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Resumen

Los elementos genéticos moviles estan muy extendidos en Pseudomonas syringae, y a
menudo estan asociados con genes de virulencia. Se han identificado diecisiete tipos de
secuencias de insercion y dos “miniature inverted repeat transposable elements”
(elementos transponibles miniatura con repeticiones invertidas) MITEs, en P. syringae
pv. phaseolicola (Pph) 1448A. Para evaluar si alguno de estos elementos genéticos
moviles se activa dentro del genoma, hemos empleado un vector trampa que contiene el
gen sacB, que permite la seleccion de inserciones que inactiven sacB en medios con
sacarosa. La frecuencia de transposicion en Pph 1448A oscild entre 2,6 x 107 y 1,1 x
10°°, dependiendo del clon, aunque se mantuvo estable para cada clon después de varias
transferencias consecutivas en medios de cultivo. La frecuencia de transposicion fue
similar en bacterias cultivadas en medio rico y minimo, asi como en células recuperadas
de plantas hospedadoras compatibles e incompatibles. Igualmente no se observaron
variaciones en la frecuencia de transposicion en las cepas 1448A y 1302A de P.
syringae pv. phaseolicola y P. syringae pv. syringac B728a en respuesta a un choque
térmico. Estos resultados sugieren que las condiciones de crecimiento y las condiciones
de estrés no influyen en la frecuencia de transposicion de elementos moéviles en cepas de
P. syringae. Un 65% de las inserciones atrapadas en sacB en P. syringae pv.
phaseolicola 1448A contenian una copia completa de IS80/, mientras que las
inserciones restantes correspondian a las secuencias mas pequefias que cualquiera de los
elementos transponibles identificados en la cepa 1448A, y colectivamente identificados
como secuencias en miniatura. La mayoria de las secuencias miniatura fueron
fragmentos de 229 (8,3%), 360 (0,5%) y 679 nt (16,9%) de la parte derecha de IS801.
Estos tres tipos de fragmentos se originan en el extremo 3’ de IS80/ y terminan en un
tetranucle6tido con similitud al extremo 5° del elemento, por lo que probablemente son
el resultado de una transposicion terminal (one-ended transposition) de IS80/. Un
promedio de 0,7% de las inserciones analizadas contenian una copia completa de IS80/
unida a un fragmento de tamafio variable de los genes PSPPH_0008/PSPPH 0017,
demostrando que este elemento puede movilizar ADN adyacente in vivo. Igualmente,
hemos demostrado la movilidad de una secuencia de 100 nt que previamente se ha
encontrado insertada en genes de virulencia alterando la especificidad de huésped. Esta
secuencia miniatura, designada MITEPsy ! representa un promedio del 2,4% del total de
inserciones, y es el primer MITE cuya movilidad se ha demostrado in vivo en bacterias.



Abstract

Mobile genetic elements are widespread in Pseudomonas syringae, and often associate
with virulence genes. Genome reannotation of the model bean pathogen P. syringae pv.
phaseolicola 1448 A identified seventeen types of insertion sequences and two miniature
inverted-repeat transposable elements (MITEs) in P. syringae pv. phaseolicola (Pph)
1448A. To evaluate the mobilization of these mobile elements, we employed an
entrapment vector containing sacB. We estimated that transposition frequency in Pph
1448A oscillated between 2.6 x 107 and 1.1 x 10, depending on the clone, although it
was stable for each clone after consecutive transfers in culture media. Transposition
frequency was similar for bacteria grown in rich or minimal media, and from cells
recovered from compatible and incompatible plant hosts, indicating that growth
conditions do not influence transposition in strain 1448A. Likewise, no variations were
observed in the frequency of transposition in strains 1448A and 1302A P. syringae pv.
phaseolicola and P. syringae pv. syringae B728a in response to a thermal shock. These
results suggest that growth conditions and stress conditions do not influence the
frequency of transposition of mobile elements in strains of P. syringae. The majority of
the entrapped insertions (65%) contained a full-length IS80/ element, with the
remaining insertions corresponding to sequences smaller than any of the transposable
elements identified in strain 1448A, and collectively identified as miniature sequences.
From these, fragments of 229 (8,3%), 360 (0,5%) and 679-nt (16,9%) of the right end of
IS801 ended in a consensus tetranucleotide and likely resulted from one-ended
transposition of IS80/. An average 0.7% of the insertions analyzed consisted of IS§0/
carrying a fragment of variable size from gene PSPPH 0008/PSPPH 0017, showing
that IS801 can mobilize DNA in vivo. Retrospective analysis of complete plasmids and
genomes of P. syringae suggests, however, that most fragments of IS80/ are likely the
result of reorganizations rather than one-ended transpositions, and that this element
might preferentially contribute to genome flexibility by generating homologous regions
of recombination. A further miniature sequence previously found to affect host range
specificity and virulence, designated MITEPsy/ (100-nt), represented an average 2.4%
of the total number of insertions, demonstrating for the first time the mobilization of a
MITE in bacteria.



Introduccion

Pseudomonas syringae es una bacteria modelo para el estudio de las bases moleculares
de la interaccion planta-microorganismo y de la evolucion de la patogenicidad. En este
sentido, P. syringae es un importante objeto de estudio debido a las grandes variaciones
patogénicas dentro de la especie. De hecho, P. syringae se pueden dividir en por lo
menos 60 grupos, o patovares, que se caracterizan por su rango de huéspedes (Young,
2010). Mientras que patovares diferentes muestran un genoma basico (core genome)
altamente conservado, hay una gran variacién en sus genes de virulencia (Sarkar
&Guttman,. 2004, Sarkar et al., 2006). La patogenicidad de P. syringae depende de la
actividad de un sistema de secrecion tipo III (TTSS) que transloca proteinas
especializadas, conocidas como efectores al interior de la célula vegetal donde
contribuyen a la supresion de las respuestas de defensa por parte de la planta y al
establecimiento de una infeccion (Mansfield, 2009). En ocasiones, los efectores son
reconocidos por la maquinaria de la planta, lo que lleva a la activacion de una respuesta
de defensa general, la respuesta de hipersensibilidad, que en Ultima instancia conduce a
un fenotipo de resistencia en la planta. Por lo tanto, los efectores podria tener un doble
efecto, ya sea la promocion de la patogenicidad y virulencia o restringir el rango
huésped en plantas especificas.

Dicha restriccion en el rango de hospedadores es la base de la utilizacion agricola de la
resistencia vegetal para el control de enfermedades. Sin embargo, la utilizacion de
variedades resistentes impone una alta presion selectiva sobre la poblacion del
patdgeno, propiciando la seleccion de cepas en las que se ha producido la inactivacion
de los correspondientes genes de virulencia (Liendeberg ef al., 2009, Rivas et al. 2005).
En general, los repertorios de genes de virulencia evolucionan con rapidez para su
adaptacion a la poblacion vegetal, lo que implica diversos mecanismos moleculares que
incluyen, entre otros, la transferencia horizontal, la recombinacion y la inactivacion
génica mediante elementos modviles. Los genes de virulencia se asocian con mucha
frecuencia a elementos moviles completos o degenerados y a otras secuencias repetidas
(Arnold et al., 2001, Joardar et al., 2005, Kim et al., 1998) lo cual puede favorecer su
movilidad mediante transposicion o recombinacién. En otras ocasiones, la inactivacion
de determinados genes de virulencia mediada por elementos moéviles permite la
superacion de la resistencia vegetal y la adaptacion del patdgeno a nuevas plantas
huésped, (Rivas et al., 2005, Stevens et al., 1998). Los genomas de P. syringae se
caracterizan por la gran cantidad de elementos moviles que contienen, algunos de los
cuales pueden llegar a alcanzar las 48 copias; igualmente, hay una gran diferencia en el
tipo de elementos presentes en distintos patovares y el niimero de copias de cada
elemento por cepa (Joardar et al., 2005, Oguiza ef al., 2004).

Las secuencias de insercion (IS) son probablemente el més sencillo de los elementos
moviles de ADN. Estas secuencias pueden generar una gran variabilidad en las bacterias
y contribuir a su evolucion (Jackson et al., 2011), en parte debido a que suelen estar
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presentes en mas de una copia por genoma y por lo tanto representan regiones moviles
de recombinacion. Su movilidad, junto con su capacidad para movilizar el ADN no
relacionadas en su proximidad, puede conducir a una panoplia de mutaciones y
reorganizaciones en la bacteria huésped, que incluyen inserciones, deleciones,
duplicaciones, translocaciones, cointegraciones, inversiones y la activacion de genes
(Craig et al., 2002). A partir de estas actividades, se deduce que tienen un enorme
potencial de alterar el genoma y por lo tanto, de facilitar la evolucion bacteriana.
También pueden mediar el intercambio de ADN entre los diferentes replicones, como
cromosomas y plasmidos, y de esta forma sostener una actividad que contribuye a la
propagacion horizontal de la informacion genética (McEvoy et al., 2007, Sundin &
Murillo, 2009). Las ISs estan muy extendidas entre bacterias y arqueas, presentes en
casi todos los genomas secuenciados y, a menudo, en alto nimero (Siguier et al., 2006).
También hay una gran variedad de ISs, con mas de 2500 tipos incluidos en la base de
datos IS-Finder y agrupados en 25 familias (Siguier ef al., 2006). Una clase adicional de
pequefias secuencias mdviles son los “miniature inverted repeat transposable elements”
(elementos transponibles miniatura con repeticiones invertidas, MITEs), que
generalmente son de menos de 300 bp de longitud y que por lo general contienen
secuencias de repeticion terminal invertida. Los MITEs se cree que derivan de las ISs
por deleciones internas (Siguier et al., 2006, Delihas, 2008). El impacto de la actividad
de los MITEs en el genoma procaridtico es potencialmente muy alto y su pequeiio
tamafio les permite contribuir a la variacion fenotipica de muchas maneras diferentes,
como la generacion de nuevos alelos de genes, o nuevas sefiales reguladoras de genes
preexistentes (Delihas, 2008).

Aunque la secuenciacion de genomas ha revelado una gran cantidad de potenciales ISs
en patovares de P. syringae, sO6lo unas pocas de ellas se han caracterizado
funcionalmente (Joardar et al., 2005, Buell et al., 2003, Sundin 2007). De entre ellos,
IS801 es uno de los elementos méviles mejor caracterizado (Richter et al., 1998) y de
mayor relevancia por su asociacion con genes de virulencia. Originalmente aislado de
una cepa de P. syringae pv. phaseolicola, IS801 participa en la integracion y la escision
de un plasmido nativo mediada por recombinacion entre las dos copias de esta IS
(Szabo & Mills, 1984) lo que se traduce en un intercambio dindmico de ADN entre el
plasmido y el cromosoma. Sin embargo, y a pesar de su papel fundamental en la
generacion de variacion genética y su potencial contribucion a la evolucion de los genes
de virulencia, nuestro conocimiento de la genética y la funcionalidad de la amplia
comunidad de ISs en P. syringae es todavia muy limitada. La distribucién gendmica y la
ubicacion de las ISs es una informacion valiosa para seguir la evolucion del genoma y
para distinguir entre cepas estrechamente relacionadas.

P. syringae pv. phaseolicola (Pph) es el agente causal de la grasa de la judia (Phaseolus
vulgaris L.), y un modelo para el estudio de la evolucion de la virulencia; actualmente se
dispone de la secuencia completa del genoma de la cepa modelo 1448A. El Laboratorio
de Patologia Vegetal de la Universidad Publica de Navarra esta interesado en la
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caracterizacion de los elementos transponibles de esta bacteria con el fin de evaluar su
impacto en la evolucién de la virulencia y en la generaciéon de reorganizaciones
genomicas. Igualmente, y debido a la escasez de marcadores apropiados, este
laboratorio desea implementar la utilizacion de elementos transponibles como

marcadores en epidemiologia. Para ello, sin embargo, es esencial el llevar a cabo

primero una adecuada caracterizacion genética y funcional de estos elementos. Una
comparacion del genoma de P. syringae pv. phaseolicola 1448A con las bases de datos
indica que alberga por lo menos diecisiete tipos diferentes de secuencias de insercion y
dos MITEs (Tabla 1) (L. Bardaji, resultados sin publicar). El numero de copias de
elementos transponibles en la cepa 1448A es muy variable, desde una a 48 copias
completas, y fragmentos parciales de tamafio y nimero variable (Tabla 1).

Tabla 1.

phaseolicola 1448A"

N° de inserciones

Tipo y numero de elementos moviles en el genoma de P. syringae pv.

Elemento Sinénimo  Familia Tamafo N°de  Repeticiones  Cromosoma pA pB
movil (nt) CDSs invertidas

IS51 ISPsy21 1S3 1312 2 26 2 11 -
1S53 ISPsy20 1S21 2570 2 27 2(3) - -
1S801 1S91 1512 1 No 3(6) 1 -

(10)

ISPsy2 IS5 1194 1 12 5(6) 2) -
ISPsy3 1S91 1507 1 No - 3) -
ISPsy4 ISPsy23 IS21 1962 2 23 3) 1) -
ISPsyl16 IS710 1461 1 12 2(1) 33) -
ISPsy17 ISPsy18 IS256 1374 1 28 47 (10) “) 1
ISPsy19 IS5 1178 1 17 28 (10) 3 -
ISPsy22 IS5 Unk unk Unk 2) - -
ISPsy24 IS3 1235 2 26 2(4) 1) -
ISPsy25 1S630 >1177 1 19 1(1) - -
ISPsy26 ISPsy29 IS3 >1231 2 28 - 1(1) -
unnamed Unk Unk unk Unk )] - -
unnamed* Tn3 Unk unk Unk 1 2 -
unnamed® 1S66 Unk unk Unk €)) - -
unnamed’ 1S66 Unk unk Unk )] - -
MITEPsyl IS5? 100 0 18 5 1 -
MITEPsy?2 Unk 228 0 26 1 1 -

a-Solo se incluyen elementos de mas de 200 pares de bases, excepto en el caso del elemento MITEPsy1.
N° de CDS indica el nimero de secuencias codificantes en el elemento movil; repeticiones invertidas
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indican el nimero de nucleotidos en cada repeticion terminal invertida. Los numeros entre paréntesis
indican elementos degenerados. unk, desconocido; -, indica que el elemento no fue detectado.
b-Corresponde a los loci PSPPH_0182-PSPPH _0183. El locus PSPPH 0182 pertenece a la familia Pfam
PF05621, de proteinas que se unen a NTPs e implicadas en la transposicion. PSPPH 0183 es un locus
reorganizado, pero contiene un dominio de transposasa-Mu en el extremo C-terminal (PF09299), que
aparece en diversas integrasas y transposasas procarioticas.

c-Corresponden a los loci PSPPH_3494, PSPPHA0085 y PSPPHAO0131.

d-Corresponde al locus PSPPH_3497.

e-Corresponde al locus PSPPH_4298.

Con el fin de caracterizar y cuantificar el impacto de los elementos transponibles en el
ciclo de vida de P. syringae, en este trabajo hemos utilizado un vector trampa que
permite identificar elementos funcionalmente activos y asi evaluar su impacto en la
flexibilidad del genoma.
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Objetivos

* Estimacion de la frecuencia de transposicion en la cepa Pseudomonas syringae
pv. phaseolicola 1448A.

* Evaluacion del efecto de las condiciones de crecimiento y de condiciones
ambientales estresantes sobre la frecuencia de movilizacion de elementos

transposibles en la cepa 1448A y otras cepas de P. syringae.

* Identificacion y caracterizacion de elementos moviles funcionales en P. syringae
pv. phaseolicola 1448A.
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Materiales y métodos

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

En este trabajo se han utilizado las cepas de P. syringae pv. phaseolicola 1448A (raza 6)
(Teverson, 1991) y 1302A (raza 4) (Taylor et al, 1996), y la cepa P. syringae pv.
syringaec B728a (Loper & Lindow, 1987). El genoma completo de las cepas 1448A y
B728a han sido previamente publicados (Joardar et al., 2005)

Escherichia coli DH5a fue cultivada de forma rutinaria en medio LB (Sambrook et al.,
1989) a 37°C y se utilizo para los experimentos de clonacion. Las cepas de P. syringae
se propagaron de forma rutinaria a 25°C en medio King B (KMB) (King et al., 1954) y
la frecuencia de transposicion se estimdé en general, en agar nutritivo (NA, Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido) y NA suplementado con 5% (w/v) de sacarosa (SNA). El
medio MG (Keane et al., 1970) fue utilizado como un medio minimo para evaluar el
efecto de la limitacion de nutrientes de la transposicion. Cuando fue necesario, los
medios de propagacion se complementaron con tetraciclina (Tc) a una concentracion
final de 12,5 pg ml™.

Captura de secuencias de insercion

Para la captura de secuencias de insercion utilizamos el vector pGEN500 (Ohtsubo et
al., 2005). Este vector contiene el gen sacB de Bacillus subtilis, que es letal para la
bacteria que porta el plasmido en presencia de sacarosa. Por tanto, la seleccion de
bacterias en medio con sacarosa nos permite seleccionar clones en los que sacB ha sido
inactivado.

Los transformantes de P. syringae con pGEN500 fueron seleccionados en KMB mas
tetraciclina después de la electroporacion, se cultivaron en las mismas condiciones en
medio liquido y se almacenaron a -80°C en glicerol al 20%. Para evitar la acumulacion
de inserciones, la frecuencia de inactivacion de sacB se estimo, en general, a partir de
cultivos frescos de transformantes obtenidos del stock a -80°C. Para obtener los
transformantes, las células fueron incubadas a 28°C durante 2-4 horas en KMB
inmediatamente después de la electroporacion y una alicuota de 100 ul fue transferida a
5 ml de KMB+Tc. Después de un crecimiento durante toda la noche, unas alicuotas de
este cultivo fueron criopreservadas, mientras que otras se utilizaron directamente para la
estimaciéon de la frecuencia de transposicion. Para aislar inserciones en sacB, los
cultivos se cultivaron en SNA+Tc y se analizaron los cambios en la movilidad de
pGENS00 en geles de agarosa al 0,8% (Sesma et al., 1998). La ubicacion y el tamafio de
las inserciones correspondientes se analizaron mediante PCR. La PCR se realizd con
parejas de cebadores sacBSL1 sacB5R1, y sacB3L1 sacB3R1 (Tabla 2), disefados a
partir de la secuencia publicada de sacB (n° de acceso X02730), los cuales permiten la
amplificacion completa de la CDS de sacB (1422 nt), ademas de su promotor, en dos
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fragmentos solapados. La localizacion de las inserciones se completdé mediante la
digestion de los amplicones y secuenciacion.

Estimacion de la frecuencia de transposicion (FT)

Para la estimacion de la frecuencia de transposicion (FT) se ha utilizado la siguiente
formula:

(Sac®Tc®cfu/ml =0,92)
TcP efu/ml

Donde Sac®Tc® son el nimero total de colonias resistentes a sacarosa y Tc® el total de
colonias resistentes a tetraciclina, ambos por unidad de volumen. En esta formula, se
multiplica por 0,92, ya que un promedio de alrededor del 8,5% de los clones resistentes
a sacarosa (Sac®) de los mas de 500 clones analizados contenian pequefias deleciones o
mutaciones puntuales en sacB, en lugar de la insercion de un elemento moévil.

Los cinco transformantes de P. syringae con pGENS500 se cultivaron durante toda la
noche a 25°C en agitacién (200 rpm) en medio rico (KMB liquido) o en medio minimo
(MG), ambos medios suplementados con tetraciclina. A la mafiana siguiente se
recuperaron los cultivos mediante centrifugacion, se lavaron y se resuspendieron en
tampon Ringer (Ringer Solution 1/4 strength; Oxoid, Basingstoke, UK). Una vez
ajustada la D.O.¢oonm @ 0,2 (aprox. 10® ufc/ml) las suspensiones se sembraron en placas
de NA+Tc y de SNA+Tc para estimar la frecuencia de transposicion en diferentes
condiciones de crecimiento. Cada experimento se repitio al menos siete veces.

Para la evaluacion de la transposicion in planta, se procedidé a la inoculacion, con
jeringuillas sin aguja, de suspensiones bacterianas con aproximadamente 5x10% ufc/ml
de clones de Pph 1448A (pGEN500) en las dos primeras hojas de una planta compatible
(Phaseolus vulgaris L. cv. Tendergreen) y en hojas de una planta incompatible
(Nicotiana tabacum cv. Xanthi). Estas plantas se mantuvieron en camaras de
crecimiento (Versatile Environmental Test Chamber MLR-350H, SANYO) con un
fotoperiodo de 16 h de luz a 20°C y 8h de oscuridad a 18°C, y al 80% de humedad
relativa. Seis horas después de la inoculacion con la suspension bacteriana se realiz6 la
valoracion de poblaciones sobre 5 discos de hoja de 1cm de didmetro macerados en 10
mM MgCl,. La FT se evalu6 mediante siembra en placas de NA y SNA suplementadas
con Tc, para seleccionar nuestra poblacion, y cicloheximida (5 pg/ml), para evitar el
crecimiento de hongos. El experimento se repitié al menos tres veces.

El andlisis de los datos de frecuencia de transposicion en diferentes condiciones de
cultivo se realizdé mediante una prueba ANOVA de dos factores (p <0,05).
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Evaluacion de la transposicion en células sometidas a choque
térmico

Las células crecieron durante toda la noche en KMB liquido a 25°C en agitacioén (200
rpm). Por la manana, las células se recuperaron por centrifugacion, se lavaron con un
volumen tampon Ringer (Ringer Solution 1/4 strength; Oxoid, Basingstoke, UK) y se
resuspendieron en el mismo tampén hasta alcanzar una D.O. gyonm de 0,2 (aprox. 10®
ufc/ml). Para someterlas a un choque térmico, las suspensiones se colocaron en un bafio
de agua a 38°C durante 5 minutos, para alcanzar esta temperatura rapida y
homogéneamente, y posteriormente se mantuvieron 30 minutos en una incubadora de
aire a 38°C y con agitacion (200 rpm). Tras el choque térmico, estas suspensiones se
guardaron en hielo hasta ser sembradas en placas de NA+Tc y en SNA+Tc.
Inicialmente se evalud el efecto de choques térmicos utilizando temperaturas mas
elevadas, pero se observo un declive en las poblaciones bacterianas a partir de 40 °C que
dificultaba la estimacion de las frecuencias de transposicion. Por tanto, se decidio
utilizar como temperatura de choque térmico 38 °C, ya que el maximo de crecimiento de
P. syringae es 30 °C.

Técnicas moleculares

Extraccion y aislamiento de ADN plasmidico a pequefia escala
(miniprep)

La extraccion de ADN plasmidico a pequeiia escala se realiz6 siguiendo el método de
lisis alcalina de Zhou et al., (1990). La separacion del ADN plasmidico, se realizod
mediante electroforesis en geles de agarosa, al 0,8%. Se sometié a un voltaje constante
de 60V durante 3-4 horas.

Amplificaciéon de ADN mediante PCR (Polymerase Chain Reaction)

Las amplificaciones por PCR se realizaron utilizando 5 pl de una suspension de ADN
genomico (concentracion: 15-20 pg/ml) en un volumen final de 25 pl conteniendo 1x
NH,4 Buffer (Bioline), 1,5 mM MgCl,, 12,5 uM de cada dNTP (Master Mix Bioline), 1
unidad de polimerasa Taq (BioTag ADN Polimerase Mix; Bioline) y 20 pmol de cada
cebador.
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Tabla 2: Lista de cebadores empleados en la PCR.

Zona de unién del Tamafio del

Cebadores Secuencia (5°-3”) cebador® amplicon (nt)
Pareja 5’

sacB5SL1 CCCGTAGTCTGCAAATCCTT 171-190 856

sacB5SR1 GCCGTAATGTTTACCGGAGA 1008-1027
Pareja 3’

sacB3L1 GGTCAGGTTCAGCCACATTT 951-970 953

sacB3R1 GGCATTTTCTTTTGCGTTTT 1885-1904

? Las coordenadas de union de los cebadores se muestran con relacion a la secuencia de sacB con niimero
de acceso X02730; en esta secuencia, el gen sacB, incluido el promotor, se extiende entre las coordenadas
230-1885.

Se empled el siguiente programa de amplificacion en el termociclador:

5 minutos de desnaturalizacion a 94°C
30 ciclos de:
94°C durante 30 segundos.
58°C durante 30 segundos.
72°C durante 3 minutos.
Un ciclo de extension de 6 minutos a 72°C.
Almacenamiento a 4°C.

La verificacion de los fragmentos de ADN obtenidos se realizé mediante electroforesis
en geles de agarosa al 0,8% utilizando tampon 1XTAE (Sambrook ef al., 1989) a voltaje
constante 110V durante 40 minutos. Se estimo analiticamente la concentracion de ADN
por comparacion de la intensidad de la fluorescencia de las bandas con la
correspondiente a las bandas del marcador Hyperladder I (Bioline).

Previamente a la secuenciacion, las muestras de la PCR se purificaron utilizando el kit
comercial QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN). La secuenciacion se realizo
siguiendo el método Sanger en la empresa Macrogen Inc. (Seul, Korea).
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Hibridacion de ADN (Southern blot) y analisis de las secuencias

El ADN plasmidico separado en geles de agarosa se transfirid6 a membranas de nylon
(Roche Diagnostics) segun procedimientos estandar. Para la preparacion de las sondas
de hibridacion, se amplificé una copia completa de IS80/ de la cepa 1448A utilizando
cebadores especificos (Tabla 3). Este fragmento fue clonado en pGEM-T Easy, que se
utiliz6 como molde para la amplificacion del ADN. La preparacion de sondas marcadas
con digoxigenina mediante PCR, hibridacién de Southern [54], y la deteccion de sefiales
de hibridacion se llevo a cabo con el kit “DIG DNA labeling and detection” (Roche
Diagnostics) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Tabla 3. Cebadores usados para la amplificacion de las secuencias de insercion.

Producto
IS (tamano, nt) Primer Secuencia (5°-37) Posicion® tamafio, nt
1S801 (1512) IS801¢c-F CGTCCCCTCCGAACTCAT 19521 1555

IS801.11155 nR  ACGCGACCTGCAGAACAG 21076

* Los nameros corresponden a su posicion dentro del genoma de P. syringae pv. phaseolicola 1448A (n°
de acceso P000058).

Para alinear secuencias y obtener una secuencia consenso, se utilizo Contig Express
Project 2006 Invitrogen corp. (Components of vector NTI advance 10.3.0.
http://www.invitrogen.com/bioinformatics).

Para el alineamiento simultadneo de secuencias de nucledtidos y de aminodcidos se
utilizo el programa online MultAlin (http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/multalin.html)
Para traducir las secuencias se utilizo BLASTn y BLASTx, Basic Local Alignment
Search Tool. Para el analisis del ADN y secuencias proteicas se utilizo The Sequence
Manipulation Suite, version 2 (http://www.bioinformatics.org/sms2/).
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Resultados

La frecuencia de transposicion es similar en diferentes condiciones
de cultivo.

El analisis del genoma de Pph 1448A indica que ha habido eventos unicos e
independientes de transposicion dentro de 1448A. Para probar la hipdtesis de que
algunas de estas inserciones provienen de un evento de transposicion en el genoma, se
estimo6 la frecuencia de transposicion de elementos méviles de ADN de P. syringae pv.
phaseolicola utilizando el vector trampa pGENS500 (Ohtsubo et al, 2005). Este
plasmido contiene sacB, gen de Bacillus subtilis, que confiere letalidad en presencia de
sacarosa en muchas bacterias Gram-negativas, proporcionando asi una seleccion
positiva para las inserciones de elementos moviles en sacB (Touchon & Rocha, 2007).
Se examino la frecuencia de transposicion en transformantes individuales de P. syringae
pv. phaseolicola 1448A y en poblaciones heterogéneas originadas a partir de
experimentos de transformacion unicos, que hemos denominado '"grupos de
transformantes".

La frecuencia global de transposicion de los diferentes grupos de transformantes o
clones de P. syringae pv. phaseolicola 1448A (pGENS500), procedentes de experimentos
independientes de electroporacién, varié entre 2,6 x 10° y 1,1 x 10, en funcién del
transformante (Tabla 4). Se observaron frecuencias de electroporacion similares después
de seis transferencias consecutivas en medio liquido KMB maés tetraciclina (datos no
mostrados), lo que sugiere que los clones sac® no se acumulan en las poblaciones
bacterianas. Igualmente, se encontraron frecuencias comparables de transposicion en P.
syringae pv. phaseolicola cepa 1449, lo que sugiere que los datos obtenidos para la cepa
1448 A pueden ser representativos de este patovar.

Se ha documentado que las condiciones ambientales, y sobre todo las condiciones
estresantes (Ohtsubo et al., 2005, Valle et al., 2007, Drevinek et al., 2010), pueden
influir sobre la frecuencia de transposicion en diversas bacterias (Nagy & Chandler,
2004), aunque el efecto parece ser especifico para cada tipo de elemento movil
(Mahillon & Chandler, 1998, Nagy & Chandler, 2004). Por tanto, decidimos evaluar las
frecuencias de transposicion en bacterias sometidas a condiciones potencialmente
favorables y estresantes utilizando cinco transformantes independientes de 1448A
(pGEN500). No se observaron diferencias significativas entre las frecuencias de
transposicion estimadas de forma independiente para cada uno de los transformantes y
en cada una de las condiciones ensayadas. En consecuencia, los nuevos analisis se
realizaron utilizando los datos combinados de todos los transformantes para cada
condicion. Las frecuencias de transposicion media no mostraron diferencias
significativas en ninguna de las condiciones evaluadas, que incluyeron bacterias
cultivadas en medio liquido rico (KMB; frecuencia de transposicion 7,72 + 6,85 x 10
y medio minimo (MG; 6,56 + 5,73 x 10°°), y bacterias recuperadas de hojas de judia cv.
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Tendergreen (hospedador compatible; 6,77 + 3,51 x 10®) y hojas de tabaco cv. Xanthi
(hospedador incompatible, 3,87 + 2,31 x 10°) (Figura 1) inoculadas artificialmente.
Estos resultados sugieren que las condiciones de crecimiento no influyen
significativamente sobre la frecuencia de transposicion de elementos moviles de P.
syringae pv. phaseolicola 1448A.

1,E-06

1,E-05
1,E-04
1,E-03
Mlas
1,E-02
1,E-01
1,E+00
MM MR J T

Figura 1: Frecuencias de transposicion de clones de P. syringae pv. phaseolicola 1448A (pGEN500) en
medio rico (MR), medio minimo (MM), planta de judia (J) y planta de tabaco (T). Los datos estan
representados en columnas, en las que las lineas verticales terminales indican la desviacion tipica.

Frecuencia de transposicion

Efecto de la temperatura en la frecuencia de transposicion

En algunas bacterias se ha documentado la variacion de la frecuencia de transposicion
en relacion con la temperatura de crecimiento (Nagy & Chandler, 2004, Ohtsubo et al.,
2005). Por ejemplo, en Burkholderia multivorans se ha observado un aumento de la
frecuencia de transposicion de hasta siete veces a 42 °C, aunque no en otras condiciones
estresantes (Ohtsubo ef al., 2005). Dado que la temperatura es un factor importante
durante el crecimiento de P. syringae y que regula la expresion de diversos genes
implicados en virulencia (Ullrich et al., 2000, Arnold et al., 2011), decidimos evaluar el
efecto de la temperatura sobre la movilidad de elementos transponibles en esta bacteria.
En el experimento se incluyeron cepas de distintos patovares de P. syringae con el fin
de evaluar la posibilidad de que existan diferencias de comportamiento entre distintos
patovares.
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Figura 2: Frecuencias de transposicion por cada transformante de 1448A, 1302A y B728a, conteniendo
pGENS500, para los tratamientos a tiempo 0 min (no sometidas a estrés) y tiempo 30 min de choque
térmico (38°C agitacion 200 rpm). T1, T2, T3 y T4 representan los valores medios para clones
independientes de cada cepa de P. syringae. Las lineas negras en la parte superior de las barras indican la
desviacion tipica.

En Figura 2 se puede observar las variaciones en las frecuencias de transposicion en
diversos transformantes independiente de las cepas 1448A, 1302A y B728a conteniendo
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el vector trampa pGENS500. Las suspensiones bacterianas tenian una concentracioén
inicial de aproximadamente 10° ufc/ml. Tras someterlas a un choque térmico (38°C
durante 30 minutos) la frecuencia de transposicion disminuyé ligeramente, pero al
analizar los datos de forma estadistica no se observaron diferencias significativas entre
las FTs en suspensiones bacterianas que no fueron sometidas a estrés y las FTs
expuestas a condicion de estrés (alta temperatura). Estos resultados sugieren que el
estrés producido por altas temperaturas no implica un aumento apreciable de la
frecuencia de transposicion.

Identificacion funcional de elementos moviles en Pph 1448A.

Para la identificacion de elementos moviles funcionales en Pph 1448A hemos utilizado
el vector trampa pGEN500, que porta el gen sacB. El procedimiento empleado consistio
en seleccionar clones que crecian en placas con sacarosa, evaluar la presencia de
inserciones en sacB por cambios en la movilidad electroforética de los plasmidos, e
identificar las correspondientes inserciones mediante hibridacion y secuenciacion.

Se analizaron los perfiles plasmidicos de 460 colonias sac®, obtenidas a partir de tres
poblaciones de transformantes (PT), mediante hibridacion de Southern y utilizando una
sonda especifica IS801. S6lo el 10,7% de los plasmidos de los clones sac® no hibridaron
con IS801 (Tabla 4). La secuenciacion del gen sacB en estas cepas reveld que, o bien
contenian inserciones de MITEPsyl (2,2% de los plasmidos) o tenian deleciones o
mutaciones puntuales en sacB (8,5%).

El resto de clones con pGENS500, lo que representa un 89,3%, contenian ADN que
mostrd hibridacion cruzada con la sonda IS80/ (Tabla 4). Sin embargo, los plasmidos
que hibridaron con IS80/ mostraban distintos retrasos de movilidad lo que sugiere que
portaban inserciones de distinto tamafo. El andlisis de estos clones mediante PCR y
secuenciacion mostrd que podian ser de distintos tipos. El 65% de estos plasmidos
contenian insertos de un tamafio compatible con la longitud completa de IS807 (1512
nt), mientras que el resto de los plasmidos contenian inserciones derivadas de IS80/ de
229 nt, 360 nt, 679 nt, y mas de 1,5 Kb (Figura 3), como se verificd por secuenciacion.
Los derivados mas pequefios, que representan el 26,3% del niimero total de inserciones
de IS801, son el resultado de una transposicion terminal (one-ended transposition).
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Figura 3. Estructura y terminacion de IS801 e inserciones derivadas de IS80/. Las cajas grises indican el
elemento IS80! silvestre (1512 nt) y las secuencias miniatura derivadas del elemento completo, con su
tamafio indicado en el interior de la caja; todos ellos comparten la misma terminacion derecha. La caja
blanca rota indica los tres fragmentos diferentes del gen PSPPH0008/PSPPH0017 que fueron movilizados

por IS801 en tres experimentos diferentes, con sus respectivos tamafios. Los dibujos estan a escala.
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Tabla 4. Tipo y nimero de elementos moéviles atrapados en tres poblaciones de transformantes (PT) y cuatro transformantes
individuales (T1 a T4) de P. syringae pv. phaseolicola 1448 A que contienen el vector trampa pGEN500

Numero de plasmidos portadores de un elemento moévil

. % de o
Elemento Tamaiio PTI PT2 PT3 Tl T2 T3 T4 Total plasmidos . 9
movil (kb) R inserciones
Sac

Frecuencia de
transposicion
(x 10-6) 260+3.0 3.7+12 3.8+0.6 13.0+£24 1.1£0.5 9.8+0.8 9.6+0.8
IS801 >1.5 1 0 0 1 0 0 1 3 0.7 0.7

1.5 69 62 56 25 30 31 27 300 652 71.2

0.679 19 13 25 6 4 1 3 71 15.4 16.9

0.360 0 0 0 0 1 0 1 2 0.4 0.5

0.229 6 15 8 2 0 3 1 35 7.6 8.3
MITEPsyl 0.1 1 0 4 1 1 1 2 10 2.2 2.4
None - 4 9 8 5 4 4 5 39 8.5
Total no. 100 99 101 40 40 40 40 460

up
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Discusion

La variabilidad en la abundancia de IS en los genomas de procariotas es muy grande y
no se puede explicar facilmente ya que el andlisis de mas de 200 genomas indic6 que
aparentemente no estd relacionada con la patogenicidad o las tasas de transferencia
horizontal de genes, siendo el tamafio del genoma el Unico indicador significativo de
abundancia y diversidad (Touchon & Rocha, 2007). El genoma de P. syringae pv.
phaseolicola 1448A contiene 102 copias de IS completos, que es casi el doble del
nimero que se podria esperar dado su tamafio del genoma (Touchon & Rocha, 2007).
En este caso, es probable que el complemento de genes de virulencia presentes en la
cepa 1448A sea en parte responsable de esta abundancia, dada la estrecha relacion entre
los genes de virulencia y elementos moviles, y en particular con IS807/ (Kim et al.,
1998, Garcillan-Barcia & de la Cruz, 2002, Lindeberg et al., 2008). Los elementos
moviles pueden contribuir facilmente a la transferencia horizontal de genes de
virulencia y promover la recombinacion, lo que facilita la evolucion de las nuevas
especificidades (Yan et al, 2008, Lindeberg et al, 2009). Ademads, los elementos
genéticos moviles también participan en la inactivacion y la variacion alélica de genes
efectores que inducen una respuesta de resistencia en la planta hospedadora, lo que
facilita la rapida adaptacion del patdgeno a los constantes cambios en los mecanismos
de vigilancia y resistencia de la planta (Rivas et al., 2005, Stevens et al., 1998). Por lo
tanto, la abundancia de elementos moéviles en la cepa 1448A podria ser un reflejo tanto
de la adquisicion de genes de virulencia como de las repercusiones que tienen al facilitar
la plasticidad genomica y la adaptacién a nuevos nichos.

La frecuencia de transposicion de la cepa 1448A vari6 aproximadamente entre 10” y 10°
6, segun el clon. Posiblemente esta variacion se debe a un fenémeno que tiene efecto
general, ya que existe una proporcion similar de los distintos tipos de insercion entre los
diferentes transformantes analizados (Tabla 4). Una explicacion obvia es que, para cada
transformante, hay una diferencia de nivel de toxicidad de los vectores trampa en
ausencia de sacarosa. Esto previsiblemente causaria la muerte prematura de las células,
a pesar de que no estén expuestas a la sacarosa, y se traduciria en un aumento artificial
de la tasa aparente de transposicion, de hecho, en algunos clones se observo una falta de
correspondencia entre la densidad optica del cultivo y el nimero esperado de unidades
formadoras de colonias (no mostrado). Sin embargo, la frecuencia de transposicion se
mantuvo estable para cada clon en todas las condiciones de crecimiento analizadas,
incluyendo las transferencias en cultivos repetidos, que apoyan la validez del método de
analisis comparativos.

El analisis de las frecuencias de transposicion no mostr6 diferencias significativas en
distintas condiciones de crecimiento (Fig. 1). Asi, se estimaron frecuencias similares en
células obtenidas de plantas compatibles y en células recuperadas de plantas
incompatibles. Dado que la interaccidbn con una planta incompatible genera unas
importantes condiciones de estrés, como la exposicion a sustancias toxicas para el
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patogeno, era de esperar que se generara una respuesta SOS en el patégeno y un
aumento en la transposicion de elementos moéviles. Igualmente, tampoco se observé un
aumento de la transposicién en células crecidas en un medio minimo o sometidas a
estrés térmico, que también suponen condiciones estresantes para la bacteria (Figuras 1
y 2). Estos resultados son hasta cierto punto inesperados, y sugieren que la transposicion
de elementos moviles en P. syringae no esta influida por el tipo de interaccion con la
planta huésped o por las condiciones medioambientales. Sin embargo, no podemos
descartar que haya un aumento de la transposicion de elementos cuya frecuencia de
salto es menor que el limite de deteccion en las condiciones experimentales de este
trabajo, o que se produzca una variacion en la seleccion de las dianas de insercion. Dado
que se han examinado distintas cepas, pertenecientes a diversos patovares, estos
resultados podrian ser generalizables a todas las bacterias del complejo P. syringae.

El uso de un vector trampa en un ensayo funcional, ha permitido la identificacion de
dos elementos moviles activos: IS80/ y MITEPsyl, a pesar de que P. syringae pv.
phaseolicola 1448A alberga por lo menos diecinueve tipos de elementos moviles.
Sorprendentemente, se observd la movilizacion de secuencias miniatura que
corresponden a fragmentos truncados de IS80/ y que, junto con MITEPsyl,
representaron alrededor del 28% de los elementos movilizados en la cepa 1448A. Entre
los 500 clones analizados no se observo la incorporacion de ninguno de los otros tipos
de elementos moviles que se encuentran en la cepa 1448A, lo que indica que se podrian
movilizar a una frecuencia inferior a 10°® o que se han fijado en el genoma.

La distribucion de IS801 estd limitada a la especie P. syringae, y estd estrechamente
asociada a los genes de virulencia (Garcillan-Barcia & de la Cruz, 2002). A menudo
este elemento aparece como un elemento truncado de varios tamafos, y cuyos origenes
no estan claros (Garcillan-Barcia & de la Cruz, 2002, Joardar et al, 2005). La
identificacion en este trabajo de secuencias miniatura derivadas de IS80/ podria indicar
que estas secuencias parciales de IS80/ que se encuentran en los genomas de P.
syringae se han generado por transposicion. Sin embargo, un analisis retrospectivo de
las secuencias parciales de IS80/ presentes en genomas completos de plasmidos y
cromosomas de P. syringae sugiere que la mayoria de ellos se originaron por
recombinacion, en vez de por una transposicion terminal (Bardaji er al., 2011). Por
consiguiente, nuestros resultados sugieren que IS80/ y los correspondientes fragmentos
miniatura derivados por transposicion, preferentemente podrian contribuir a la
generacion de regiones de recombinacion en torno a los genes de virulencia en lugar de
servir como elementos de transporte. De hecho, las secuencias de insercion se sabe que
juegan un papel importante en la flexibilidad del genoma, y la variacién entre los
aislamientos de P. syringae parece deberse mas a la recombinacion que a la mutacion
(Stavrinides et al., 2006, Yan et al., 2008).

Al igual que ocurre con IS9/ (Garcillan-Barcia & de la Cruz, 2002), hemos observado
que IS807 también puede movilizar DNA adyacente, aunque con baja frecuencias. En

tres eventos independientes, hemos observado la movilizacion de diferentes fragmentos
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parciales del mismo gen, PSPPH_0008/PSPPH_0017 que codifica para la subunidad alfa
de la oxidoreductasa de molibdopterina y que en todos los casos se iniciaba en un
tetranucleotido idéntico al extremo 5’ de IS80/, GAAC (Figura 2). Como existen dos
copias de IS80! asociadas a dos copias idénticas del gen, no podemos deducir si el gen
movilizado es PSPPH_0008 o PSPPH_0017. En cualquier caso, no tenemos aun una
explicacion satisfactoria por esta preferencia en la movilizacion de DNA, que
posiblemente no se deba a que este gen confiera un fenotipo seleccionable, ya que la
insercion de IS80/ ha eliminado hasta 350 aa del extremo 3’ de cada gen, mientras que
faltan al menos 153 nt del extremo 5’ del locus PSPPH 0008. Estas deleciones
posiblemente han conducido a que ambos loci sean inactivos. Sin embargo, nuestros
resultados confirman que IS80!/ podria movilizar por transposicion los genes de
virulencia con los que frecuentemente esta asociada. A pesar de que la movilizacioén de
ADN adyacente por IS80/ se produjo a baja frecuencia en nuestras condiciones
experimentales, es posible que la interaccion con las plantas hospedadoras ofrezca un
ambiente altamente selectivo que favorezca el intercambio de genes de efectores y otros
genes de virulencia movilizados por IS801.

Un resultado notable de este trabajo es la identificacion de un MITE funcionalmente
activo en la cepa 1448A, que hemos designado MITEPsyl. Aunque este tipo de
elementos son comunes en bacterias, y hay evidencias indirectas de su movilidad (Zhou
et al., 2008, Robertson et al., 2004), esta es la primera vez que se demuestra la
movilizacion espontdnea de un MITE en su huésped natural, abriendo el camino para
probar funcionalmente los requisitos y mecanismos moleculares para su transposicion.
La insercion de MITEPsy/ en una CDS implica un cambio en el marco de lectura,
porque el elemento es de 100 nt de longitud y produce una duplicacion de 4 nt, que
puede conducir a la inactivacion de genes o a la generacion de nuevos alelos. De hecho,
la insercion de una secuencia de 104 nt (identificado aqui como MITEPsy/ ademas de
la duplicacién de 4 nt) en el extremo 3' del gen efector avrPphE (sin. hopX1) en una
cepa de P. syringae pv. phaseolicola condujo a la generacion de un nuevo alelo que ya
no indujo la respuesta de hipersensibilidad en las variedades de judia resistentes,
causando la ampliacion de su espectro de huéspedes (Stevens et al., 1998). Por lo tanto,
sera importante examinar cuidadosamente los genes de efectores en diferentes bacterias
fitopatdgenas para detectar la presencia de secuencias repetidas internas o flanqueantes
que podrian participar en su movilidad o alterar su secuencia codificante, ya que pueden
representar nuevos elementos moviles en miniatura. Ejemplos de este tipo de pequefias
secuencias repetidas ya se han encontrado en el cromosoma y en pldsmidos de
diferentes cepas de P. syringae (Joardar et al., 2005) al igual que se han encontrado
modificando el espectro de huéspedes de Ralstonia solanacearum y permitiendo la
generacion de genotipos altamente virulentos del patogeno (Robertson ef al., 2004).
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Conclusiones

* Mediante la utilizacién de un vector trampa, se ha establecido que la frecuencia
de transposicion en P, syringae pv. phaseolicola 1448A varia entre 2,6 x 10” y
1,1 x 10, dependiendo del clon.

* No se han observado diferencias significativas en la frecuencia de transposicion
en bacterias sometidas a diferentes condiciones de crecimiento, o inoculadas en
plantas compatibles o incompatibles, lo que sugiere que las condiciones de
crecimiento no afectan significativamente a la variabilidad de la frecuencia de
transposicion.

* [gualmente, no se han observado variaciones en las frecuencias de transposicion
en diferentes cepas de P. syringae tras someterlas a un choque térmico, lo que
sugiere que las condiciones de estrés no modifican la frecuencia de transposicion
en esta bacteria.

* El uso del vector trampa pGEN500 ha permitido la identificacion de dos
elementos moviles funcionales en P. syringae pv. phaseolicola 1448A: IS801 y la
secuencia miniatura MITEPsy 1.
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