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RESUMEN

El estudio de los determinantes del rango de huésped en el complejo Pseudomonas
syringae ha adquirido una renovada atencién debido a la amplia distribucién de estas
cepas en ambientes no agricolas, a la existencia de variabilidad en el rango de huésped
de cepas pertenecientes a un mismo patovar y a la emergencia de nuevas
enfermedades. Uno de los determinantes principales de la especificidad de huésped en



el complejo P. syringae, tanto a nivel de especie-patovar como de raza-cultivar, son el
sistema de secrecidn tipo Il (T3SS) y su repertorio de efectores (T3E) (Fouts et al., 2003;
Lindeberg et al., 2009; Baltrus et al., 2011; Moreno-Pérez et al., 2020). EI T3SS transloca
los T3E a la célula vegetal, donde algunos de los cuales interaccionan con las respuestas
de defensa de las plantas inhibiendo que el patégeno sea reconocido y permitiendo que
se desarrollen los sintomas (Jones and Dangl, 2006). Esta Tesis Doctoral se ha centrado
en el estudio del papel en el rango de huésped de los T3E codificados en cepas aisladas
de huéspedes lefiosos de los patovares de la especie de Pseudomonas savastanoi: pv.
savastanoi (Psv, aislados de olivo), pv. nerii (Psn, aislados de adelfa), pv. fraxini (Psf,
aislados de fresno) y pv. retacarpa (Psr, aislados de retama) (Caballo-Ponce et al., 2017).
Ademas, en este estudio se incluyd el agente causal de la necrosis bacteriana de las hojas
y tallos de la dipladenia (Mandevilla spp.), reconocido recientemente como un nuevo
patovar de P. savastanoi denominado pv. mandevillae (Psm) (Caballo-Ponce et al.,
2021).

Esta Tesis Doctoral se inicid con un analisis gendmico comparativo de las 21 cepas de P.
savastanoi secuenciadas hasta la fecha y pertenecientes a sus 5 patovares de huéspedes
lefiosos, dirigiendo el estudio al T3SS y su repertorio de T3E. También se realizaron
pruebas de patogenicidad cruzada en una seleccion de estas cepas, cuyos resultados
fueron esenciales para correlacionar los datos obtenidos en los analisis gendmicos con
su especificidad de huésped. Se determind que todas las cepas presentan un T3SS
candnico muy conservado entre ellas, y que codifican un total de 43 T3E diferentes
(homdlogos a T3E previamente descritos), 21 de los cuales los comparten todas las cepas
(T3E core). Entre estos T3E, se identificaron aquellos que por su presencia, ausencia o
truncamiento especifico en las cepas de un patovar concreto pudiesen explicar las
diferencias encontradas en el rango de huésped, estableciéndose que existe una
relacién entre la variacion alélica de genes de T3E y los patovares de P. savastanoi. Por
otro lado, y aunque los andlisis genédmicos demostraron que las cepas de todos los
patovares codifican los genes del T3SS, hasta la fecha solo se ha estudiado su papel en
la patogenicidad de los patovares Psn y Psm (Caballo-Ponce et al., 2017). Para abordar
su funcién en el resto de patovares, en esta Tesis Doctoral se han construido mutantes
del gen hrplL (principal regulador positivo del T3SS (Xiao and Hutcheson, 1994) en cepas
modelo de Psf, Psry Psm, los cuales no indujeron sintomas en sus respectivos huéspedes
ni una respuesta de hipersensibilidad en plantas no huésped. Estos resultados revelaron
el papel relevante de este regulador en la patogenicidad de todos los patovares de P.
savastanoi aislados de huéspedes lefiosos. Los genes regulados por este regulador han
sido ampliamente estudiados en bacterias patégenas de huéspedes herbaceos (Ferreira
et al., 2006; Lam et al., 2014; Mucyn et al., 2014), pero los datos relacionados con
bacterias patégenas de huéspedes lefiosos son escasos. En esta Tesis Doctoral, se
estudié el regulén HrpL de la cepa modelo Psv NCPPB 3335, utilizando dos
aproximaciones distintas: 1) analisis transcriptomico (RNAseqg) comparativo entre su
mutante AhrplL y la cepa silvestre y, 2) prediccion bioinformatica de genes dependientes
de HrpL en el genoma de la cepa Psv NCPPB 3335. La prediccidn bioinformatica se baso
en la presencia de una caja hrp (sitio de union de Hrpl) en la regién promotora de los



genes de Psv NCPPB 3335. Los resultados obtenidos de este analisis nos han permitido
caracterizar por primera vez el reguldn Hrpl de una cepa de P. savastanoi aislada de un
huésped lefioso, e identificar nuevos posibles genes que podrian estar implicados en la
virulencia de P. savastanoi. Adema3s, en esta Tesis Doctoral se ha se ha estudiado el papel
en el rango de huésped de algunos de estos T3E mediante dos estrategias distintas: 1)
expresion heterdloga de T3E en cepas de los patovares que no los codifican vy, 2)
mutacion de genes codificadores de T3E en cepas de los patovares que los codifican de
forma exclusiva. Los resultados obtenidos de estos estudios nos han permitido
demostrar que el repertorio de T3E juega un papel esencial en la definicidn del rango de
huésped en P. savastanoi. En resumen, en esta Tesis Doctoral se ha realizado una
combinaciéon de analisis gendmicos, transcriptémicos y experimentales que ha sido
fundamental para la identificacion de T3E implicados en la especificidad de huésped de
P. savastanoi, asi como para la identificacion de nuevos factores de virulencia. Los
resultados obtenidos nos han permitido demostrar que el T3SS es esencial para la
patogenicidad de todos los patovares de P. savastanoi aislados de huéspedes lefiosos y
que el repertorio de T3E de estas cepas se ha diversificado durante el proceso de
adaptacion al huésped, siendo elementos determinantes en la definicion de su rango de
huésped.
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