,001. C) Fotografia representativa de un estoma abierto y uno cerrado, visualizado en microscopio,
con un aumento 6ptico de 40X. Se utilizaron 3 réplicas bioldgicas por ensayo y los mismos se realizaron por
duplicado, con resultados similares.

4.2.2 Activacion de la respuesta hipersensible en N. benthamiana durante las

infecciones con las cepas mutantes AspeE 'y AspeAAspeC.

Una vez que Pto ingresa al espacio apoplastico, se multiplica de manera agresiva, aumentando
notablemente su poblacién en las primeras etapas de la infeccién (Xin & He, 2013). En plantas
susceptibles a este patégeno, el T3SSy las proteinas efectoras translocadas por éste, juegan un rol
primordial al suprimir la respuesta inmune y modificar el metabolismo de las células vegetales
favoreciendo la adquisicion de nutrientes por parte de la bacteria (O’malley & Anderson, 2021). Por
otro lado, distintas proteinas efectoras son reconocidas por proteinas R en plantas que demuestran
resistencia, lo que conduce a la activacién de una respuesta localizada temprana denominada HR.
Con el objetivo de restringir la proliferacion del patdégeno, la HR provoca la generacion repentina 'y
continua de EROS que terminan en la muerte celular del tejido infectado (GroBkinsky et al., 2012).
La interaccién de bacterias patdgenas con plantas resistentes (denominadas interacciones no
compatibles) han sido de gran utilidad para comprender los mecanismos moleculares que
subyacen a la interaccion planta-patdégeno (Wei et al., 2007). Por este motivo, analizamos la
capacidad de inducir la HR por parte de las cepas wt'y mutantes de poliaminas en hojas adultas de
N. benthamiana, una especie vegetal resistente a Pto. Utilizando jeringas de 1 mL estériles
realizamos tres inoculaciones por hoja con diferentes concentraciones bacterianas (1 x 108, 1 x 107
y 1 x 108 células/mL), incubamos las mismas durante 24 h en condiciones éptimas de crecimiento
y evaluamos la aparicidon de necrosis en la zona de inoculacién. Cuando utilizamos una alta
concentracion de células (1 x 108) todas las cepas mostraron la misma capacidad de inducir HR
(Figura 4.4 A). Sin embargo, observamos una disminucion en el grado de necrosis cuando
infiltramos con 1 x 107 y 1 x 10° células/mL en las cepas mutantes respecto a la cepa wt
transcurridas 24 h post inoculacidn. Estos niveles de lesion, sin embargo, se igualaron a las 48 h
post inoculacion. Para corroborar lo observado, hojas inoculadas con 1 x 107 células/mL se
incubaron por 18 h y se realizd una tincién con nitroazul de tetrazolio (NTB) para observar la
acumulacion de H,0O, asociada a la induccién de HR. Nuevamente, se observé una menor
acumulacion de esta molécula reactiva en las regiones inoculadas con las cepas mutantes AspeE

y AspeAAspeC respecto a la cepa wt (Figura 4.4 B). Para extender estos resultados, decidimos
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estudiar la participacion del metabolismo de poliaminas en la expresion de efectores. Pto presenta
alrededor de 40 genes que codifican proteinas efectoras y gran parte de ellas son esenciales para
mostrar una virulencia total en plantas susceptibles, como A. thaliana (Alfano & Collmer, 2004;
Wang et al., 2024). En nuestro caso decidimos cuantificar la expresion del gen que codifica para el
efector HopA1 como medida de esto, tanto en el medio rico LB como en un medio minimo inductor
de la virulencia como lo es HIM (hrp-induced medium) (Huynh et al., 1989). HopA1 reprime la
activacion de defensa dependiente de PAMP (PTl) mediante inhibiciones postranscripcionales y
traduccionales de proteinas relacionadas con el sistema inmune vegetal (Dahale et al., 2021).
Luego de 6 h de incubacion en los respectivos medios, observamos una induccién significativa de
la expresion de hopA17 en medio inductor respecto a LB en las cepas wt y AspeE (Figura 4.5 A). Sin
embargo, dicha induccién no se encontré en la doble mutante AspeAAspeC, a pesar de mostrar

mayores niveles de expresion de hopA17 que la cepa wt en medio LB.

AspeA
A AspeE wt wt AspeC
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Figura 4.4. Efecto de la perturbacion de la sintesis de poliaminas en la bacteria durante la interaccién no
compatible Pto-N. benthamiana. A) Hojas completamente expandidas de plantas de N. benthamiana
fueron inoculadas utilizando jeringas estériles con suspensiones celulares de Pto wt, AspeAAspeC o AspeE a
diferentes concentraciones (1 x 108, 1 x 10’ y 1 x 10° células/mL). Se utiliz6 MgCl, 10mM sin inéculo
bacteriano como control. Las plantas se cultivaron por 24 h en las mismas condiciones luego del tratamiento,
para luego ser fotografiadas. En B Se realiz6 el mismo proceso que en A utilizando una suspension de 1 x 107
células/mL. Las plantas se cultivaron por 18 h y se realizé la tincién con nitroazul tetrazolio (NBT) para
observar la acumulacion de H,O,, tal como se detalla en materiales y métodos. Se utilizaron 5 (A) y 2 (B)
réplicas bioldgicas por ensayo y los mismos se realizaron por duplicado, con resultados similares.

4.2.3 La sintesis de PUT por parte de Pto es indispensable durante la infeccién de A.
thaliana.

Con el fin de evaluar el potencial de las cepas Pto wt, AspeE y AspeAAspeC de infectar A. thaliana
se probaron dos métodos distintos de inoculacion y se cuantifico la proliferacion bacteriana dentro
de los tejidos vegetales. Por un lado, se realizé la inoculaciéon de plantas adultas mediante
infiltracion utilizando jeringas estériles. También se inocularon plantulas de A. thaliana mediante
inundacion con una solucién bacteriana para estudiar tanto la capacidad de ingreso a la planta
como la tasa de proliferacion en el espacio apoplastico. Independientemente del método de
inoculacion utilizado, la cepa doble mutante (incapaz de sintetizar PUT) mostré una significativa
reduccion en la virulencia en todos los tiempos estudiados respecto a la cepa wt (Figura 4.5 B-C).
Por su parte, sélo se observé un menor recuento de colonias de la mutante AspeE respecto a la cepa
wt luego de un dia post inoculaciéon cuando se utilizé el método de inoculacién por inundacion
(Figura 4.5 B-C). Estos resultados indicarian que la perturbacién de la sintesis de PUT en Pto
afectaria mecanismos necesarios para infectar A. thaliana. A su vez, la interrupcion en la sintesis de
ESPD afectaria principalmente procesos asociados al ingreso a la planta (lo que concuerda con lo
observado en secciones previas en cuanto a la movilidad y apertura estomatica) pero no tendria
ningun efecto una vez que las células se encuentran dentro del espacio apoplastico. Esto nos lleva
a pensar que la biodisponibilidad de ESPD en el apoplasto y la capacidad de incorporarla por parte

de la bacteria seria suficiente para cumplir con sus requerimientos fisioldgicos.

118



>
w

20+ 7=
s | hopA1 a . 6
“_g 154 g 5
[v4 -
O 4+
5 104 5 5
[ =
: g
g 54 b b S 27
w [+ 1=
0=
wt AspeEAspeA wt AspeE AspeA 1 dpi 2 dpi
AspeC AspeC
c LB HIM
B wi
B AspeE

3 AspeAAspeC

a o -
| I |

Log[UFC/mI]
i

0-

1dpi 2dpi 3dpi 4dpi

Figura 4.5. Efecto de la interrupcion de la sintesis de PUT y ESPD en la virulencia de Pto. A) Expresion
relativa cuantificada mediante RT-qPCR en células de Pto cultivadas en medio LB o HIM por 6 h. Los niveles
de expresion génica se normalizaron a los de los ARNm que codifican a la proteina GyrA, y el andlisis
estadistico de los datos fue realizado con el software InfoStat. La cuantificacién génica se realiz6 en dos
ensayos independientes, obteniendo resultados similares. A. thaliana fue inoculada mediante el método de
inundacién (B) o infiltracion (C) Se representa el recuento de UFC dentro de la planta a diferentes tiempos.
Los valores presentados en (B) se referenciaron al peso fresco vegetal utilizado para realizar los extractos,
mientras que en (C) se expresa en relacién al volumen del extracto, ya que se utiliz6 la misma cantidad de
material vegetal para cada muestra. Los datos se analizaron mediante ANOVA, seguido de la prueba post hoc
de Tukey para comparaciones multiples. Las diferencias significativas entre las cepas mutantes y la wt se
presentan como: *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001. Se utilizaron 4 (A) y 6 (B-C) réplicas biolégicas por ensayo
y los mismos se realizaron por duplicado (A) y triplicado (B-C), con resultados similares.

4.2.4 La biodisponibilidad de ESPD en el apoplasto de A. thaliana compensa la

perturbacion en su sintesis en la cepa AspeE.

La concentracion de nutrientes en el espacio apoplastico es suficiente para promover un rapido
crecimiento de P. syringae in vitro y se ha sugerido que esta bacteria estd metabdlicamente
especializada para hacer un uso eficiente de las fuentes de carbono y nitrégeno presentes en el

apoplasto de sus plantas hospedantes (Melotto & Underwood, 2008; Mithani et al., 2011; Rico &
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Preston, 2008). Si bien la composicion del liquido apoplastico se encuentra pobremente
caracterizada, se sabe que responde al cambio de las condiciones ambientales, incluida la
nutricion, el estrés abidtico y bidtico, y los ciclos diurnos (Lopez-Millan et al., 2000; O’Leary et al.,
2016; Sattelmacher, 2001). Durante la interaccién A. thaliana-Pto hay un gran aumento de la
concentraciéon de PUT en el apoplasto y, tanto el metabolismo vegetal como el bacteriano
contribuyen a este fendmeno (Vilas et al., 2018). Es por esto que nos propusimos estudiar el
potencial nutricional que posee el apoplasto de A. thaliana sobre el crecimiento de Pto wty
mutantes deficientes en la sintesis de poliaminas. Para ello, realizamos la extracciéon de fluido
apoplastico (FA) de hojas adultas de A. thaliana (O'Leary et al., 2014), el cual se utilizé para
suplementar medio minimo M9 y evaluar el crecimiento de Pto. En las primeras horas de
crecimiento (2, 4 y 8 h) todas las cepas respondieron a la suplementacion con FA mostrando una
mayor tasa de crecimiento (Figura 4.6 A). Luego de 24 h de cultivo, los niveles de crecimiento
mostrados por la wt no difirieron en presencia de FA, demostrando que este fluido no aporta
beneficios nutricionales para esta cepa. Sin embargo, un efecto benéfico pudo observarse en el
crecimiento de la mutante AspeE, la que a este tiempo y con un 20 % de FA alcanza valores de
absorbancias comparables a los obtenidos para la cepa wt. Por su parte, la tasa de crecimiento de
la cepa doble mutante resultdé baja y no fue modificado mediante la suplementaciéon con FA.
Finalmente, se cuantificé el contenido de poliaminas presentes en el FA extraido y observamos que
tanto PUT como ESPD se encontraban presentes en el mismo, siendo la primera amina la de mayor
concentracion (Figura 4.6 B). Estos resultados concuerdan con los presentados en la Figura 3.5 B
(Capitulo Ill), donde la suplementacion de M9 con poliaminas mostré un mayor efecto en el
crecimiento de la mutante AspeE, pero solo restablecid parcialmente el crecimiento de la doble

mutante.
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Figura 4.6 Efecto de la suplementacion con fluido apoplastico en el crecimiento de Pto. A-C) Se evalud
el crecimiento de las cepas Pto (A), AspeAAspeC (B) y AspeE (C) en medio M9 suplementado con
distintas concentraciones de fluido apoplastico extraido de A. thaliana. Para ello, el crecimiento se
monitored a los tiempos indicados midiendo la absorbancia déptica de los cultivos a 600 nm. D)
Cuantificacién del contenido de poliaminas en los fluidos apoplasticos utilizados seguin la
metodologia descripta en materiales y métodos. Se utilizaron 4 réplicas biolégicas por ensayo y los
mismos se realizaron por duplicado, con resultados similares.
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4.3 DISCUSION.

Utilizando principalmente patégenos humanos, en los Ultimos afos se han publicado un nimero
creciente de estudios sobre la funcién que cumplen las poliaminas en la induccién de mecanismos
de virulencia bacteriana, aportando nuevos conocimientos sobre la funcionalidad de estas
moléculas durante las diferentes etapas de la infeccién. En relacidn con esto, se ha demostrado
que la homeostasis de poliaminas estd asociada a la induccién de genes de virulencia, movilidad,
resistencia al estrés oxidativo, produccién de biofilms y modulacién de la respuesta inmune del
hospedador (Di Martino et al., 2013). Debido a que estas moléculas pueden ser producidas tanto
por el patégeno, asi como también por el hospedante, comprender su rol en sistemas in vivo suele
ser un desafio sumamente complejo (Gerlin et al., 2021). Durante el desarrollo del Capitulo 11 y llI
de la presente tesis, demostramos que la expresion de los genes de metabolismo de poliaminas se
modifica a medida que avanza el proceso infeccioso y que la perturbacién de la sintesis de ESPD,
al mismo tiempo que la secrecién de PUT, contribuyen en la respuesta al estrés oxidativo en Pto.
Debido a todo lo mencionado, nos propusimos evaluar la participacion de las poliaminas en el
desarrollo de mecanismos asociados a la virulencia en esta bacteria y comprender su rol en la

patogénesis utilizando la planta modelo A. thaliana.

El primer proceso evaluado fue la formacién de biofilms, una estructura que ademas de contribuir
a la patogénesis también desempena un papel importante en la resistencia a antibidticos en
distintas especies bacterianas (Donlan et al., 2002). Se ha reportado la formacion de biofilms por P.
syringae en tejidos vegetales, sugiriendo que esta estructura seria relevante durante la colonizacion
de la planta (Fakhr et al., 1999; Osman et al., 1986; Preston et al., 2001). En particular, esta
estructura presentaria una mayor relevancia durante el crecimiento epifitico de la bacteria donde
otorgaria una mayor tolerancia a la desecacién (Chang et al., 2007). Sin embargo, es notorio que
algunos patovares tal como Pto presentan un desarrollo epifitico pobre, mientras que si se destacan
en su aptitud endofitica (Boureau et al., 2002). En el interior de los tejidos vegetales, la formacion
de biofilms se encuentra asociada principalmente a una mayor resistencia a la miriada de
moléculas con actividad antagonista que se producen durante la activacion de lainmunidad vegetal
(Engl et al., 2014; Preston et al., 2001; Xiao et al., 2024). Nuestros resultados indican que, en
condiciones de cultivo definidas y libres de poliaminas, la deficiencia de la sintesis de PUT lleva a

una menor capacidad de produccion de biofilms. En cambio, bajo las mismas condiciones, la
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interrupcion de la via de sintesis de ESPD condujo a un aumento en la formacién de esta estructura.
Este fenotipo se revirtié por la complementacion de la cepa mutante con el gen speE o cultivando
las células en medio LB, el cual contiene poliaminas en su composicién (Vilas et al., 2018).
Notablemente, si bien la complementacién de la cepa AspeAAspeC con los genes speA o speC
aumento su capacidad de producir biofilms en un medio carente de poliaminas, la utilizacion de LB
como medio de cultivo no logré revertir el fenotipo de la cepa doble mutante. Trabajos previos
realizados por nuestro grupo de trabajo, demostraron que la suplementacién del medio de cultivo
con PUT no afecta la formacién del biofilms en Pto (Vilas et al., 2018), lo que indica que este
mecanismo no estaria regulado por las concentraciones externas de esta poliamina. En conjunto,
podemos concluir que la sintesis de PUT mediante las vias catalizadas por SpeA 'y SpeC, mas alla

de su disponibilidad en el medio, seria importante para la produccién de biofilms en Pto.

Otra de las estrategias que contribuyen a la virulencia bacteriana es la de asegurar el suministro de
hierro mediante la produccién y secrecion de sideréforos capaces de quelar el mismo con una alta
afinidad (Braun & Hantke, 2011). Los sideréforos desempefian un papel destacado en la biologia de
bacterias del género Pseudomonas, lo cual le permite ocupar una amplia gama de nichos
ambientales. Las Pseudomonas fluorescentes sintetizan principalmente el sideréforo PVD junto
con otros secundarios que tienen menor afinidad por este mineral (Cornelis & Matthijs, 2002).
Como la restriccién de hierro es un mecanismo clave de defensa por parte del huésped, los
sideréforos suelen ser considerados como un importante factor de virulencia (Meyer et al., 1996;
Visca et al., 2007). Asi, se ha demostrado que poseen un rol relevante durante las infecciones de
Dickeya dadantii (Franza et al., 2005) y que contribuyen a la aptitud epifita de Pss (Wensing et al.,
2010), aunque su ausencia no afecta la capacidad de generar lesiones en Phaseolus vulgaris por
parte de esta ultima (Owen & Ackerley, 2011). Recientemente, Barrientos-Moreno et al. (2019)
demostraron que la sintesis de pioverdina en P. putida se ve afectada si la sintesis de arginina es
interrumpida, un metabolito que participa en la sintesis de PUT a través de la via de la arginina
descarboxilasa. Es por ello que en este trabajo nos planteamos estudiar la capacidad de sintesis 'y
secrecion de PVD por parte de Pto en condiciones donde la sintesis de poliaminas es interrumpida.
Asi, cuando se cultivaron las bacterias mutantes AspeE o AspeAAspeC en condiciones deficientes
de hierro no observamos cantidades significativas de PVD en los sobrenadantes, aunque si fueron
observadas en sobrenadantes provenientes de cultivos de la cepa wt. La complementacion de las
mutantes con los genes respectivos mostré una reversion completa del fenotipo. Cabe destacar

que la suplementacién con ESPD restablecio la capacidad de sintetizar PVD por parte de AspeE.
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Este efecto mediado por ESPD habia sido reportado previamente por Barrientos-Moreno et al.
(2019) en Pp, por lo que este podria ser, en principio, un mecanismo conservado en el género
Pseudomonas. Futuros estudios llevados a cabo en otras especies de este género seran de suma
importancia para entender el alcance del rol regulador de la ESPD sobre el metabolismo del hierro.
Por su parte, la suplementacion con PUT en el medio de cultivo de la cepa AspeAAspeC no generd
una respuesta significativa sobre la secrecion de PVD, indicando que esta cepa podria no incorporar
PUT de forma eficiente tal como se dedujo del estudio de su crecimiento en estas mismas

condiciones (Figura 3.7, Capitulo ll).

La capacidad de moverse en busca de un ambiente mas favorable o bien con la finalidad de ingresar
al interior de los tejidos vegetales también define la aptitud de una bacteria fitopatdgena (Rio-
Alvarez et al., 2014). Las bacterias ingresan al espacio apoplastico de las plantas a través de heridas
o de aperturas naturales como los estomas (Ichinose et al., 2013). La capacidad de inhibir el cierre
estomatico a través de la sintesis de la fitotdxica coronatina por parte de Pto (Melotto et al. 2006),
hace que estas estructuras constituyan una de las principales rutas de ingreso a la planta (Huang et
al., 1986). Por consiguiente, mutaciones en genes relacionados a la funcionalidad del flagelo o en la
sintesis de coronatina disminuyen notablemente la virulencia de P. syringae (Haefele & Lindow,
1987; Hattermann & Ries, 1988; Ichinose et al., 2003; Nomura et al., 2005; Panopoulos & Schroth,
1974; Xin & He, 2013). Si bien existen evidencias que relacionan el metabolismo de poliaminas con
la movilidad bacteriana (Chattopadhyay et al., 2003; Nair et al., 2024; Nesse et al., 2015), hasta el
momento esto no fue abordado en Pto, asi como tampoco se ha investigado si estas moléculas
tienen algun efecto sobre la capacidad de inhibir el cierre estomatico. Nuestro analisis del
desplazamiento de wt y cepas mutantes en cultivos liquidos en ausencia de poliaminas nos
permitio observar que las mutantes presentaron una menor movilidad respecto a la cepa wt, siendo
la cepa doble mutante AspeAAspeC la que mostré una mayor alteracion en esta caracteristica. A su
vez, ambas mutantes presentaron una movilidad similar a la cepa wt cuando se utilizé el LB como
medio de cultivo, por lo que la sintesis de poliaminas no seria necesaria para el desplazamiento en
un contexto de alta disponibilidad nutricional. De este modo, dependiendo de las condiciones de
crecimiento y la posibilidad incorporar poliaminas del ambiente, la sintesis de poliaminas puede
resultar prescindible para la movilidad de Pto. Por otro lado, la capacidad de inhibir el cierre
estomatico en plantas de A. thaliana, tanto por parte de la cepa AspeE como de la AspeAAspeC se
vio significativamente alterada respecto a la cepa wt. Si bien resta por investigar si las mutantes
estudiadas en este trabajo poseen una deficiencia en la sintesis de coronatina, recientemente se ha

informado que las poliaminas pueden inhibir directamente el cierre estomatico (Liu et al., 2023), por
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lo que este mecanismo podria ser una explicacidn alternativa al fenotipo observado. Por lo tanto, el
ingreso a la planta en estas cepas se encontraria afectado, en mayor o menor medida, por la
abundancia de poliaminas sobre la superficie de las hojas y la posibilidad de promover la reapertura

de los estomas por parte de las bacterias.

ELT3SS transloca moléculas efectoras desde la bacteria hacia las células vegetales, contribuyendo
significativamente a la capacidad del patégeno de suprimir las respuestas de defensa y de
multiplicarse dentro de la planta (Alfano & Collmer, 2004). Sin embargo, en una interaccion no
compatible tal como la interacciéon de Pto con N. benthamiana, el reconocimiento de uno o varios
efectores del T3SS por parte del sistemainmune de la planta (mediado por las proteinas R) dacomo
resultado la induccion de la HR con la finalidad de restringir la multiplicacién bacteriana (Dangl &
Jones, 2001; Lamb & Dixon, 1997). Asi, las cepas de Pto que no pueden o tengan afectado el delivery
de efectores, suelen mostrar alteraciones en lainduccion de HR en plantas de esta especie vegetal.
En relacién con la tematica que se aborda en esta tesis, existen reportes que relacionan el
metabolismo de poliaminas y la expresion de genes del T3SS utilizando como modelos de estudio
especies tales como S. typhimurium, Pa y la bacteria fitopatégena D. zeae (Jelsbak et al., 2012; Shi
et al., 2019; Zhou et al., 2007). Nuestros estudios demostraron una alteracién temporal en la
aparicion de sintomas asociados a la HR en las interacciones de N. benthamiana con las cepas
AspeE y AspeAAspeC. Estos resultados se acompafiaron de una disminucion de procesos
intimamente relacionados con la activacion de HR, como una menor acumulacién de H.O- en las
zonas inoculadas y, al menos para la cepa AspeAAspeC, con una menor capacidad de inducir la
expresion del gen codificante para la proteina efectora HopA1. Existen otras cepas mutantes cuyo
fenotipo ha sido asociado a un retraso o menorinduccién de la HR, entre las que podemos encontrar
mutantes en componentes del T3SS, en distintas proteinas efectoras, sistema de dos componentes
GacS/GacA o en la proteina de control de la represion de catabolitos Crc (Chakravarthy et al., 2017;
Chatterjee et al., 2003; Wei et al., 2007). Por lo tanto, las poliaminas podrian estar modulando la
expresion de genes del T3SS de forma directa, o bien indirectamente a través de proteinas que

regulan la expresion del mismo.

Existen varios métodos reportados para la inoculacion de A. thaliana con P. syringae (Katagiri et al.,
2002), y cada uno ofrece la posibilidad de evaluar diferentes etapas del proceso patogénico. Por
ejemplo, la infiltracién con jeringa es el método de inoculacion mas utilizado, donde las bacterias
se introducen forzadamente dentro del apoplasto de las hojas. Por el contrario, Ishiga et al. (2012)

describieron un método alternativo donde plantulas son inundadas con una solucidén bacteriana por
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un breve momento con el fin de evaluar también la capacidad de entrar a los tejidos vegetales. En
este trabajo de tesis decidimos evaluar ambos métodos de inoculacion con el fin de sopesar la
importancia de las alteraciones que observamos en los diferentes mecanismos de virulencia. Asi,
la cepa doble mutante presentd un fenotipo hipovirulento independientemente del método de
inoculacion empleado, coincidentemente con su menor capacidad de secretar PVD, formar
biofilms, movilizarse en medio liquido y modular el cierre estomatico. Por su parte, la mutante
AspeE mostré una menor capacidad de multiplicarse en los tejidos vegetales cuando el método de
inundacion fue utilizado, pero mostré una virulencia similar a la cepa wt con el método de
infiltracion. Esto estaria explicado por su menor capacidad de desplazamiento y de inhibir el cierre
estomatico, lo que se asocia principalmente a la capacidad de invadir el tejido vegetal desde la
superficie, lo que no tendria un peso significativo en el desarrollo de la enfermedad una vez que la
bacteria se encuentra en el interior de los tejidos vegetales. En efecto, esta mutante mostré un
fenotipo con mayor produccidn de biofilmsy tolerancia al estrés oxidativo, mecanismos que podrian

otorgarle un mejor fitness en comparacion a la cepa wt.

El apoplasto es rico en una gran variedad de moléculas y juega un rol importante en la defesa de la
planta contra patégenos, al mismo tiempo que es una fuente nutricional fundamental para la
proliferaciéon de microrganismos virulentos (Rico & Preston, 2009). El fluido apoplastico extraido de
las plantas puede ser utilizado para el cultivo bacteriano in vitro, lo que permite examinar el
crecimiento en condiciones nutricionales similares a las encontradas por la bacteria en tejidos
vegetales. Con esto en mente, realizamos la extraccion de fluido apoplastico de A. thaliana y
evaluamos su efecto en el crecimiento de AspeE y AspeAAspeC en comparacion con la cepa wt,
comprobando que es capaz de restaurar el crecimiento de la primera pero que no tiene efecto en la
segunda. Si bien este liquido contiene cantidades significativas de PUT y ESPD, el efecto observado
podria ser explicado en parte por diferencias en la capacidad de incorporar estas poliaminas. P.
syringae no posee los genes para los transportadores PuuP y PlaP, por lo que la incorporacién de
PUT estaria a cargo exclusivamente del sistema SpuDEFGH. Por otro lado, ESPD podria ser
incorporada por este sistema y, ademas, por el trasportador PotABCD. Otro factor importante a
mencionar es que las concentraciones de PUT encontradas dentro de las células de Pto son
significativamente mayores que las de ESPD, por lo que sus requerimientos nutricionales tampoco
serfan comparables. Por lo tanto, independientemente de que PUT se encuentre disponible en el

ambiente, la sintesis de esta amina resultaria indispensable para la virulencia de Pto.
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5.CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS A FUTURO.

Para que un proceso de patogénesis se lleve a cabo de forma exitosa, es necesaria la combinacién
de tres factores fundamentales: un hospedador sensible, condiciones ambientales favorables y un
organismo patogénico capaz causar la enfermedad. La capacidad de un microrganismo
fitopatégeno de poder colonizar efectivamente a su huésped, dependerd de la activacién
coordinada de un gran nidmero de procesos moleculares. El déficit o ausencia de uno de estos
mecanismos puede llevar a comprometer parcial o completamente la capacidad de virulencia, por
lo que es importante evaluarlos de forma individual para comprender su preponderancia en el
desarrollo de la enfermedad. En este sentido, los resultados obtenidos en esta tesis doctoral
constituyen un avance crucial para desentrafar parcialmente el papel de las poliaminas en la
virulencia y la respuesta al estrés oxidativo de P. syringae, una bacteria fitopatégena de gran

importancia agricola.

De forma general, las conclusiones mas relevantes generadas durante el desarrollo de esta tesis

doctoral se listan a continuacién:

e Los niveles de expresion de los genes que participan del metabolismo de poliaminas en P.
syringae son modulados a medida que avanza el proceso infeccioso y en respuesta a
condiciones de crecimiento hostiles.

e Laexpresion de los genes del metabolismo de poliaminas correlaciona con la expresion de un
conjunto de genes relevantes para la fisiologia bacteriana, enfatizando el rol de estas moléculas
en el correcto funcionamiento de las células.

e Pto induce la acumulacion significativa de PUT en el espacio extracelular, como respuesta al
estrés oxidativo.

e Existen dos vias independientes para la sintesis de PUT en Pto, en donde la interrupcion de una
de ellas es compensada por la actividad de la otra.

e Lainterrupcién simultanea de ambas vias de sintesis de PUT en Pto, conduce a una disminucion
en la tasa de crecimiento, un menor tolerancia al estrés oxidativo y activacién de diferentes
mecanismos asociados a la virulencia, lo que conlleva en una alteracién significativa en su
capacidad de infectar A. thaliana.

e La deficiencia en la sintesis de ESPD por parte de Pto da lugar a una caida en la tasa de

crecimiento acompafada de un aumento en la tolerancia al estrés oxidativo, debido a un

127



incremento en la estabilidad de la membrana externay en la expresion de las catalasa KatB y
KatG.

e La sintesis de ESPD afecta varios mecanismos asociados a la virulencia en Pto, pero la
biodisponibilidad de esta amina en el apoplasto, conduce a que su sintesis de vuelva

dispensable para lograr una proceso infeccioso de forma exitosa.

Estos descubrimientos no solo arrojan luz sobre como estas moléculas afectan la capacidad del
patégeno parainfectar y sobrevivir en las plantas, sino que también establecen una base sélida para
aplicar estos conocimientos a otras bacterias que amenazan la seguridad alimentaria global. Sin
embargo, el campo tematico aun enfrenta importantes desafios. Una de las areas menos
comprendidas en lo que respecta al metabolismo de poliaminas, es la contribucion de las rutas de
degradacion y el transporte en bacterias. La elucidacién de estas vias metabdlicas no sélo
profundizara nuestra comprension fundamental de la biologia de este patdgeno en particular, sino
que también podria revelar nuevos puntos de intervencion para el desarrollo de estrategias de

control de enfermedades vegetales mas efectivas.

Ademas, otro punto critico que merece una atenciéon mas detallada es la elucidacion de los
mecanismos regulatorios que operan sobre los genes involucrados en el metabolismo de
poliaminas. Este aspecto, hasta ahora poco explorado, promete ser un area de investigacion
fructifera para el equipo de trabajo. Comprender como se controla la expresion de los genes
asociados al metabolismo de las poliaminas permitird avanzar ain mas en nuestra comprension de
lavirulencia bacteriana. En resumen, si bien esta investigacion representa un paso importante hacia
adelante, destaca la necesidad urgente de continuar investigando para abordar los desafios que aun

persisten en el campo.
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