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RESUMEN

Agrobacterium tumefaciens es una bacteria fitopatdgena causante de tumores en el cuello y raices
de muchas especies vegetales de interés economico. En los viveros e invernaderos es donde més dafios
produce, al aparecer episodios epidémicos que pueden impedir la comercializacion de producciones
enteras, porque las plantas afectadas por esta enfermedad no pueden ser comercializadas. Los estudios
epidemioldgicos y de dindmica de poblaciones del patégeno son poco abundantes y han incidido en
aspectos del desarrollo y mantenimiento de la enfermedad producida por la bacteria. Aunque se ha
sefialado el predominio de cepas no patdgenas frente a patgenas en ambientes en los que las cepas
productoras de la enfermedad verian favorecido su mantenimiento, apenas se ha investigado la pérdida
del poder patdgeno en aislados de tumores.

Por tanto, en esta memoria se ha pretendido ampliar el conocimiento sobre la aparicion de
cepas no patdgenas a partir de cepas patdgenas en tumores de diversas especies vegetales, huéspedes
habituales y no habituales. El objetivo era comprobar si este fendbmeno se presenta en la mayoria de
cepas de A. tumefaciens, y si existen interacciones con plantas 0 de otro tipo que favorezcan su
aparicion. En primer lugar, se ha puesto a punto un método de identificacion de cepas individuales de
A. tumefaciens, por medio de un sistema de RAPDs, que emplea iniciadores inespecificos, y que se ha
comprobado que es eficaz para diferenciar entre cepas del género Agrobacterium sp.

En segundo lugar, se han llevado a cabo varios experimentos de inoculacion de diversos
huéspedes vegetales y, de los tumores producidos, se han aislado colonias de las que se ha estudiado el
fenotipo patdgeno, para comprobar la frecuencia de aparicion de este fendmeno y estudiar los cambios
que a nivel molecular habian sufrido. También se han Ilevado a cabo experimentos in vitro, mediante
siembras sucesivas en un medio general, para ver si la pérdida del fenotipo patdgeno se produce de
forma espontéanea.

El sistema de identificacion mediante RAPDs ha permitido comprobar que, en el analisis de
mas de 5.000 colonias no patdgenas procedentes de los aislamientos realizados en los tumores, solo
siete de estas colonias se correspondia con la que previamente se habia inoculado en alguno de los
huéspedes. El resto eran cepas de Agrobacterium no patégenas de las que se desconoce su origen. Los
resultados de este trabajo muestran por tanto, que el fendmeno de la pérdida del poder pat6geno se
produce, en las condiciones y cepas estudiadas, de forma muy escasa.

La caracterizacion molecular de los mutantes ha mostrado que 6 de 7 presentan cambios en su
plasmido Ti. Entre ellos, inserciones de elementos transponibles en genes de virulencia 0 mutaciones
puntuales. El caso mas llamativo es el de dos mutantes que presentan grandes cambios en su plasmido
Ti, con un tamafio doble del de la cepa salvaje. El resto de mutantes presenta variaciones en el tamafio
0 numero de plasmidos respecto a las cepas parentales. Los cambios ocurridos parecen implicar

grandes reorganizaciones en el genoma de los mutantes, no solo a nivel del plasmido Ti.



SUMMARY
Agrobacterium tumefaciens is the causal agent of crown gall in many plant species of economic

interest. The losses it causes are very important in greenhouses and nurseries, because of the
appearance of outbreaks that do not allow the marketing of entire productions, due to the
impossibility of selling the affected plants. Studies on epidemiology and dynamic population are
scarce, and they have focused on several aspects about the spread and maintenance of the disease
Although it has been noticed the predominance of non pathogenic strains against the pathogenic in
environments where the disease producing strains would be favored, few studies have been developed
on the loss of pathogenicity from pathogenic strains in tumors.

The goal of this work has been to increase the knowledge about the appearance of
nonpathogenic strains from pathogenic bacteria in tumors produced in different plant species,
common and less common hosts. The objective was to see whether this phenomenon occurs in the
majority of A. tumefaciens strains, and if they exist interactions with plants or other different that could
increase these phenotypic changes. First of all, an identification system to distinguish individual strains
of A. tumefaciens by means of a RAPD procedure has been set up, and it has proved the validity of the
system to distinguish between strains of the genus Agrobacterium.

Secondly, several inoculation experiments on different hosts have been performed, and from
the tumors produced, colonies were isolated and analyzed to see the phenotype pathogen, to
determine the frequency of this phenomenon and study the molecular changes they have undergone.
In vitro experiments consisting in successive incubations in a general medium have been performed as
well, to examine if this loss of pathogenicity takes place spontaneously.

The identification system by means of RAPDs has established that among more than 5.000
nonpathogenic colonies isolated from the tumors, only seven of them correlated with the strains
previously inoculated in one or another of the hosts.

The results obtained in this work have shown that the loss of pathogenicity takes place, in the
conditions and with the strains studied, very scarcely.

The molecular characterization of the mutants has shown that 6 out of 7 found have changes
in the Ti plasmid. Among them, they appear insertion of DNA sequences (IS) into virulence genes or
point mutations. In two of the mutants, the alterations have affected so greatly the Ti plasmid they
harbour that duplicate the size comparing to the parental strain. The changes seem to be due to wide

rearrangements in the genome of the mutants, not only in the plasmid.
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Introduccion general

Importancia y distribucion de especies patdgenas de Agrobacterium

El género Agrobacterium agrupa a la bacteria fitopatogena A. tumefaciens, causante de
tumores en cuello y raices (CROWN GALL) en muchas especies vegetales, de interés
agricola y comercial. De Cleene y De Ley (1976) recopilando datos de la bibliografia y
otros obtenidos en sus propios ensayos, concluyeron que en total 643 especies de 331
géneros, pertenecientes a 93 familias, eran susceptibles a esta bacteria. Los huéspedes
principales pertenecian a la clase dicotiledoneas de la division angiospermas y a las
gimnospermas, mientras que solo algunas monocotiledoneas pertenecientes a los ordenes
Liliales y Arales fueron susceptibles. Dentro de ellas, las especies de interés econdémico
mas afectadas son los frutales de hueso y pepita, la vid, cultivos ornamentales como el
rosal, dalia o crisantemo y especies forestales como el chopo, el aliso o el sauce (Moore y
Cooksey 1981; Mougel, 2000). En los viveros e invernaderos es donde esta enfermedad
es mas perjudicial ya que afecta gravemente al valor comercial de las producciones
provocando importantes pérdidas economicas. EI material vegetal con tumores no puede
ser comercializado (Directiva 93/64/CEE) y en numerosos paises del norte de Africa y
sudamérica, estd considerado un patdégeno de cuarentena. De forma directa, la
enfermedad causa pérdidas de produccion ya que provoca un descenso de vigor y solo en
casos extremos puede causar la muerte de la planta (Faivre-Amiot, 1984; Garret, 1987;
Nesme et al., 1990).

Las cepas de Agrobacterium patdgenas contienen un plasmido inductor de tumores
(Ti) que determina en primera instancia la patogenicidad de una cepa, ya que la
enfermedad se desencadena cuando determinados genes de este plasmido Ti son
transferidos al genoma del huésped. Estos genes codifican las enzimas requeridas para la
sintesis de fitohormonas que se sobreexpresan en la célula vegetal provocando un
incremento en la division celular (hiperplasia) y en el tamafio de las células (hipertrofia)
dando lugar al fenotipo tumor. Este proceso ha sido ampliamente estudiado no solo desde
el punto de vista fitopatoldgico, sino también por su aplicacion en el campo de la
biotecnologia, como método para introducir genes de interés en plantas (Melcher y
Hooykas, 1987; Kado, 1991; Winnans, 1992; Hooykas y Beijersberger, 1994; Hooykaas
y Schilperoort, 1992; Sheng y Citovsky, 1996; Christie, 1997) y, recientemente, se ha

visto que incluso es eficaz para la transformacion de celulas humanas (Kunik et al., 2001).
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Los estudios genéticos en la familia Rhizobiaceae, que agrupa a los géneros Rhizobium y
Agrobacterium, han permitido conocer detalles sobre la naturaleza de los genomas
bacterianos, como la comprobacion de que el paradigma propuesto de un cromosoma
circular no es universal en procariotas (Krawiec y Riley, 1990; Jumas-Bilak et al., 1998) o
el descubrimiento de la existencia de reorganizaciones gendmicas en bacterias (Flores et
al., 1988; Sullivan y Ronson, 1998; Mavingui et al., 2002). Ademas, estos avances han
contribuido al desarrollo de técnicas y herramientas con aplicaciones universales como las
de reemplazo genético y sistemas de transferencia de transposones (Hynes y Finan,
1998).

El sistema de colonizacion genética desarrollado por varias especies del género
Agrobacterium tiene como consecuencia que solo es necesaria la presencia de la bacteria al
comienzo de la infeccion, por lo que la lucha curativa, que busca destruir al agente
patdgeno una vez iniciada ésta, no tiene sentido ya que el tumor puede desarrollarse sin la
bacteria, lo que condiciona que los metodos de lucha recomendados sean preventivos. Los
mas utilizados consisten en: control de la calidad sanitaria de las plantas y del suelo de
cultivo, medidas profilacticas de desinfeccion del suelo (con vapor, solarizacion) y del
material vegetal (termoterapia, tratamiento con agua caliente), rotacion de cultivos con
plantas no huéspedes o plantacion de variedades resistentes (New y Kerr, 1972; Moore y
Allen, 1986; Ophel et al., 1990; Vicedo et al., 1993; Raio et al., 1994). La lucha quimica
se ha mostrado préacticamente ineficaz, a pesar de las numerosas materias activas ensayadas
(Canfield et al., 1992; Moore y Canfield, 1996; Lopez et al., 1989) y la lucha bioldgica
mediante la cepa K84 de Agrobacterium, que era el método de control méas empleado,
presenta diversos problemas (Vicedo et al., 1996). Sin embargo, estos parecen haberse
resuelto con la construccion de una cepa modificada genéticamente, K1026, que deriva de
la cepa K84 (Jones et al., 1988) pero la actual legislacion respecto a estos organismos
(OMG) es restrictiva respecto a su uso en Europa, y la cepa K1026 no ha sido registrada a
nivel comercial en la UE.

La enfermedad de los tumores de cuello y raices se encuentra extendida por todo
el mundo (Bradbury, 1986). Dentro de Europa, los paises de la cuenca mediterranea son
los mas afectados, entre ellos Espafia (LOpez y Montesinos, 1996). Los intercambios

comerciales han contribuido a la diseminacion de esta enfermedad, ya que la principal
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fuente de inoculo es el material vegetal con sintomas o con infecciones latentes. En
algunas especies vegetales se ha descrito el movimiento de Agrobacterium en el interior de
las plantas, con la posibilidad de infecciones sistémicas y la probable existencia de plantas
asintomaticas en las que la bacteria esta presente de forma latente (Lehoczky, 1968; Jones
y Raju, 1988; Marti et al., 1999; Cubero, 1998). Con el fin de limitar la propagacion de la
enfermedad, es imprescindible contar con técnicas sensibles para la deteccion e
identificacion de cepas patogenas que impidan la multiplicacion y plantacion de plantas
infectadas (Picard et al., 1992; 1994; Haas et al., 1995; Cubero et al., 1999; 2002).

I.1. El género Agrobacterium

I.1.1. Taxonomia

En 1907 Smith y Townsend aislaron por primera vez las bacterias inductoras de los
tumores del cuello a las que denominaron Bacterium tumefaciens. Fue Conn quien advirtio
en 1942 que ambas especies eran muy cercanas y similares a las bacterias que producian
nodulos en legumbres. Por ello, propuso el establecimiento de un nuevo género al que
denomind Agrobacterium. Actualmente, el género Agrobacterium se define como el grupo de
bacterias de la familia Rhizobiaceae que no fijan nitrdgeno, sino que producen otros tipos de
hipertrofia (Kersters y De Ley, 1984) y son miembros de la clase alpha del phylum
Proteobacteria. Conn incluyo en el genero a los patogenos causantes de los tumores de
cuello que se denominaron A. tumefaciens, a los saprofitos del suelo A. radiobacter y al
patdgeno A. rhizogenes, causante de las raices en cabellera. Posteriormente, fue incluida
una cuarta especie, A. rubi, que agruparia a los aislados de frambueso (Starr y Weiss,
1943). Esta clasificacion por especies basada en la patogenicidad es inestable, ya que A.
tumefaciens solo se distingue de A. radiobacter por su caracter patogeno (Holmes, 1988),
caracteristica codificada por genes presentes en un plasmido que puede ser adquirido o
perdido. Por ello, diferentes autores establecieron clasificaciones alternativas que se
basaran en caracteres definidos por genes cromosomicos. Entre ellos, Keane et al., (1970)
subdividieron las cepas de Agrobacterium en tres biovares atendiendo a caracteristicas
bioquimicas y fenotipicas. Esta clasificacion permitio a Sawada et al., (1993) — corregido
por Bouzar (1994) — agrupar a las cepas en tres especies segun el biovar al que

pertenecian. De este modo, los biovares suben al rango de especie y se denominan A.
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tumefaciens las cepas del biovar 1, A. rhizogenes las del biovar 2 y A. vitis las del biovar 3.
Esta Gltima especie fue definida previamente por Ophel y Kerr (1990) quienes
demostraron que era una especie distinguible de A. tumefaciens basdndose en que
presentaba valores bajos de reasociacion ADN-ADN vy en las secuencias de la fraccion 16S
del ARN-r. Se mantienen aparte los aislados de frambueso que se agruparian en la especie
A. rubi y se creo la especie A. larrymoorei que agrupa a los procedentes de Ficus benjamina
(Bouzar y Jones, 2001). Cada especie puede comprender aislados patdgenos y no
patogenos y es definida por caracteristicas codificadas por genes cromosoémicos. Aln asi,
esta clasificacion no ha sido aceptada por todos los investigadores ya que tiene el
inconveniente de que los nombres de A. tumefaciens y A. rhizogenes se han usado
historicamente para cepas patogenas que inducen tumores de cuello y raices en cabellera,
respectivamente. Con la citada clasificacion, ambas especies pueden incluir cepas
patogenas o no, provocar tumores o raices adventicias, siempre que pertenezcan a los
biovares 1y 2, respectivamente, y como es la mas utilizada actualmente, se empleara a lo
largo de esta Tesis.

Recientemente, ha surgido de nuevo la polémica a raiz de la reclasificacion de
todos los miembros del genero Agrobacterium dentro del género Rhizobium, estableciendose
las especies R. radiobacter, R. rhizogenes, R. vitis y R. rubi (Young et al., 2001). El rechazo
por parte de la comunidad cientifica que trabaja con Agrobacterium ha sido rotundo y se han
publicado contundentes argumentos en contra de esta reclasificacion (Farrand et al.,
2002), estando a la espera de la resolucion del Comité Internacional de Sistematica de
Procariotas (ICSP) y de la publicacion de nuevos trabajos en curso sobre el tema para

dirimir la cuestion.

1.1.2 Caracteristicas fenotipicas

Las especies del género Agrobacterium agrupan bacterias Gram negativas,

encapsuladas y con forma bacilar. Su tamafio oscila entre 0.6 - 1 um de anchoy 1.5 - 3

um de largo. No forman esporas y son moviles gracias a que poseen de uno a seis flagelos
peritricos. Generalmente, las células se presentan solas o en parejas. (Figurai.l).

Figura i.1. Fotografia electronica de A. tumefaciens

mostrando los flagelos peritricos caracteristicos.
Tomado del Department of Plant Pathology,

North Carolina State University (EE.UU)
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Son bacterias aerobias, aunque se han descrito algunas cepas con capacidad de
anaerobiosis en presencia de nitrato (Kersters y De Ley, 1984). La mayoria de las cepas
son capaces de crecer en bajas concentraciones de oxigeno en el interior de los tejidos de
la planta. Son organismos quimioorganotrofos que pueden utilizar un amplio espectro de
hidratos de carbono, sales de acidos organicos y aminoacidos (Tabla 1). Algunas cepas
utilizan sales y nitratos de amonio como fuentes de nitrogeno y otras necesitan
aminoacidos y otros factores de crecimiento adicionales (Lippincott et al., 1981). Ademas
se ha comprobado que pueden fijar el nitrdgeno molecular de forma libre (Kanvinde y
Sastry, 1990).

Tabla 1: Caracteristicas bioquimicas del género Agrobacterium

Actividad positiva Actividad negativa
ENZIMAS
Catalasa Lecitinasa
Ureasa Arginina dehidrolasa
Penicilasa Tween 80 lipasa

CARBOHIDRATOS: fuentes de carbono

Glucosa Ramnosa Almidon Formato
Galactosa Xilosa Pectato Glioxilato
Arabinosa Fucosa Inulina Oxilato

Fructosa Salicina Celulosa Benzoato

Manitol Inositol Dextrina
Adonitol Aesculina Glucuronato
Melobiosa Arbutina

Manosa Glicerol

Maltosa b-hidroxibenzoato

Trealosa

AMINOACIDOS: fuentes de carbono y nitrégeno

Asparagina Histidina Fenilalanina Glicina
Aspartato Serina Triptéfano Leucina
Arginina Lisina Valina Cisteina

Tomada de Lippincott et al., (1981).
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La temperatura Optima de crecimiento de Agrobacterium esta entre 25 y 28° C,
siendo 38° C la temperatura maxima (Kado et al., 1972). La morfologia de las colonias es
variable segin el medio en que se cultive, pero la mayor parte son de forma circular,
mucosas, convexas, de tono brillante opaco y color blanco a amarillo hueso. En algunos
casos adquieren tonalidad rojiza o anaranjada, segun los componentes del medio. El
crecimiento en medios con hidratos de carbono va acompafiado de una abundante
produccion de polisacaridos extracelulares en forma de mucus.

Aunque se desconocen las causas, las agrobacterias pueden entrar en un estado
viable pero no cultivable (VBNC) (Manahan y Steck, 1997) que puede ser reversible. Una

vez superado, las cepas conservan su capacidad patogeénica.

1.1.2.1 Clasificacion en biovares

Keane et al., (1970) y Kerr y Panagopoulos (1977) clasificaron, basandose en una
serie de caracteristicas bioquimicas, las agrobacterias en tres biovares que se
corresponden, en la actualidad, con tres de las especies del género. Las caracteristicas de
cada biovar se muestran en la Tabla 2 y se han establecido en funcion de las temperaturas
maximas de crecimiento y su capacidad para utilizar determinados acidos organicos,
polialcoholes e hidratos de carbono.

La mayor parte de las cepas se corresponden a alguno de los tres biovares, aunque
algunas tienen caracteristicas intermedias entre los tres por lo que se consideran “biovares
intermedios” o formarian nuevos biovares. Curiosamente esto ultimo es tipico de los
aislados de determinados huespedes (Holmes y Roberts, 1981; Bell y Ramey, 1991;
Sawada e leki, 1992; Bouzar et al., 1995).
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Tabla 2: Principales caracteristicas que diferencian las especies del género Agrobacterium

PRUEBAS ESPECIES
A. tumefaciens A. rhizogenes A. vitis

Produccion de 3-cetolactosa + - \Y
Crecimiento en 2 % NaCl + - +
Crecimiento a 35°C + \Y \Y
Accion en litmus milk Alcalina Acida Alcalina
Pelicula en citrato amonico-férrico + - -
Reaccion oxidasa + V- V-
Utilizacion de citrato V- + +

Produccion de 4cido a partir de:

Eritritol - + -
Melecitosa + - -

Produccion de alcali a partir de:

Acido malonico - + +
Acido L-tartarico - + +
Acido macico - + ,

+: 80% 0 més cepas positivo; V:entre el 21-79% de cepas positivas; -: 80% 0 mas cepas negativas.
Tomado de Moore et al., (2001)

1.1.2.2 Catabolismo de opinas

Los tumores tienen todos la caracteristica de poseer un metabolismo nitrogenado
particular, ya que en los tejidos transformados se sintetizan unos compuestos especificos
de bajo peso molecular llamados opinas. Son productos de la condensacion de éacidos
organicos y aminoacidos [0 disacaridos], que son compuestos quimicos comunes en las
plantas pero que en los tumores aparecen unidos de forma poco frecuente. Estas sustancias
difunden dentro y alrededor del tumor, pudiendo constituir hasta el 7% del peso seco del
mismo (Tate et al., 1982), y son reconocidas por bacterias que poseen plasmidos Ti que
las utilizan como fuentes de carbono y nitrogeno [o fosforo].

Las opinas son sintetizadas en los tumores por las células vegetales transformadas
bajo la direccion de genes que se encuentran en los fragmentos de ADN que son

transferidos a la planta desde la bacteria. Por otro lado, habitualmente, los genes
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necesarios para su catabolismo se encuentran en una region del plasmido Ti que no se
transfiere a la planta. En general, existe una estrecha relacion entre el plasmido que
origina la transformacion y la aptitud de este plasmido para metabolizar s6lo los mismos
tipos de opinas que las que él induce (Petit et al., 1970; Dessaux y Petit, 1994; Han et al.,
1997) por lo que los plasmidos Ti se clasifican seguin la opina que sintetiza la célula vegetal
transformada por él. En la Tabla 3 se muestran las opinas que induce cada uno de los
principales tipos de plasmidos, ya que una célula transformada puede producir

generalmente mas de una clase de opina.

Tabla 3: Clasificacion de los plasmidos Ti segun las opinas relacionadas.

Tipo de plasmido Opinas sintetizadas Opinas que inducen la
transferencia del plasmido
Octopina Octopina, acido octopinico, lisopina, histopina, agropina, Octopina, cido octopinico y
manopina y acidos agropinico y manopinico lisopina
Nopalina Nopalina, &cido nopalinico y agrocinopinas A + B Agrocinopinas A + B
Agropina Agropina, manopina, acidos agropinico y manopinico, Agrocinopinas C + D

agrocinopinas C + D, leucinopina, lactamo de leucinopinay
L,L succinamopina

Succinamopina D, L succinamopina, lactamo de succinamopina, succinopinay Desconocida
nopalina

Lippia Agrocinopinas C + D Desconocida
Crisopina/ Crisopina, deoxifructosil =5 oxiprolina, L,L sucinamopinay ~ Desconocida
Succinamopina L,L leucinopina

Crisopina /Nopalina Crisopina, deoxifructosil =5 oxiprolina y nopalina Desconocida
Vid tipo | Octopinay cucumopina Desconocida
Vid tipo I Nopalina Desconocida
Vid tipo 1l Vitopina y rideopina Desconocida

Tomado de Dessaux et al., (1998)

Las opinas juegan un papel central en la relacion  huésped
transformado / Agrobacterium patogeno, ya que son los mediadores quimicos de este
parasitismo (Dion et al., 1996). Ademas de otras funciones, promueven la conjugacion del
plasmido Ti a cepas no patogenas (Petit et al., 1978; Ellis et al., 1982) y estimulan los
genes de virulencia incrementando con ello la transformacion (Veluthambi et al., 1989).

En un principio se creyo que las cepas de Agrobacterium que contenian el plasmido
Ti eran las Unicas capaces de utilizar las opinas, pero se ha observado que una amplia

variedad de microorganismos puede hacerlo. Entre ellos, existen hongos del género
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Fusarium y Cylindrocarpon (Beauchamp et al., 1990), bacterias Gram-positivas
pertenecientes al género Arthrobacter (Tremblay et al., 1987; Nautiyal et al., 1991), Gram-
negativas del género Pseudomonas, fluorescentes y no fluorescentes (Nautiyal y Dion, 1990;
Nautiyal et al., 1991; Canfield y Moore, 1991), Rhizobium (Bergeron et al., 1993) y
agrobacterias no patogenas (Lippincott et al., 1973; Nautiyal y Dion, 1990; Canfield y
Moore, 1991). En algunos de estos géneros mencionados, como en Pseudomonas, 10s genes
responsables de su catabolismo difieren, en su estructura y regulacion, de los existentes en
los plasmidos Ti. En otros, como Rhizobium meliloti, taxondmicamente muy proximo a
Agrobacterium, los genes para el catabolismo de las opinas estan regulados de forma similar
a los genes presentes en el plasmido Ti. En las cepas de Agrobacterium no patdgenas esta
capacidad parece que esta codificada, en ausencia del plasmido Ti, por genes
cromosomicos 0 mas frecuentemente por genes presentes en plasmidos diferentes del Tiy
probablemente derivados de él (Dessaux et al., 1986b; Sans et al., 1987; Cho et al., 1996,
1997).

1.1.3. Caracteristicas genotipicas

Durante mucho tiempo se considerd que los genomas bacterianos consistian en un
unico cromosoma circular, el paradigma de E. coli. EI descubrimiento de la existencia de
multiples cromosomas circulares o de cromosomas lineales en algunas bacterias invalido
este modelo: se han descrito dos cromosomas circulares en Rhodobacter spheroides (Suwanto
y Kaplan, 1989), Brucella melitensis 16M (Michaux et al., 1993) y Leptospira interrogans
(Zuerner et al., 1993), mientras que se han observado tres cromosomas en los genomas de
Rhizobium meliloti (Sobral et al., 1991) y de Burkholderia cepacia (Cheng y Lessie, 1994). Se
observo por primera vez un cromosoma lineal en las bacterias Gram-positivas Rhodococcus
fascians (Crespi et al., 1992) y Streptomyces lividans (Lin et al., 1993).

La estructura cromosomica de A. tumefaciens y de al menos un aislado de A. rubi
consta de dos cromosomas, uno circular y otro lineal (Jumas-Bilak et al., 1998; Wood et
al., 2001; Goodner et al., 2001). Esta organizacion es unica dentro de las bacterias y es
distinta a la de otros miembros de la familia Rhizobiaceae que contienen uno o dos
cromosomas circulares dependiendo de la especie y del aislado (Jumas-Bilak et al., 1998).

Mas concretamente, el genoma de la cepa C58 de A. tumefaciens se ha demostrado que
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consta de cuatro replicones: dos cromosomas, uno circular de 2,8 Mb y otro lineal de 2
Mb, y dos plasmidos de gran tamafio (450 y 195 kb) (Allardent-Servent et al., 1993;
Wood et al., 2001; Goodner et al., 2001).

Los plasmidos presentes en la mayor parte de los miembros de la familia
Rhizobiaceae, algunos de gran tamafio, pueden llegar a constituir el 40% de su genoma.
Estos plasmidos juegan un papel muy importante en la interaccion de la bacteria con la
planta. En un estudio realizado por Albiach y Lopez (1992) en el género Agrobacterium, las
cepas estudiadas, de diferentes biovares y origenes, tenian de uno a cinco plasmidos con
tamafios comprendidos entre 5y 1000 Kb.

Durante cierto tiempo se considero que los plasmidos eran elementos genéticos
accesorios para la bacteria, actualmente se sabe que aunque no parecen ser absolutamente
indispensables para el crecimiento de la misma en laboratorio, condicionan de forma
esencial su capacidad para sobrevivir en su habitat natural, para competir con otras
bacterias, y para interaccionar con plantas (Moénne Loccoz y Weaver, 1995, 1996).
Ejemplos de actividades codificadas en plasmidos en especies de Rhizobiaceae son: los genes
de transporte de dicarboxilato (Finan et al., 1988; Watson et al., 1988), de sintesis de
exopolisacaridos (Finan et al., 1986), de lipopolisacaridos (Hynes y McGregor, 1990;
Baldani et al., 1992; Brom et al., 1992); de sintesis de tiamina (Finan et al., 1986); de
transporte de fosfato y utilizacion de fosfonato (Bardin et al., 1996); o de melanina (Hynes
et al.,1988; Mercado-Blanco et al., 1993) entre otros.

1.1.3.1 El plasmido inductor de tumores (Ti)

La mayoria de los genes involucrados en la formacion de tumores de Agrobacterium
estan codificados en plasmidos (Van Larebeke et al., 1974; Hooykaas et al., 1977;
Costantino et al., 1980; Holsters et al., 1980) como lo son la mayoria de los genes de la
nodulacion y fijacion de nitroégeno en todos los Rhizobium como R. leguminasorum, R. etli, y
R. meliloti, con la excepcion de R. loti (Sullivan et al., 1995).

En el género Agrobacterium el plasmido mas caracteristico es el Ti y la mayoria de
los genes que contiene juegan papeles directos o indirectos en la tumorogenesis. Este
plasmido tiene un tamafo de entre 150 a 250 Kb (Zaenen et al., 1974; Sciaky et al., 1978;
Wood et al., 2001), aunque se han encontrado plasmidos Ti de hasta 500 Kb (Unger et al.,

10
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1985). La composicion media en G+C del plasmido es del 55%, aunque algunos
segmentos son mas ricos en A-T, como el ADN-T. Se han contabilizado hasta 198
secuencias de lectura abierta (ORFs) y probablemente todas codifican proteinas
funcionales (Wood et al., 2001). Dentro de ellas, hay 25 en una region contigua de 24 Kb

cuyos productos no poseen funciones conocidas (Zhu et al., 2000) (Figurai.2).

T-region TL TR
noc

wir
vir

orilitra

oriVirep fra

Figura i.2. Organizacion funcional del plasmido Ti tipo nopalina (pTiC58) con sus
diferentes areas y del plasmido tipo octopina (pTi15955). Tomado de Dessaux et al.,
(1998)

Hay una gran diversidad de plasmidos Ti y se clasifican segun el tipo de opina que
sintetizan. Los mas estudiados son los plasmidos de nopalina/agrocinopina (como los
pTiC58, pTiT37) y los plasmidos de octopina/manopina (pTiB6, PtiAch5, pTiR10 y
pTil5955) (Currier y Nester, 1976; Depicker et al., 1977). Los plasmidos de tipo
octopina tienen en comun unas 65 Kb respecto al pTiC58, pero el resto de las 130 Kb no
lo son (Engler et al., 1981).

La organizacion genética del plasmido Ti puede verse como una disposicion en
mosaico donde las regiones estan mas o menos bien conservadas. Globalmente, presenta
una estructura modular con genes de funciones similares agrupados juntos. Asi, podemos

definir cinco componentes: (A) la region T, que codifica las secuencias que son

11
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transferidas a la planta huésped; (B) la region vir, que dirige el procesamiento y
transferencia del ADN-T; (C) los loci tray trb, que dirigen la transferencia conjugativa del
plasmido Ti y que, a diferencia de los otros componentes, no estan agrupados sino
separados por 60 Kb; (D) la region rep que se requiere para la replicacion del plasmido Ti;

y (E) los genes que dirigen la adquisicion y el catabolismo de las opinas ( Zhu et al., 2000).

A) REGION T 0 ADN-T

Es el segmento de ADN que se transfiere desde la bacteria a la célula vegetal
(Chilton et al., 1977). A diferencia de los elementos transponibles que pueden moverse
repetidamente, el ADN-T una vez transferido permanece estable, y no codifica por si
mismo los productos que median su transferencia (Joos et al., 1983; Leemans et al., 1982;
Zambryski et al., 1983). El tamafio del ADN-T varia segun el tipo de plasmidos, pero solo
los extremos, llamados bordes, se reconocen durante el proceso de transferencia (Wang et
al., 1984; Peralta y Ream, 1985). Estos bordes estan formados por 25 pb que flanquean la
region del ADN-T como repeticiones directas (Zambryski et al., 1982). Estas secuencias
borde dirigen la transferencia de forma polar, en direccion derecha-izquierda,
determinada por la orientacion de los extremos repetidos, siendo el borde derecho
imprescindible para la formacion del tumor (Joos et al., 1983; Shaw et al., 1984; Wang et
al., 1984).

Los plasmidos de tipo nopalina tienen una Unica region ADN-T, mientras que los
del tipo octopina y agropina tienen dos: T, (izquierda) y Ty (derecha), separadas por una
region central T, (Thomashow et al., 1980). Al estar estos fragmentos rodeados de las
secuencias borde, pueden transferirse de forma independiente unos de otros.

Otra diferencia entre los dos tipos de plasmidos es la presencia, en los de octopina,
de una secuencia intensificadora de 24 pb Ilamada overprive, que aumenta la eficiencia de
la transferencia (Peralta et al., 1986). Se sitUa a la derecha y dentro de las 60 pb siguientes
de los extremos derechos de los bordes de los elementos T, y Tg.

En la naturaleza, lo que transfiere Agrobacterium son dos grupos de genes que
participan en la formacion del tumor y en la sintesis de opinas. Los genes que dirigen la
produccion de hormonas del crecimiento responsables de la proliferacion de las células

vegetales transformadas son:

12
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iaaM e iaaH que dirigen la conversion del triptofano via indolacetamida a la auxina
acido indolacético (Inzé et al., 1984; Schroder et al., 1984; Thomashow et al.,
1984)

ipt o tmr cuyo producto condensa isopentenil pirofosfato y AMP, que convierten
en isopentenil-adenosina, una citoquinina (Akiyoshi et al., 1984; Barry et al.,
1984).

El producto del gen 5 dirige la sintesis de indol-3-lactato, un analogo antagonista
de la auxina, que limitaria su produccion por debajo de los niveles toxicos de esta
hormona (Korber et al., 1991)

El gen 6a codifica una permeasa que transporta las opinas a través de membranas
(Messens et al., 1985).

El gen 6b aumenta la sensibilidad de las células de la planta a las fitohormonas de
forma aun desconocida (Hooykaas et al., 1988), pero se cree que esta involucrado
en la respuesta hormonal (Wabiko y Minemura, 1996).

El segundo grupo de genes transferidos dirige la produccion de opinas, y dependiendo
del tipo de plasmido habra distintos genes que codifiquen las diferentes enzimas para la
sintesis (Tempé y Goodman, 1982; Ellis et al., 1984; Dessaux et al., 1986a), a saber:

nos — nopalina sintetasa
0cs — octopina sintetasa
ags — agropina sintetasa

mas 1’ y mas 2° — manopina sintetasa

Un plasmido determinado puede provocar, al transformar una célula vegetal, que ésta
sintetice mas de un tipo de opina. Asi por ejemplo, un plasmido tipo octopina
dependiendo si transfiere T, y/o Ty puede inducir la sintesis de hasta ocho opinas
diferentes (Tabla 3).

B) REGION vir

La region de virulencia es otro componente codificado por el plasmido Ti y

contiene los genes necesarios para procesar y transferir el ADN-T. Esta formada por un
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segmento de 35 Kb que contiene 20 genes esenciales para la induccion de tumores en la
mayoria de las plantas huésped. Se compone de seis operones principales: virA-B-G-C-D-E
comunes tanto en plasmidos tipo octopina como nopalina (Figura i.3). Estos operones
tienen una regulacion comun por lo que componen un RecuLON (Stachel y Zambryski,
1986).

VIrA VirB VIrG  virC virD VIrE

Figurai.3. Genes de la region vir del plasmido de nopalina de la cepa C58.

El operdn virA codifica una Unica proteina con actividad autoquinasa que actua
como sensor ambiental (Melchers et al., 1989; Jin et al., 1990b). Su producto esta
implicado, directa o indirectamente, en la deteccion de pH acido (5 — 5.5), temperatura,
monosacaridos y compuestos fendlicos.

El operon virB contiene 11 genes (Christie, 1997). Todos, excepto virB1, son
esenciales para la tumorogénesis (Ward et al., 1990; Berger y Christie, 1994) y codifican
proteinas localizadas en la membrana interna o externa. Los productos de este operdn
intervienen tanto en la formacion del canal transmembranar, que permite la salida de la
cadena-T de la célula bacteriana y su entrada en la célula vegetal, como en el suministro de
la energia necesaria en este proceso. Este canal representaria una estructura similar al piLus
que se produce en la conjugacion bacteriana, aunque mas fragil que éste (Fullner et al.,
1996).

El papel de las proteinas codificadas por cada uno de los 11 genes virB no esta
totalmente aclarado, quizas este punto, la formacion del poro, sea el mas oscuro dentro de
todo el proceso de transformacion. De algunas de las proteinas se especulan las funciones
que pueden realizar dependiendo de su localizacion y el tipo de actividad que llevan a
cabo. Asi, se sabe que la proteina VirB2 es el mayor componente del piLUs (Lai y Kado,
1998). VirB5 parece estar directamente involucrada en su agregacion, posiblemente
como un componente minoritario (Schimdt-Eisenlohr et al, 1999), mientras que las
proteinas VirB6-B7-B8-B9 y B10 serian las constituyentes del poro de transporte. VirB6,

14
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B8 y B10 forman un complejo en la parte interior de la membrana mientras VirB7 y B9
forman un complejo en la parte externa (Das y Xie, 1998). VirB7 puede ayudar a anclar
el PILUS a la célula bacteriana ya que es una lipoproteina de membrana externa. VirB7
interacciona con la proteina VirB9, que esta localizada en el periplasma, mediante la
formacion de enlaces disulfuro, creandose un heterodimero que actuaria como un centro
de agregacion que uniria la membrana interna y externa. Este heterodimero estabilizaria a
las proteinas VirB8 y VirB10 de la membrana interna, para la formacion del poro de
transporte (Das y Xie, 2000). Las proteinas VirB4 y VirB11 tienen actividad ATPasa y
proporcionarian la energia necesaria tanto para el montaje del canal como para el
transporte de la cadena-T (Christie et al., 1989 ; Shirasu et al., 1994; Sagulenko et al.,
2001).

VirC1 y VirC2 son las dos proteinas que codifica el operon virC. En principio, no
se requieren para el procesamiento pero si para la transferencia eficaz del ADN-T en
muchos huéspedes (Yanofsky et al., 1985; Kado, 1991). Ademas, VirC1l se une a la
secuencia OVERDRIVE del plasmido de octopina (Toro et al., 1989).

Las proteinas requeridas para el corte de las secuencias borde del ADN-T son
codificadas por el operén virD. Una vez cortada, la proteina VirD2 permanece
covalentemente unida al extremo 5’ de la cadena-T (Yanofsky et al., 1986; Stachel et al.,
1987). Este enlace ADN-proteina es de tipo fosfodiéster, una union de alta energia y
reversible, por lo que su reaccion inversa se cree que proporcionaria la energia suficiente
para la integracion de la cadena-T en el genoma vegetal (Tinland et al., 1995).

La proteina VirD4, que se localiza en la membrana interna, es indispensable para la
transferencia y parece que conecta el complejo-T (VirD2 + ADN-T) al canal
transmembranar formado por las proteinas VirB (Okamoto et al., 1991; Lin y Kado,
1993).

El operon virE codifica dos proteinas, VirEl esta implicada en el transporte de la
proteina VirE2 de Agrobacterium a la célula vegetal (Sundberg et al., 1996). VirE2 es una
proteina que se asocia cooperativamente con secuencias de ADN de cadena simple (Das,
1988). Se une al complejo-T en el citoplasma de la célula vegetal (Gelvin, 1998). Al igual

que la proteina VirD2, contiene sefiales de localizacion nuclear (“Nuclear Localization
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Signals” NLS) que ayudan al transporte del complejo-T desde el citoplasma hasta el ntcleo
de la célula vegetal (Citovsky et al., 1992).

El ultimo operon imprescindible para el procesamiento y transferencia del ADN-T
es el virG. Este operon codifica un unico producto que es el activador de la transcripcion
de los otros genes vir (Jin et al., 1990a). Junto a la proteina VirA, VirG regula la expresion
de los genes vir y, con ello, todo el proceso de infeccion de Agrobacterium. La expresion
tanto de virA como de virG es constitutiva (Stachel y Zambryski, 1986). (Figurai.4)

L
VirB1*
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transporte T

Poro transporte T
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Figura i.4. Formacion del complejo de transporte T por parte de las proteinas de la region vir. Tomado de
Zupan et al., (2000).

Otros miembros del regulon vir no son esenciales para la tumorogénesis en todos

los huéspedes y puede que sean necesarios solo en algunos concretos o jugar otros papeles
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en la patogénesis, estos son virD5, E3, F, H, J, K, L, M, Py R (Kalogeraki y Winans, 1998;
Kalogeraki et al., 2000). En algunos casos, la falta de una intervencion esencial en la
formacion del tumor podria ser consecuencia de una redundancia funcional. Por ejemplo,
vir], que solo existe en los plasmidos tipo octopina, codifica una proteina que ayuda a la
exportacion de la cadena-T a la célula vegetal. Esta misma proteina es codificada por un
gen cromosomico homalogo, acvB (Kalogeraki y Winans, 1995). El operon virH consta de
dos genes cuyos productos son similares a las enzimas de la familia de las monooxigenasas
del citocromo P450 vy, al igual que éstas, inactivan los compuestos fendlicos inductores de

los genes vir (Kanemoto et al., 1989; Kalogeraki et al., 1999).

C) LOCl tray trh

Ambos loci conforman el sistema de transferencia conjugativa. Basandose en la
similitud con otros sistemas de conjugacion, el grupo de genes tra se necesita,
probablemente, para la transferencia y replicacion del ADN, mientras que el trb forma el
par de apareamiento y dirige la sintesis del piLus conjugativo.

La importancia bioldgica de la conjugacion radica en que permite la transferencia
del plasmido Ti de la cepa donante de Agrobacterium a una cepa no patogena con lo que ésta
adquiere, una vez transferido el plasmido, la capacidad de producir tumores (Genetello et
al., 1977; Kerr et al., 1977). Este proceso es inducido por la presencia de opinas y
autorregulado por un activador transcripcional (TraR). Este activador necesita una lactona
especifica para activar la expresion de los genes tra (Zhang et al., 1993). Esta lactona se
sintetiza en el citoplasma de la bacteria pero se difunde a través de la envuelta celular
actuando como una feromona bacteriana, proporcionando un mecanismo para estimar la

densidad de poblacion (Fuqua et al., 1996)

D) REGION rep

Para la replicacion estable del plasmido Ti en Agrobacterium se requieren tres genes.
repA y repB se encargan de que durante la division celular, cada célula hija herede al menos
una copia del plasmido. EI tnico imprescindible para la replicacion vegetativa del plasmido
es repC. Las funciones de incompatibilidad entre plasmidos tambien estan reguladas por

esta region. Se define como incompatibilidad la incapacidad de heredar dos plasmidos
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determinados de forma estable, pudiendo coexistir dentro de la misma célula antes de su
replicacion, asi, los plasmidos del tipo octopina son incompatibles con los de nopalina, por
ejemplo (Hooykaas et al., 1980).

E) ADQUISICION Y CATABOLISMO DE OPINAS

Esta region esta compuesta aproximadamente por unos 40 genes que codifican las
enzimas requeridas para estas dos funciones. Entre ellas se incluyen unas seis permeasas y
doce enzimas catabolicas (Zhu et al., 2000). Es caracteristico que los plasmidos Ti
codifiquen solo para el catabolismo de aquellas opinas que se corresponden con los genes
de biosintesis localizados en su ADN-T. La regulacion de estos genes es inducida por las

mismas opinas que catabolizan (Petit et al., 1970).

1.1.3.2 Genes cromosomicos

En el plasmido Ti estan dos de los tres componentes genéticos que se requieren
para la transformacion de la célula vegetal: el ADN-T y la region vir. El tercer
componente lo forman tres loci de virulencia que se encuentran en el cromosoma: chvA,
chvB y pscA (Douglas et al., 1982; 1985; Thomashow et al., 1987). Los productos de estos
loci afectan de forma especial a la composicion de la superficie de las células bacterianas, y
son esenciales para la union de Agrobacterium a las células vegetales durante el proceso de
infeccion. Los loci chvA y chvB estan unidos a una distancia de 15 Kb en un mismo

segmento del cromosoma. La porcion chvB codifica una proteina de membrana que actda
como intermediaria en la sintesis de b-glucano (Zorreguieta et al., 1988), mientras chvA

codifica una proteina que transporta el b-glucano al periplasma (Cangelosi et al., 1989).
La expresion del locus pscA es necesaria para la sintesis de los polisacaridos acidos y
neutros mayoritarios indispensables para la union (Thomashow et al., 1987). Al contrario
que la expresion de los genes vir, que esta fuertemente controlada, la de los genes
cromosomicos es constitutiva. La secuenciacion de todo el genoma de la cepa de A.
tumefaciens C58 ha permitido la identificacion de genes cuyos productos son similares a
proteinas de virulencia de patogenos de plantas que se requieren para la degradacion de la
pared celular, que incluyen pectinasa (gen kdgF), lignasa (gen ligE) y xylanasa, asi como

reguladores de la produccion de pectinasa y celulasa (genes pecS/M) (Wood et al., 2001).
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1.2 Proceso de induccion tumoral

Los descubrimientos mas importantes del proceso tumoral se basan en las
siguientes caracteristicas: la tumorogénesis requiere la transferencia de fragmentos de
ADN oncogeénico a células de la planta infectadas; este proceso evoluciono a partir de un
sistema de transferencia conjugativa; los genes que dirigen este proceso se expresan en
respuesta a sefiales quimicas que libera el huésped.

Se han descrito al menos siete pasos en la induccion tumoral: 1- Reconocimiento
de una célula vegetal susceptible, 2- Union de la bacteria a la célula vegetal, 3- Induccion
de la expresion de los genes vir, 4- Produccion de una copia transferible de ADN-T, 5-
Transferencia del complejo-T a la célula vegetal, 6- Integracion del complejo-T en el
genoma nuclear de la planta, 7- Expresion de los genes que contiene (Sheng y Citovsky,

1996). En la Figura i.5 se representa un esquema del proceso.
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Figura i.5. Proceso de induccion tumoral. Etapas en las que intervienen las diferentes proteinas
involucradas. Tomado de Zhu et al (2000)
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Mientras que durante los pasos iniciales de la transferencia se utilizan procesos
bacterianos bien conservados, en los pasos finales se requieren otras rutas relacionadas con

el desarrollo y crecimiento de la planta.

1.2.1 Reconocimiento de una celula vegetal susceptible

Desde los inicios del estudio de esta enfermedad se comprobo que la bacteria
necesita heridas en la planta para causar la infeccion. Este hecho se podria explicar de
forma simple asumiendo que las células de plantas dafiadas presentan una barrera fisica
menor a la penetracion e infeccion que las células no dafadas, al poseer éstas las paredes
celulares intactas. Sin embargo, se sabe que las células dafiadas secretan compuestos
fenolicos de bajo peso molecular que son reconocidos de forma especifica como moléculas
sefial. Agrobacterium migra a traves de un gradiente de concentracion de estos compuestos
hacia la herida (Kado, 1991). Estos compuestos fenolicos son principalmente
acetosiringona (AS) e hidroxi-acetosiringona (OH-AS) (Stachel et al., 1985). Estas
moléculas son similares a productos del metabolismo del fenilpropanoido, una de las rutas
metabolicas que proporciona la mayoria de los metabolitos secundarios de las plantas, que
conduce a la produccion de ligninas y flavonoides. La lignina es el mayor componente de
la pared celular y proporciona una barrera fisica contra la invasion por patogenos,
mientras que los flavonoides incluyen una variedad de compuestos que producen aroma,
color y sabor, asi como moléculas antimicrobianas especificas como las fitoalexinas
(Darvill y Albersheim, 1984). Agrobacterium, por tanto, usa estos compuestos como sefiales

de la presencia de una planta potencialmente susceptible.

1.2.2 Union de la bacteria a la célula vegetal

Una vez que Agrobacterium llega a la herida se produce una debil union inicial, de
forma polar y que es reversible (Matthysse, 1983). Posteriormente, las bacterias elaboran
fibrillas de celulosa que las anclan firmemente a la superficie del huésped (Matthysse et al.,
1981). Los genes cromosomicos de virulencia chvA, chvB y pscA son los que estan
implicados en esta union.

La union bacteriana a la célula vegetal es saturable y, probablemente, esta mediada

por una molécula sensible a la proteasa que se encuentra en la superficie de la célula
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vegetal. Dos proteinas de la pared celular se han propuesto como responsables de la
unién: una proteina similar a la vitronectrina (Wagner y Matthysse, 1992) y una proteina
de unidn ricoadhesina (Swart et al., 1994). Sin embargo, el posible papel de estas proteinas

vegetales alin no ha sido demostrado mediante analisis genéticos (Figura i.6).

Figura i.6. Union de la bacteria a la célula vegetal. Microfotografia que muestra la agregacion
de bacterias a la célula vegetal. Tomado de Matthysse et al., (1981).

i.2.3 Induccion de la expresion de los genes vir

Cuando los compuestos fenolicos de bajo peso molecular estdn a una
concentracion de 10° M y el pH se encuentra entre 5.0 y 5.8 se activan los genes vir
(Kado, 1991). La acidez es necesaria para protonar los compuestos fendlicos y asi
incrementar su permeabilidad de membrana. Esta induccion es un proceso lento que tarda
en llegar a los maximos niveles de expresion de 8 a 16 horas (Klee et al., 1987).

Esta activacion de los genes vir es inducida también por azucares de forma sinérgica
0 no con la acetosiringona (Ankenbauer y Nester, 1990; Shimoda et al., 1990). Todos los
inductores actuan sobre el operdn virA cuyo producto se autofosforila y, directa o
indirectamente, este grupo fosfato de alta energia es transferido a la proteina VirG que
pasa a su forma activa y estimula la transcripcion del resto de genes del REcuLON vir (Jin et
al., 1990b; 1990c).
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1.2.4 Produccion de una copia transferible de ADN-T

Una vez que los operones vir empiezan a transcribirse se produce el proceso de
sintesis de la cadena-T. Las proteinas codificadas por el operon virD reconocen las
secuencias terminales que delimitan el ADN-T (Yanofsky et al., 1986). La proteina VirD1
pasa el ADN superenrollado a la forma relajada (Ghai y Das, 1989) y, a continuacion,
VirD2 corta la cadena de ADN inferior por los extremos repetidos — en el plasmido del
tipo octopina cada borde es cortado exactamente a cuatro nucleotidos de su extremo
izquierdo- y se une covalentemente, a través de un residuo de tirosina 29, al extremo 5’
de cada cadena rota (Ward y Barnes, 1988; Vogel y Das, 1992). Mientras la cadena
superior permanece en forma de duplex, aproximadamente la mitad de las inferiores estan
en forma lineal de cadena simple y se denominan cadena-T (Stachel et al., 1986). Se piensa
que la cadena-T se forma por desplazamiento durante la sintesis del ADN mediante el
mecanismo de circulo giratorio “rolling-circle” que se inicia a partir del extremo 3’ de
cada borde derecho. La proteina VirD2, que estd fuertemente unida a la cadena-T, le
confiere polaridad asegurando que el extremo 5’ sea el que entre primero en el nicleo de
la celula vegetal. Este complejo &cido nucleico / proteina estd compuesto por una Unica
molécula VirD2 —que actua de piloto gracias a sus secuencias tipo NLS - unida a un ADN
de cadena simple que se denomina complejo-T (Howard et al., 1992; Narasimhulu et al.,
1996; Zupan et al., 2000).

1.2.5 Transferencia del complejo-T a la célula vegetal

En este proceso un segmento de ADN especifico, el complejo-T, es reconocido y
movilizado. Esta copia debe ser transportada hasta la membrana bacteriana, atravesar en
primer lugar la membrana y pared bacterianas y, posteriormente, la pared celular y la
membrana de la célula vegetal. Una vez en la célula vegetal debe moverse a través del
citoplasma y cruzar la membrana nuclear hasta llegar al nicleo de la célula vegetal.

VirD2 guia a la cadena-T a través del riLus compuesto por las proteinas VirB y la
proteina VirD4. Aunque se sabe que la formacion del piLus es imprescindible para la
transformacion, no se sabe si el complejo pasa a través del él o si el piLus simplemente

serviria como un gancho para acercar la bacteria a la célula vegetal (Gelvin, 2000).
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La proteina VirE2 también parece jugar un papel importante como guia del complejo-T ya
que posee, como VirD2, secuencias NLS que median en su transporte del citoplasma al
nucleo de la ceélula vegetal (Citovsky et al., 1992; Zupan et al., 2000). Esta proteina se une
firme y cooperativamente a acidos nucleicos de cadena simple formando filamentos
cilindricos enrollados (Citovsky et al., 1997). Se creyo en un principio que VirE2 se unia al
complejo-T dentro de la bacteria pero se han encontrado evidencias genéticas que
demuestran que se transfieren de forma separada a la célula vegetal, formando un
complejo en su citoplasma (Sundberg et al., 1996; Gelvin, 1998, 2000). Por tanto, ambas
proteinas VirD2 y VirE2 dirigen la cadena-T hacia el nucleo de la célula vegetal, pero
también pueden hacerlo en levaduras o en células animales (Guralnick et al., 1996; Relic et
al., 1998).

En el transporte hacia el ndcleo también estan implicadas diferentes proteinas de

las plantas como la a-carioferina (Ballas y Citovsky, 1997) o la ciclofilina (Deng et al.,
1998) que interaccionan con las secuencias NLS de las proteinas Vir. Las ciclofilinas parece
que mantienen a la proteina VirD2 en una conformacion adecuada para la transferencia,
mientras el complejo-T se mueve por el citoplasma.

En muchos aspectos la transferencia del complejo-T recuerda a la transferencia
conjugativa del ADN plasmidico (Lessl y Lanka, 1994) y se ha comprobado que existen
grandes similaridades de secuencia entre las proteinas Vir y las Tra (Kado, 1994 ; Lessl et
al., 1992), lo que sugiere que el aparato de transferencia del ADN evoluciono a partir del

sistema de transferencia conjugativa.

1.2.6 Integracion del complejo-T en el genoma nuclear de la planta

Esta etapa del proceso es poco conocida. En principio, el ADN-T se integra en el
cromosoma vegetal por recombinacion ilegitima, que es la forma mayoritaria de
integracion de ADN foraneo en plantas (Matsumoto et al., 1990; Gheyssen et al., 1991;
Mayerhofer et al., 1991). Es probable que la mayor parte del ADN-T transferido al nucleo
no se integre establemente, ya que el nivel de expresion transitoria es muy superior
comparado con la estable (Castle y Morris, 1990 ; Janssen y Gardner, 1990; Nam et al.,
1997).
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El ADN-T entra en el ntcleo como una molécula de cadena simple (Tinland et al.,
1994; Yusibov et al., 1994; Gelvin et al., 2000). Se desconoce si se integra en una zona del
ADN vegetal localmente desnaturalizado como cadena simple y después se sintetiza la
segunda cadena o si pasa a ser de doble cadena antes de la integracion.

El punto de integracion parece que es al azar y que no hay requisitos de secuencia
especificos en el genoma vegetal para que se produzca (Mayerhofer et al., 1991), aunque
se ha descrito que la integracion se produce preferentemente en zonas con la secuencia de
ADN en estado de transcripcion activa (Koncz et al, 1989; Herman et al, 1990).

Ademas de los componentes bacterianos, hay también funciones de la planta
esenciales para la integracion como las enzimas para la recombinacion y reparacion del
ADN. Actualmente, la implicacion de otras proteinas vegetales en esta etapa se esta
investigando (Nam et al., 1999; Mysore et al., 2000).

1.2.7. Expresion de los genes del ADN-T

Una vez que las copias del ADN-T se insertan establemente en el genoma vegetal,
se transmiten a las células hijas mediante meiosis 0 mitosis, comportandose como un locus
mas de la planta y confiriendo el fenotipo transformado a las células que lo alojan
(Spielman y Simpson, 1986).

Una vez integrado, los genes del ADN-T se expresan en altos niveles ya que
contienen sefiales de transcripcion eucariota (Chilton et al., 1980; Willmitzer et al.,
1983). De este modo, se transcriben los genes que producen la sintesis de auxinas y
citoquininas que, finalmente, provocan la aparicion del tumor y también los que sintetizan
las opinas que, a su vez, regulan positivamente los genes para su catabolismo, para la
conjugacion bacteriana y que estimulan la expresion de los genes de virulencia.

La aparicion del tumor no solo depende de la expresion del ADN-T integrado,
sino también de la respuesta de la célula vegetal a las hormonas sintetizadas. Esta respuesta
del huésped, fenotipo TUMOR, depende en Ultima instancia del metabolismo de las
hormonas, ya que se requiere un nivel minimo para que se produzca y, aunque se
transforme la celula, si no es alcanzado éste, no se traduce en tumor.

Un fallo en cualquiera de los siete pasos del proceso que se acaba de exponer

implicaria un fracaso en la transformacion, en la formacion del tumor o una reduccion de
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la virulencia. Sin embargo, se ha visto que son deficiencias en la induccion de los genes vir
0 en el ADN-T los que més frecuentemente contribuyen o bien a reducir el rango de
huéspedes o bien a una pérdida del poder patogeno (Kao et al., 1982; Buccholz y
Thomashow, 1984; Hirooka y Kado, 1986; Jin et al., 1987; Huang et al., 1990).

1.3. Estructura de las poblaciones de Agrobacterium

La explosion de informacion molecular acerca del proceso de infeccion de
Agrobacterium en condiciones controladas contrasta con el menor conocimiento acerca de la
ecologia de la bacteria (Duncan et al., 1992; Picard et al., 1994; Mougel et al., 2001). Sin
embargo, un manejo adecuado de la enfermedad precisa comprender la diversidad y la
dindmica de las poblaciones de Agrobacterium. De hecho, determinados trabajos de
investigacion que se realizan con pocas cepas pueden llevar a conclusiones falsas sobre la
biologia de las agrobacterias por no tener en cuenta la heterogeneidad de sus poblaciones.
Por ello, son necesarios estudios que aborden estos aspectos ecoldgicos.

Las agrobacterias patdgenas y no patogenas se encuentran en suelos en todo el
mundo, cultivados o no. A pesar de ser organismos ubicuos del suelo son mas abundantes
en zonas cercanas a las raices de las plantas (Kado, 1991), siendo la rizosfera y los tumores
que inducen sus principales biotopos. Bajo condiciones experimentales se sabe que pueden
sobrevivir en el suelo méas de dos afios (Patel, 1928; Bouzar et al., 1993).

El suelo es el principal reservorio de diversidad microbiana, del cual solo el 5% ha
sido identificada (Bakken, 1985). En él, las cepas no patogenas son mas abundantes que las
patogenas (Kerr, 1969; Michel et al., 1990; Canfield y Moore, 1991). Ademas, si no estan
cultivados con plantas huéspedes, la relacion no patdgenas respecto a patogenas puede
llegar a ser 500:1, reduciendose a una proporcion 13:1 en plantaciones de frutales
(Schroth et al., 1971; Bouzar et al., 1993). El predominio de no patdgenos en suelo y
rizosfera ocurre incluso si un 80% de las plantas de una parcela estan infectadas (Moore y
Cooksey, 1981), lo que contradice lo que tedricamente cabria esperar. Otra discrepancia
se plantea tras una epidemia, ya que la poblacion de patogenos deberia incrementarse y
esto aumentaria la persistencia de la enfermedad en los afios siguientes, pero es un hecho

que son esporadicas. Asi, en un estudio realizado en campos que habian sufrido una
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epidemia un afo antes, se recuperaron en mayor nimero cepas no patogenas que
patogenas (Krimi et al., 2002). Entender como se producen es dificil, basicamente por la
falta de tecnicas suficientemente sensibles para la deteccion de patdgenos en su habitat
natural, aunque ya se han desarrollado diversos sistemas que han sido aplicados con buenos
resultados (Frostegard et al., 1999; Mougel et al., 2001; 2002). Esta deficiencia ha
impedido, hasta hace poco, establecer la relacion entre la incidencia de la enfermedad y el
nivel de patogenos en suelo.

Las cepas no patogenas aisladas de suelo o de tumores en huéspedes concretos,
pueden ser cepas patogenas que han perdido el plasmido Ti o que han sufrido mutaciones
en uno o varios de los genes requeridos para la infeccion. La diversidad de las poblaciones
de Agrobacterium no patégenos ha sido poco investigada y ain menos respecto a los genes
involucrados en la patogenicidad. A pesar de ello, observaciones realizadas en poblaciones
de Agrobacterium aisladas de suelos y tumores, muestran que se encuentra una gran
diversidad (Nesme et al., 1987; 1992; Moore y Canfield, 1996). De hecho, en Rhizobiaceae
parece normal la existencia de poblaciones heterogéneas en sus habitats naturales (Flores
et al., 1988; Segovia et al., 1991), sin embargo, un estudio sobre una coleccion de 180
aislados no patogenos del suelo reveld que 179 de ellos pertenecian al biovar 2 y solo uno
al biovar 1, y que ninguno de ellos presentaba el plasmido Ti (Krimi et al., 2002). En el
tumor, que es el nicho ecoldgico mas estudiado, se ha visto por el contrario que existe un
nivel de diversidad importante ya que en €l conviven cepas patdgenas y no patogenas, asi
como distintos tipos de plasmido Ti, en el caso de las primeras (Anderson y Moore, 1979;
Nesme et al., 1987, 1992; Pionnat, 1997; Pionnat et al., 1999). La diversidad, por tanto,
es la norma entre los cientos de cepas de Agrobacterium aisladas y caracterizadas. La raiz de
esta heterogeneidad no se conoce bien, pero si los distintos mecanismos que intervienen

para producirse.

1.3.1. Mecanismos responsables de la heterogeneidad

Los cambios genéticos en cepas de Agrobacterium pueden ser debidos a tres causas
principales: el intercambio genético entre plasmidos, las mutaciones espontaneas y las
transposiciones (Kerr, 1971; Cooksey y Moore 1982a; Otten et al., 1992).
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A.- Intercambio genético entre plasmidos

La frecuencia de la transferencia de plasmidos puede ser alta en tumores debido a
la presencia de las opinas que acttan como inductores de la conjugacion (Petit et al., 1978;
Ellis et al., 1982). La variabilidad surgiria por el intercambio entre los plasmidos Ti y
conduciria a nuevos genotipos. Aunque en principio no deberia haber limites para el
intercambio entre plasmidos, excepto en el caso de incompatibilidad entre los mismos,
hay datos que sugieren una asociacion preferente del plasmido Ti con fondos
cromosomicos concretos (Guyon et al., 1993). El biovar 1 se puede subdividir, segin los
resultados de analisis de ADN y proteinas, en cinco subgrupos distintos y las cepas
patogenas con plasmido Ti estan asociadas a determinados subgrupos que no coinciden con
los subgrupos a los que se asocian las no patdgenas (Michel et al., 1990; Nesme et al.,
1992; Bouzar et al., 1993).

B.- Mutaciones espontaneas

Se han observado a frecuencias de 10° a 107 y si afectan a genes clave en el
proceso de infeccion, el genotipo resultante seria no patdgeno, de menor virulencia o con
distinto rango de huéspedes (Cooksey y Moore, 1982a; Moore y canfield, 1996). Estas
mutaciones podrian involucrar tanto al plasmido como al cromosoma, que contiene la
mayor parte del genoma bacteriano. Existen diferentes factores, como se verd mas

adelante, que parecen favorecer la existencia de mutaciones.

C.- Transposiciones

Se considera que es el tercer mecanismo para introducir variabilidad en
Agrobacterium a raiz del trabajo de Yamada et al.,(1986). Este grupo descubrio que los
genes iaa del plasmido Ti de tipo octopina de la cepa Ach5 eran homdlogos a los de
Pseudomonas savastanoi. Cada gen estaba unido a un elemento de insercion (1S51), truncado
en Agrobacterium y a cierta distancia de los genes iaa. Por ello, propusieron que estos genes
procedian de un transposon [IS51-iaa-IS51]. Otten et al., (1992) analizando distintos
elementos de insercion similares a éste y cercanos a los genes iaa en distintos tipos de
plasmidos Ti, advirtieron que, en ninguno de los casos, las secuencias que formarian parte

del transposon inicial se parecen. Aln asi, es un mecanismo que no debe ser descartado,
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ya que existen diversos trabajos en los que se han encontrado elementos de insercion en
distintas cepas de Agrobacterium (Bonnard et al., 1989; Paulus et al., 1989; De Meirsman et
al., 1990; Paulus et al., 1991; Wabiko, 1992; Fournier et al., 1993; Ponsonnet et al.,
1995).

La frecuencia, significado y contribucion de estos tres mecanismos a la variabilidad
de aislados no se conoce claramente. De este modo, las cepas de Agrobacterium no
patogenas que contienen derivados del plasmido Ti que incluyen los genes para el
catabolismo de opinas podrian haber aparecido gracias a una combinacion de los tres
mecanismos: por cointegracion del plasmido Ti con otro replicon indigena seguido de
reorganizaciones moleculares, mutaciones puntuales, insercion de ADN extrafio en genes
esenciales para la virulencia o deleciones en esos genes. Todo ello da una imagen clara de
la gran complejidad genética del género Agrobacterium. Sin embargo, como ya se ha dicho,
a pesar de esta diversidad existe un predominio claro de las cepas no patogenas en los
distintos habitats naturales de la bacteria. Esto puede ser provocado por la existencia de
una ventaja selectiva de estas cepas frente a las patdgenas o a un fendmeno de pérdida de
poder patogeno que sufren las cepas patdgenas bien de forma espontanea o por la

influencia del huésped.

1.3.2. El concepto de opina

Este concepto asigna un papel ecoldgico a las opinas y establece que la
transformacion de los tejidos vegetales, que conduce a la produccion de opinas crea un
nicho favorable para las cepas que poseen los genes de su catabolismo, favoreciendo su
multiplicacion clonal. Ademas, al inducir la transferencia conjugativa del plasmido Ti,
favorecen la diseminacion del mismo hacia cepas inicialmente no patogenas (Petit et al.,
1978). Posteriormente se ha descubierto que las opinas también son quimioatrayentes de
Agrobacterium, lo que permite tanto que las cepas exploren los alrededores del tumor y
puedan volver a él, como la atraccion de cepas con un plasmido Ti del mismo tipo que el
de la cepa inductora del tumor y que exista una posibilidad de recombinacion que
produciria nuevos tipos de plasmidos (Kim y Farrand, 1998). La ausencia de estos
compuestos en los tejidos vegetales sanos parece indicar un papel importante en la

ecologia del plasmido Ti.
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La obtencion de plantas transgénicas capaces de sintetizar opinas ha corroborado
los distintos supuestos del concepto que, hasta el momento, era tedrico (Lam et al., 1991;
Savka y Farrand, 1997; Oger et al., 1997). Este concepto explicaria las ventajas tedricas
para la supervivencia de las cepas patogenas dentro de los tumores respecto al suelo, pero,
de nuevo, esto contrasta con la dificultad demostrada de aislar bacterias patogenas de los
tumores (Cubero, 1998; Picard, 1993). De hecho, en este Gltimo, hay una falta de
nutrientes para las bacterias y el plasmido no les confiere ninguna ventaja competitiva. El
predominio de las cepas no patogenas en suelo implicaria o que el plasmido Ti debe llevar
genes que harian a la bacteria mas susceptible a los estreses fisicos o bioldgicos fuera de los
tumores, o que algunos genes directamente involucrados en la induccion tumoral
producirian ese descenso en la adaptabilidad de las cepas en el suelo. En consecuencia, la
pérdida del plasmido o mutaciones significativas en determinados genes incrementarian su

competitividad en este habitat provocando su predominio.

1.3.3. El fendomeno de la pérdida del poder patogeno

En diversos estudios en los que se caracterizaron cepas no patogenas se observo
que poseian plasmidos de tamafios similares al Tiy que algunas eran capaces de catabolizar
opinas (Michel et al., 1990; Moore y Canfield, 1996). Por ello, parece que derivarian de
cepas patogenas que han perdido la capacidad de inducir tumores. Este tipo de cepas se
aisla frecuentemente de tumores de determinados huéspedes, donde a veces son
mayoritarias (Canfield y Moore, 1991; Bélanger et al., 1995; Moore et al., 1997). Esto ha
llevado a pensar que determinadas especies vegetales son capaces de seleccionar ciertos
genotipos (Latour, 1996), pero como indican los datos de Krimi et al., (2002), en el que
se aislaron cepas no patogenas en suelos cultivados que habian sufrido epidemias de
Agrobacterium, éstas no poseian el plasmido Ti, por lo que la pérdida del mismo podria ser

otra causa que justificaria su abundancia.
Antes de revisar la relacion entre el huésped y las formas no patdgenas de

Agrobacterium, se considera conveniente definir los conceptos de patogenicidad y

virulencia, que se emplearan a lo largo de esta memoria.
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1.3.3.1 Patogeno vs. Virulento.

La precision de los nombres asignados a conceptos, estructuras y fendmenos es
indispensable para la comunicacion en ciencia. ElI problema surge cuando, a raiz del
desarrollo biotecnologico, investigadores extrafios al ambito de la patologia vegetal no
crean nuevos términos que expliquen sus estudios sino que toman conceptos ya existentes
y modifican su significado (Hunt, 1994). Cuando este nuevo significado se publica y no es
corregido porque los revisores desconocen la definicion clasica, pasa a ser aceptado y
citado por la comunidad cientifica y puede inducir a errores.

Esta falta de precision causa serios problemas que trascienden el ambito
académico. Asi, por ejemplo, en los afios 80 la agencia de proteccion ambiental de
EE.UU. cred su propia definicion de patoceno al no poder consensuar las definiciones
existentes en la literatura ni las recibidas por parte de reputados fitopatologos consultados.
Por ello, definieron como patégeno a cualquier organismo que produjera compuestos
toxicos, y a los &cidos nucleicos como compuestos toxicos. Bajo estos términos, cualquier
microorganismo se convierte en un patégeno, y por tanto estaria sometido a regulacion.
Afortunadamente esta definicion ha sido posteriormente corregida (US Environ. Prot.
Agency, 1986).

Entre los términos mas controvertidos estan el de PATOGENICIDAD, que se define
como la capacidad de un patogeno para producir enfermedad y VIRULENCIA, referida al
grado de patogenicidad de un patogeno dado (Agrios, 1988). SegUn estas definiciones la
PATOGENICIDAD expresa un caracter cualitativo mientras que VIRULENCIA muestra la
cuantificacion del mismo.

El problema se presenta cuando se utilizan como sinonimos y esto ocurre
especialmente con Agrobacterium. La region vir del plasmido Ti se llamé asi porque
contiene genes implicados en el rango de huéspedes. Después se descubrié que mutaciones
en muchos de los genes vir eliminaban completamente la tumorogénesis. Estos cambios, se
dice, provocan “pérdida de virulencia” o “pérdida de patogenicidad” (o poder patdgeno).
Sin embargo, lo que puede ocurrir es un bloqueo de procesos anteriores a la patogénesis,
como aquellos relacionados con la transferencia o produccion del ADN-T. En este caso,
tendrian que ver mas con las fases del ciclo de la enfermedad como penetracion o

infeccion mas que con la VIRULENCIA 0 la PATOGENICIDAD. No deberia denominarse un
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locus como vir (virulencia), pen (penetracion), inf (infeccion) o pat (patogenicidad) hasta
conocer la funcion exacta que lleva a cabo su producto (Shanner et al., 1992).

Otro término que contribuye a la confusion es el de “avirulencia” ya que puede
conducir a la idea erronea que un gen de “avirulencia”, en cepas virulentas, puede ser
reemplazado por un gen vir, como si fuesen alelos de un mismo caracter. Pero los genes
vir y los denominados avr no tienen ningln tipo de relacion. Mas adn, la interaccion
huésped/patégeno es continua 'y, por eso, las categorias dicotomicas
(virulento/avirulento) no sirven para definirlas. Una cepa puede ser mas o menos
virulenta y su falta de patogenicidad, o sea, la incapacidad para causar enfermedad es mas
correcto calificarla como “no patdgena”. Quizas se podria asignar el calificativo de
“atenuada”, utilizado entre los virologos vegetales, 0 “poco virulenta” mas que avirulenta a
aquella cepa que produce enfermedad de forma reducida.

En esta memoria se conserva, como aparece en la descripcion genética de
Agrobacterium, la nomenclatura de los genes y loci existentes en la literatura. El término
PATOGENICIDAD se referird a la capacidad de producir enfermedad, por lo que PERDIDA
DEL PODER PATOGENO implica la incapacidad de producir tumores por parte de una cepa.
El grado de enfermedad que un patogeno produce se define mediante el término
VIRULENCIA, por lo que PERDIDA DE VIRULENCIA implicara la induccion de tumores mas

pequefios, en menor nimero o una reduccion del rango de huespedes.

1.3.3.2 Relacion del huésped con las formas no patogenas

Fortin et al., (1992) descubrieron que ciertas cepas patdgenas de Agrobacterium
mutaban a no patogenas en presencia de acetosiringona, compuesto fendlico presente en
las heridas de las plantas que actia como inductor de la actividad de la maquinaria de
virulencia. En algunos mutantes, la patogenicidad se restauraba por complementacion con
los operones virA o virG, implicados ambos en el reconocimiento de sefiales procedentes
de la planta. Parece, por ello, que determinados componentes de la planta pueden
presentar una presion de seleccion hacia cepas no patdgenas dentro de los tumores. Esto
podria explicar la preponderancia de cepas no patdgenas en aislados de determinadas
especies como manzano o arandano (Bélanger et al., 1995). Los mutantes no patogenos

aislados en estas especies contenian deleciones que afectaban a toda la region vir y parte del
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ADN-T o presentaban mutaciones puntuales en el operdn virG (Bélanger et al., 1995;
Moore y Canfield, 1996). Dentro de los genes de virulencia también se encontraron
elementos de insercion que los inactivaban, aunque no es evidente que la acetosiringona
sea la responsable de la activacion de este tipo de elementos (Dion et al., 1996).

La seleccion por parte de la planta hacia cepas no patogenas podria formar parte de
una estrategia que limitara la propagacion de Agrobacterium patogenos. Para confirmar esta
hipotesis se llevaron a cabo una serie de estudios sobre la competencia entre cepas salvajes
y mutantes aislados de manzano. Al cabo de cinco semanas, tras la inoculacion en plantulaa
de manzano, la cepa salvaje era casi indetectable mientras que la poblacion de mutantes
permanecia inalterable (Bélanger et al., 1995). Esto apoya la teoria de que estos mutantes
presentan una ventaja en el ambiente de estas plantas. De todos modos, hay que tener en
cuenta dos limitaciones importantes antes de considerar el alcance de esta estrategia, por
un lado, en manzano se producen mas mutantes que en otros huéspedes inoculados en
experimentos paralelos y, ademas, no todas las bacterias inoculadas en manzano presentan
inestabilidad, ésta aparece generalmente con cepas aisladas de tumores de este huésped
no, por ejemplo, con la cepa de A. tumefaciens C58 (Dion et al., 1996).

Las técnicas moleculares desarrolladas en los tltimos afios son herramientas Utiles
para el estudio de la ecologia y la evolucion de Agrobacterium en ambientes naturales. Este
tipo de trabajos, especialmente enfocados hacia el estudio de la diversidad geno- y
fenotipica de Agrobacterium patdgenos y no patdgenos en ecosistemas agricolas podrian
explicar las contradicciones sefialadas en este apartado (Picard et al., 1992; Nesme et al.,
1992; Picard, 1993; Ponsonnet y Nesme, 1994; Nesme et al., 1995) vy, en el futuro,
podrian ayudar en la eleccion de un método de control de la enfermedad o en el disefio de
nuevas técnicas de lucha. Esta es una de las lineas de investigacion més desarrolladas en los
ultimos afios que discurre paralela a un mayor conocimiento de los mecanismos
moleculares de la induccion tumoral preferente para el avance de la biotecnologia. Este
interés sobre los aspectos moleculares contrasta con el menor conocimiento acerca de la
ecologia de la bacteria. A pesar de los numerosos estudios sobre la genética del proceso de
formacion tumoral, para la puesta a punto de un manejo adecuado de la enfermedad es
necesaria una comprension de la diversidad de las poblaciones y la dindamica de A.

tumefaciens. Por ello, la realizacion de trabajos de investigacion que aborden estos aspectos,
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como la estructura genética de las poblaciones (Mougel, 2000), fluctuacion y persistencia
a largo plazo de poblaciones de agrobacterias patogenas en suelo (Krimi et al, 2002),
estudios de asociacion entre los plasmidos y los cromosomas que contienen las poblaciones
de Agrobacterium (Bouzar et al, 1993) o la influencia que puede tener el huésped en las
poblaciones naturales de Agrobacterium son de especial interés (Moore y Canfield, 1996).
En los estudios de poblaciones de agrobacterias en medios naturales se ha
encontrado que la mayoria de las aisladas de suelo, rizosfera y tumores son no patdgenas
(Kerr, 1969; Canfield y Moore, 1991; Krimi et al, 2002), llegando en ocasiones a
obtenerse hasta un 90% de aislados de tumores y hasta un 100% de aislados de suelo no
patogenos. Pero las investigaciones sobre la epidemiologia de la bacteria que tengan en
cuenta esta caracteristica han estado dificultadas en el pasado por la falta de eficaces
herramientas de diagnostico que permitieran procesar un gran nimero de cepas a partir de
habitats concretos. El desarrollo de las técnicas moleculares han mejorado la capacidad de
detectar y caracterizar ese gran numero de Agrobacterium aislados a partir de suelo o
tumores (Nesme et al, 1989; Dong et al, 1992; Haas et al, 1995; Sawada et al, 1995;
Cubero et al, 1999; 2002; Llop et al, 2003). Empleando estos métodos para llevar a cabo
estudios sobre la ecologia y la evolucion de agrobacterias se obtendra informacion

necesaria para mejorar el control de la enfermedad.
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OBJETIVOS GENERALES

1) Poner a punto un método de identificacion molecular que permita distinguir cepas
de Agrobacterium tumefaciens de forma sencilla y rapida.

2) Evaluar la aparicion de mutantes no patdgenos a partir de cepas inoculadas en
diversos huéspedes, y analizar la posible interaccion hueésped-patogeno en este
fenomeno.

3) Evaluar la aparicion de mutantes no patogenos de forma espontanea, en cultivo
continuado en dos cepas de A. tumefaciens

4) Caracterizar los mutantes no patogenos obtenidos a nivel molecular, para
determinar las causas que los han originado y restaurar mediante complementacion

el poder patdgeno para confirmarlas.
Con estos objetivos se pretende aportar nueva informacion sobre las causas de la

perdida del poder patogeno en A. tumefaciens que podrian contribuir al disefio de

nuevas estrategias de control de la enfermedad causada por esta bacteria.
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Capitulo 1: Introduccion

1.1 Introduccion

A. tumefaciens es una bacteria del suelo, un nicho ecoldgico en el que el nimero de
especies bacterianas es muy elevado, y en el que se presume aun existe un gran nimero de
especies no identificadas (Bakken, 1985; Teyssier-Cuvelle et al., 1999). Incluso en el caso
de entornos mas restringidos se han encontrado poblaciones heterogéneas de bacterias
(Anderson y Moore, 1979), como en los tumores producidos por este patogeno, donde el
ambiente en principio seria mas favorable para agrobacterias patdgenas que para cepas no
patogenas del mismo género Agrobacterium o para otras especies bacterianas. Esta
preferencia se explicaria por la presencia en el medio de las opinas, sustancias producidas
por las plantas transformadas y que sirven de sustrato a las cepas patogenas, las cuales
poseen los genes del catabolismo de estos compuestos. Asi, en un estudio llevado a cabo
por Cubero (1998) en tumores producidos de forma natural en nogal, se observo la
presencia de distintas cepas de A. tumefaciens patogenos en el interior de los tumores,
coexistiendo naturalmente. Todo ello muestra que la estructura de las poblaciones de
agrobacterias naturales es muy compleja y diversos estudios han mostrado la presencia de
mezcla de poblaciones que contienen cepas de Agrobacterium con diferentes cromosomas y
con diferentes tipos plasmidicos (Nesme et al., 1992; Pionnat et al., 1999).

Los estudios en ciertos nichos ecoldgicos de Agrobacterium (suelo, raices, tumores,
material asintomatico), con una microflora compleja y en los que un sistema de
aislamiento selectivo de este género bacteriano no es plenamente eficiente, nos plantean la
necesidad de técnicas que nos permitan un analisis rapido para la identificacion de las
bacterias aisladas. Esta identificacion es generalmente compleja (Lelliot y Stead, 1987), y
los métodos existentes, tanto seroldgicos (Alarcon et al., 1987; Benjama et al., 1996)
como bioquimicos (analisis de éacidos grasos o patrones de utilizacion de fuentes de
carbono) (Bouzar et al., 1993; Sawada et al., 1992) permiten diferenciar entre los biovares
de Agrobacterium, pero no distinguen entre cepas. Los métodos de caracterizacion
molecular que se han puesto a punto hasta la fecha (PCR-RFLP; secuenciacion de la
fraccion 16S del ARN ribosomico; amplificacion al azar de ADN (RAPDs); caracterizacion
cromosomica y/o plasmidica) (Nesme et al., 1992; Yanagi y Yamasato, 1993; Ponsonnet y
Nesme, 1994; Irelan and Meredith, 1996; Oger et al., 1997; Momol et al., 1998) se han

utilizado para la agrupacion de cepas con caracteristicas comunes, pero no para la
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distincion entre dos cepas dentro de un mismo grupo. Todo esto nos lleva a concluir que
no existe un sistema de identificacion rapido y de facil empleo para el analisis de un gran
numero de colonias con vistas a su identificacion individual y a la distincion entre ellas. En
estudios moleculares sobre clones bacterianos es esencial confirmar su identidad en los
casos donde no poseamos marcadores (como resistencia a antibioticos) o medios de cultivo
selectivos para recuperar los clones de interes.

En este capitulo se describe la puesta a punto de un sistema de identificacion
mediante la amplificacion por la técnica de PCR utilizando iniciadores inespecificos en
condiciones de baja especificidad de la reaccion (RAPDs), que presenta varias ventajas:
rapidez de analisis, un alto grado de polimorfismo, la posibilidad de emplear suspensiones
bacterianas en vez de ADN purificado, la distribucion de los marcadores a lo largo de todo
el genoma bacteriano y la alta reproducibilidad de los resultados. Este sistema se ha
evaluado frente a una coleccion de 39 cepas de Agrobacterium sp. pertenecientes a la
coleccion del IVIA, consiguiendo diferenciar cada una de ellas. Posteriormente a este
estudio, el sistema de analisis por RAPDs se validd con las colonias aisladas de los tumores
producidos en un experimento de inoculacion empleando una cepa marcada con
resistencia al antibiotico gentamicina.

Este sistema de identificacion se empleara en los capitulos posteriores para el
analisis de las colonias obtenidas en los experimentos de inoculacion que se llevaran a cabo

durante el desarrollo de esta memoria.
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1.2 OBJETIVOS

Los objetivos propuestos en este capitulo fueron:

- Puesta a punto de un sistema de identificacion mediante RAPDs que permita la
discriminacion de colonias de A. tumefaciens mediante la comparacion de los
patrones de bandas obtenidos

- Ensayo de la especificidad del sistema analizando una coleccion de cepas
caracterizadas de Agrobacterium sp.

- Validacion del sistema en un experimento de inoculacion con el empleo de una

cepa marcada con resistencia a un antibidtico
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1.3 MATERIAL Y METODOS
1.3.1 Puesta a punto del sistema de identificacion mediante RAPDs

Para la puesta a punto del sistema se escogieron cinco cepas de Agrobacterium
procedentes de coleccion y bien caracterizadas (Tabla 1.1) y con ellas se realizaron
analisis con distintos iniciadores de 10 nucleotidos de longitud disefiados al azar, para
ver con cuales se obtenian patrones de bandas suficientemente polimorficos para
distinguir entre ellas, que dieran resultados estables y reproducibles. Las cepas se
sembraron en medio general PYGA (Lelliot y Stead, 1987) a partir de suspensiones
crioconservadas a —80°C, y se incubaron durante 48 horas a 26°C. Posteriormente, se
realizaron suspensiones en agua de estas siembras para los ensayos de amplificacion
directa y para la extraccion del ADN de las colonias. Se ensayaron 5 grupos de 10
iniciadores cada uno de la casa Operon Technologies (Alameda, Ca, USA) (iniciadores
OP D-E-F-I-J).

Tabla 1.1 Cepas de Agrobacterium empleadas para el estudio inicial de los iniciadores

CEPA ORIGEN BIOVAR OPINA
C58 Prunus cerasus 1 nopalina
K84 Suelo 2 nopalina

IVIA 325-4 Prunus persica 1 nopalina
IVIA 678-2 P. persica x P. dulcis 1 nopalina
IVIA 1.102 Chrysanthemum sp. 1 crisopina

1.3.2 Purificacion del ADN de las cepas bacterianas.

Se prepararon suspensiones bacterianas en agua MQ estéril hasta tener una
concentracion de ca. 10% ufc/ml (0,5 DOgy). EI ADN se purifico a partir de estas
suspensiones siguiendo un método réapido, que minimiza la purificacion de inhibidores
de la PCR (Llop et al., 1999). El método consiste en centrifugar 1 ml de las
suspensiones a 13.000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente (t.a.) y eliminar el

sobrenadante. Al precipitado se le afiaden 500 pl de un tampon de extraccion (200
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mM Tris HCI pH 7,5; 250 mM NaCl; 25 mM EDTA; 0,5% SDS; 2% PVP) y
posteriormente los tubos se agitan suavemente durante una hora a t. a. Seguidamente
se centrifugan a 5.000 rpm durante 5 min para llevar al fondo restos celulares y se
recogen 450 pl del sobrenadante, que se transfieren a otro tubo de microcentrifuga. A
este sobrenadante se le afiade un volumen de isopropanol, para precipitar el ADN
extraido. Se centrifuga finalmente a 13.000 rpm durante 5 min, se descarta el
sobrenadante y se seca posteriormente al aire. Las extracciones se resuspenden en un
volumen apropiado de agua estéril (por ejemplo, 100 pl). La concentracion de las
muestras se determind mediante lectura de la absorbancia a 260 nm, y la pureza de las
mismas, mediante la relacion de la absorbancia a 260/280 nm. Se ensayaron diversas
cantidades de ADN y se encontrd que el mejor resultado en cuanto a nimero de

bandas e intensidad de las mismas fue de 70 ng de muestra por reaccion.

1.3.3 Comparacion de la purificacion de ADN/suspension bacteriana

Los ensayos de RAPD-PCR se suelen llevar a cabo utilizando ADN purificado, lo
cual conlleva un proceso mas laborioso, al tener que realizar la extraccion y cuantificar
las suspensiones de ADN. Por la necesidad de aplicar este procedimiento a un gran
numero de colonias en el curso de esta investigacion, se decidio evaluar la posibilidad
de simplificar el método mediante la utilizacion de suspensiones celulares en vez de
ADN purificado. Como describe Mazurier et al. (1992), no es necesario realizar
extracciones de ADN para obtener perfiles reproducibles mediante RAPDs, por lo
que una vez puesto el sistema a punto con ADN purificado, se procedio a realizar
pruebas con esas mismas cepas en suspensiones de una concentracion de 108 ufc/ml.
Las suspensiones se mantuvieron en camara a 8°C y también congeladas a —20°C, para
observar si habia diferencias en los patrones obtenidos frente al empleo de ADN

purificado.
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1.3.4 Condiciones de amplificacion

Los analisis se realizaron empleando un programa de PCR optimizado para los
iniciadores y termociclador empleados (Perkin-Elmer modelo 9600). La mezcla de
reaccion contenia 70 ng de ADN genomico, 1x del tampdn de reaccion (20 mM Tris-
HCI pH 8; 50 mM KCI); 1,5 mM MgCl,; 60 uM dNTPs; 5 pmoles de iniciador y 1
unidad de enzima polimerasa termoestable (polimerasa Taqg, Life Technologies) en un
volumen total de 25 pl. En el caso de suspensiones bacterianas, se afiadieron 3 pl de la
suspension a 22 pl de la mezcla de reaccion. Los ciclos de amplificacion utilizados
fueron: un paso de desnaturalizacion de 94°C durante 3 min seguido de 5 ciclos a 94°C
durante 30 s, 36°C durante 1 min y 72°C 1 min, con un tiempo de retardo de 1 min
48 s; y 30 ciclos de 94°C durante 30 s; 45°C 1 min 'y 72°C 1 min, con un tiempo de
retardo de 1 min. Las bandas de amplificacion se visualizaron mediante electroforesis
en geles de agarosa al 1,5% después de su tincion en bromuro de etidio (50 pgr/ml) y

observacion bajo luz U.V.

1.3.5 Analisis del sistema de RAPDs sobre una coleccion de cepas caracterizadas

Para comprobar la validez del sistema para identificar cepas de Agrobacterium se
escogieron 39 cepas de la coleccion del IVIA, que provinieron tanto de colecciones
internacionales como de aislados obtenidos en el propio laboratorio. Las caracteristicas
de las cepas empleadas, los huespedes de donde se han obtenido y sus lugares de origen
se muestran en la Tabla 1.2. Estas cepas se escogieron con el propdsito de tener una
representacion lo mas amplia posible del género Agrobacterium, por lo que se
incluyeron cepas patdgenas y no patogenas, con distintos perfiles de plasmidos y
diferentes fondos cromosomicos, provenientes de distintos origenes geograficos y
aisladas de distintos huéspedes. Los analisis se realizaron con los cuatro iniciadores
empleando suspensiones bacterianas unicamente. Posteriormente se realizo un analisis
de conglomerados (cluster) utilizando como algoritmo de clasificacion el enlace
promedio (UPGMA) para confirmar que los patrones de bandas obtenidos en cada caso
diferian lo suficiente para discriminar las cepas estudiadas. Como medida de la
distancia se empleo el indice de Jaccard (1908). Los analisis se Ilevaron a cabo por

duplicado.
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Tabla 1.2. Cepas de Agrobacterium empleadas en los analisis de RAPDs.

CEPA COLECCION ORIGEN OPINA HUESPED
A. tumefaciens IVIA 251-1 Badajoz nopalina Almendro
IVIA 251-22 “ nopalina Cerezo
IVIA 325-4 Tarragona nopalina Melocotonero x almendro
IVIA 347-4 Valencia nopalina Melocotonero
IVIA 360-54 Navarra ND Vid
IVIA 436-46 Zaragoza nop/manopina Melocotonero x almendro
IVIA 576-80 Cuenca nopalina Mimbre
IVIA 678-2 Valencia nopalina Melocotonero x almendro
IVIA 1.102 “ crisopina Crisantemo
172-17T* Orense octopina Vid
225-226T* “ octopina Vid
B6 EEUU octopina Tomate
CFBP 42 Francia ND Tomate
CFBP 1903 EEUU nopalina Ciruelo
NCPPB 2437 EEUU ND -
A281 - agropina -
Ach5 EEUU octopina Cerezo
K84 Australia nopalina Suelo
IVIA 014 Zaragoza nopalina Melocotonero
IVIA 66R Sevilla ND Rosal
IVIA 251-21 Badajoz nopalina Cerezo
IVIA 254-2 Valencia nopalina Melocotonero
A. rizhogenes IVIA 260-67 Badajoz nopalina Chopo
IVIA 282-64 Tenerife nopalina Rosal
IVIA 325-7 Tarragona nopalina Melocotonero x almendro
IVIA 354-35 Valencia nopalina Almendro
IVIA 388-30 Zaragoza nopalina Almendro
IVIA 545-45 Castellon nopalina Membrillo
IVIA 796-6 Valencia ND Melocotonero x almendro
IVIA 1853-2 Zaragoza ND Melocotonero
ATCC 15834 EEUU ND -
NCIB 8196 Desconocido ND -
A. vitis NCPPB 1649 Sudafrica ND Rosal
NCPPB 2659 Reino Unido ND Pepino
IVIA 339-26 Ourense octopina Vid
194-459v* “ octopina Vid
NCPPB 3554 Australia ND Vid

ATCC: American Type Culture Collection, USA.

CFBP: Collection Francaise des Bacteries Phytopatogénes, Francia.
IVIA: Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias.

NCIB: National Collection of Industrial Bacteria, Reino Unido.

NCPPB: National Collection of Plant Pathogenic Bacteria, Reino Unido.
ND: No determinado

* Cepas descritas por Lastra (1998)
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1.3.6 Analisis de RAPDs llevados a cabo con una cepa marcada

Una vez comprobada la validez del sistema mediante el analisis de cepas de la
coleccion del IVIA, se llevo a cabo un ensayo en condiciones de trabajo de campo con
una cepa de A. tumefaciens marcada con resistencia al antibiotico gentamicina. Esta
cepa, denominada NT1 pTiC58::289 Gm" (Von Bodman et al., 1992) es la cepa C58 a
la que se ha introducido un plasmido, pJBL1JI, que confiere resistencia a este
antibiotico. El ensayo se realizd con el hibrido melocotonero x almendro GF677
mediante inoculacion de la cepa marcada en el suelo estéril, a una concentracion de
107 ufc/g de sustrato. Las plantas, en nimero de 10, se cultivaron durante un afio. En
el cuello de estas plantas se realizaron incisiones justo antes de su plantacion para
favorecer la aparicion de tumores. Después de 12 meses de la inoculacion se
recogieron los tumores producidos y se realizaron aislamientos en medio general
PYGA suplementado con 40 pg/ml del antibiotico gentamicina. En este medio se
esperaba que solo las colonias que presentaran el plasmido pJB1JI podrian crecer, y
todas ellas deberian presentar el mismo patron de bandas al analizarlas por RAPDs.

Los tumores se analizaron mediante el dilacerado de fragmentos en 2 ml de agua
estéril (tamafio aproximado de 0,10-0,20 cm?®). Los dilacerados se dejaron macerar 30
min y posteriormente se sembraron 50 pl de estos extractos en el medio general
PYGA suplementado con gentamicina (40 pg/ml). Las colonias que aparecieron se
purificaron en el mismo medio PYGA + gentamicina. Las colonias se sometieron al
analisis mediante RAPDs con los cuatro iniciadores escogidos utilizando ADN
purificado 0 suspensiones bacterianas, siempre comparando con la cepa madre
inoculada. La identidad de las bacterias seleccionadas se confirmé mediante diversas
pruebas bioquimicas (presencia del enzima ureasa (Ferguson modificado cf Cassagne,
1966); esculina (Sneath y Collins, 1974); Hugh-Leifson (1953); presencia de 3-
cetolactosa (Bernaerts y DeLey, 1963); analisis del perfil plasmidico (Fortin et al.
1992), y analisis de diversos marcadores especificos de Agrobacterium mediante PCR
(Ponsonnet y Nesme, 1994; Sawada et al., 1995; Haas et al., 1995) .
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1.4 RESULTADOS
1.4.1 Puesta a punto del sistema de identificacion mediante RAPDs

Los resultados de los analisis realizados con las cinco cepas de Agrobacterium (Tabla
1.1) con los 50 iniciadores ensayados, permitieron seleccionar cuatro que producian
patrones altamente polimorficos, compuestos, para la mayoria de las cepas, por tres o
mas bandas reproducibles. Estos iniciadores fueron los siguientes: OPE-2 (5’-
GGTGCGGGAA-3%); OPE-7  (5-AGATGCAGCC-3’);  OPE-14  (5'-
TGCGGCTGAG-3’) y OPE-20 (5’-AACGGTGACC-3’). Cada una de las cepas
examinadas producian un patron caracteristico con cada uno de los cuatro iniciadores,
por lo que el empleo de uno solo de los mismos se consideré suficiente para identificar
un clon determinado, mientras los tres restantes se emplearian para confirmar los

resultados o clarificar aquéllos potencialmente ambiguos.

1.4.2 Comparacion entre ADN purificado/suspension bacteriana

Para todas las cepas analizadas se obtuvieron los mismos perfiles de bandas al
utilizar ADN purificado o suspensiones bacterianas. Igualmente, no se observaron
variaciones significativas en el perfil de bandas utilizando suspensiones bacterianas
recién preparadas o mantenidas hasta dos semanas a 8°C o hasta un afio a —20°C
(Figura 1.1). Por ello, y por la facilidad de uso que implica, todos los analisis
posteriores se llevaron a cabo empleando suspensiones bacterianas, con el consiguiente

ahorro de tiempo y reactivos.

C() M 1234 567 8

Figura 1.1 Analisis de RAPDs realizados sobre cepas mantenidas en frio y en congelacion con el
iniciador OPE-2. Calles 1y 2, cepa Ach5; calles 3y 4, cepa IVIA 251-1; calles 5 y 6, cepa IVIA
678-2; calles 7'y 8, cepa IVIA 1.102. M: marcador 100 pb (Life Technologies); C(-): control
negativo. Calles impares, cepas conservadas a 8°C; calles pares, cepas mantenidas en congelacion
(-20°C). La conservacion en ambas temperaturas no produce cambios significativos en los
patrones de bandas.
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1.4.3 Andlisis del sistema sobre una coleccion de cepas

Los patrones de RAPDs de 39 cepas bacterianas diferentes fueron especificos con

los cuatro iniciadores empleados. En la Figura 1.2 se muestran los patrones obtenidos

con uno de los iniciadores ensayados (OPE-14). El dendrograma obtenido con estos

patrones de bandas (Figura 1.3) muestra que todas las cepas se distinguen unas de

otras, con la excepcion de tres de ellas: A281, C58 y C58R. En estos casos, los

patrones son idénticos, ya que se trata de cepas que poseen los mismos cromosomas y

una de ellas posee distinto plasmido inductor de tumores (pTi), la cepa A281

(pTiBo542). Aungue no pueda asegurarse en todos los casos, aqui parece que los

plasmidos no ejercen influencia apreciable sobre el patron de bandas obtenido frente a

los cromosomas. El resto de cepas presentaron patrones diferenciados.

Figura 1.2 Patrén de bandas obtenido con el iniciador
OPE 14 con 39 cepas de Agrobacterium de diferentes
origenes. A: Calle 1: IVIA 251-22; 2: IVIA 388-30; 3:
IVIA 436-46; 4: IVIA 282-64; 5: IVIA 260-67; 6:
IVIA 576-80; 7: IVIA 014; 8: IVIA 339-26; 9: 194-
459V; 10: IVIA 325-7; 11: IVIA 251-21; 12: IVIA
360-54; 13: IVIA 254-1; 14: IVIA 545-45; M: 123 bp
ladder (Life Technologies); C (-): control negativo.
B: Calle 15: B6; 16: K84; 17: IVIA 347-4; 18:
NCPPB 3554; 19: 172-17T; 20: K84; 21: IVIA 251-
1; 22: 225-226T; 23:IVIA 325-4; 24: CFBP 42; 25:
172-17T; 26: IVIA 678-2; M: 123 bp ladder (Life
Technologies); C (-): control negativo. C: Calle 27:
IVIA 354-35; 28: NCIB 8196; 29: IVIA 1853-2; 30:
NCPPB 1649; 31: IVIA 796-6; 32: Ach5; 33: NCPPB
2437; 34: ATCC 15834; 35: IVIA 1.102; 36: C58R;
37: C58; 38: A281; 39: IVIA 254-2; 40: NCPPB
2659; 41: IVIA 66R; M: 123 bp ladder (Life
Technologies); C (-): control negativo.
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IVIA 260-67
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| IVIA 282-64
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o
IVIA 360-54
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IVIA 1853-2
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{ﬂchﬁ
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Figura 1.3 Analisis mediante UPGMA de los patrones de bandas obtenidos con las 39 cepas de coleccion de la
Fig. 1.2. El indice de distancia se calcul6 segun Jaccard (1908). Las cepas 172-17T y K84 se incluyeron por
duplicado para observar la reproducibilidad del analisis.
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Los analisis realizados en nuestro trabajo han demostrado que los patrones de
bandas obtenidos se mantienen estables en numero e intensidad, con pequefias
variaciones que no afectan a nuestros resultados. Para comprobar la reproducibilidad
dentro de un mismo experimento se incluyeron algunas cepas varias veces en los
andlisis de la coleccion de cepas. Estos controles mostraron los mismos resultados,
como puede verse en las calles 16-20 y 19-25 de la Fig. 1.2, y que se confirmd en el
analisis de conglomerados (Fig. 1.3).

También se comprob6 la reproducibilidad a lo largo del tiempo y comparando
diferentes suspensiones de la misma muestra. Los resultados de estos analisis de
RAPDs realizados con dos iniciadores (OPE-7 y OPE-20) utilizando cinco cepas de
Agrobacterium en dos tandas de experimentos llevados a cabo con cuatro meses de
diferencia se muestran en la Figura 1.4. Todas las cepas produjeron los mismos

patrones.

12 3 4 p:6:30 8 0 10001 12 13 =14 15 16 C(-)

OPE-7 OPE-20

Figura 1.4 Ensayo de reproducibilidad de la técnica de RAPDs. Analisis realizados sobre diferentes
suspensiones de cepas bacterianas con 4 meses de diferencia con 2 de los iniciadores, OPE-7 Y
OPE-20. Calles 1-2 y 9-10, cepa IVIA 678-2; calles 3-4 y 11-12, cepa Ach5; calles 5-6 y 13-14,
cepa IVIA 251-1; calles 7-8 y 15-16, cepa IVIA 1.102. M: marcador 250 pb (Life Technologies);
C(-): control negativo

1.4.4 Andlisis de RAPD:s realizados con colonias aisladas de tumores producidos en el
experimento de inoculacion empleando la cepa resistente a gentamicina C58R.

El sistema de RAPDs que se ha puesto a punto y que ha permitido la identificacion
comparativa de un grupo de cepas de coleccion de Agrobacterium debia ser validado en

un experimento de inoculacién semejante a los que posteriormente se iban a llevar a
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cabo para alcanzar otros objetivos de esta memoria. Para ello, se realizd un
experimento de inoculacion utilizando una cepa de A. tumefaciens que presenta
resistencia al antibidtico gentamicina (cepa NT1 pTiC58::289 Gen', Von Bodman et
al., 1992) . Después de llevada a cabo la inoculacion y haberse obtenido tumores en las
plantas, se realizaron aislamientos en el medio descrito en Material y Métodos. Todas
las colonias obtenidas fueron resistentes al antibidtico gentamicina, y las pruebas
bioquimicas y moleculares realizadas para determinar que se trataban de colonias de
Agrobacterium dieron los mismos resultados para todas. Con ellas se realizd el analisis de
RAPDs, empleando ADN segln el método apuntado anteriormente y las suspensiones
de las colonias en agua. En todos los casos, y con los 4 iniciadores empleados, las

colonias produjeron un patrén de bandas idéntico al de la cepa inoculada (Figura 1.5).

OPE-2 OPE-7

C(k)L 2 3.4 50l “8.9 10 11 12 13 14

OPE-14 OPE-20

N R R RRLLLE

Figura 1.5 Analisis por RAPDs con los iniciadores OPE-2, OPE-7, OPE-14 y OPE-20 de
colonias aisladas en el huésped GF 677 de tumores obtenidos con la inoculacion de la cepa
marcada C58R. Calles 1 a 6 y 8 a 13, diversas colonias aisladas; calles 7 y 14, cepa C58R; M,
marcador 123 pb (Life Technologies); C(-): control negativo.
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1.5 DISCUSION

El objetivo principal de este capitulo consistio en poner a punto un sistema sencillo
y rapido para la identificacion de colonias de A. tumefaciens recuperadas del medio
ambiente (suelo, tumores) mediante comparacion de los patrones de bandas obtenidos
con los de otra cepa de referencia. No se pretendio realizar estudios de filogenia como
en otros trabajos publicados (Aznar et al., 1994; Johansson et al., 1995; Parent et al.,
1996; Momol et al., 1998), ya que en ese caso se hubiera buscado la obtencion de
bandas especificas en patrones de bandas comunes, y asi poder agrupar las cepas por
caracteristicas comunes. Lo que se queria obtener en nuestro caso eran patrones de
bandas suficientemente diversos unos de otros para poder diferenciar entre cepa y
cepa. En nuestros estudios posteriores lo que se pretende es poder comparar los
aislados obtenidos de tumores producidos en experimentos de inoculacion en diversos
huéspedes y distinguir las colonias provenientes de las cepas previamente inoculadas de
las que no lo son.

El sistema desarrollado ha permitido discriminar entre las cepas bajo estudio, y se
ha aplicado tanto con ADN purificado como con suspensiones bacterianas, sin
diferencias en los resultados obtenidos, ya que los patrones de bandas obtenidos con las
cepas de Agrobacterium de distintos origenes y huéspedes permitieron una distincion
clara entre todas ellas. Estos resultados se confirmaron mediante el analisis de
conglomerados.

Para la extraccion del ADN de las colonias se ha empleado un método que
comprende el uso de un tampon de extraccion que contiene polivinilpirrolidona
(PVP), pero sin la utilizacion de compuestos toxicos como el fenol o el cloroformo.
Este método se ha empleado con diverso material vegetal (hojas, tallos, tumores,
frutos, flores, yemas, tubérculos, semillas, etc.) para la extraccion del ADN de
material infectado con distintas bacterias fitopatogenas (Erwinia amylovora, Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Ralstonia
solanacearum, Pectobacterium carotovorum, Pectobacterium chrysantemi, Xanthomonas
axonopodis pv. citri, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi) con buenos resultados. Este

método se eligio frente a otros para la extraccion de ADN porque se lleva a cabo con
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menos pasos, lo que facilita el procesamiento de un gran nimero de muestras, y
porque no hace uso de sustancias toxicas.

La reproducibilidad de la técnica de RAPDs ha sido uno de los aspectos mas
criticados frente a otras técnicas de identificacion o taxonomicas como REP-PCR,
ERIC-PCR, BOX-PCR, AFLP, PCR-RFLP, secuenciacion del gen 16S del ARN
ribosomico, entre otras. Sin embargo existe una amplia bibliografia de estudios
comparativos entre RAPDs y otras tecnicas obteniendo, en general, resultados
comparables en unos casos, mejores en otros, respecto a las técnicas comparadas
(Pooler et al., 1996; Clerc et al., 1998; Louws et al., 1999; Toth et al., 1999;
Giovannacci et al., 1999; Gongalves y Rosato, 2000). Los distintos analisis realizados
con diferentes suspensiones de las mismas muestras en diferentes momentos del
trabajo demuestran que los patrones obtenidos son altamente reproducibles. Como se
sefiala en el trabajo de Penner et al. (1993), el mayor inconveniente de la técnica de los
RAPD:s es la reproducibilidad entre distintos laboratorios. Ello es debido a diversos
factores, como los reactivos empleados, condiciones de trabajo, material utilizado,
etc, pero el méas importante es la falta de reproducibilidad en los perfiles de
temperatura entre distintos termocicladores, incluso de la misma marca y modelo. Por
ello, para evitar cualquier influencia que pudiera modificar el patron de una cepa con
un iniciador dado, siempre se empled el mismo termociclador y los reactivos de la
misma casa comercial, asi como el mismo modelo o marca de cualquier otro aparato o
reactivo que pudiera influir en la reaccion.

En principio, la técnica de RAPDs es mas adecuada porque implica un barrido al
azar de todo el ADN cromosomico frente a otras técnicas de diferenciacion que hacen
uso de una parte limitada del genoma (caso de la PCR-RFLP o la secuenciacion del
fragmento 16S del ARN ribosdmico) o emplean secuencias concretas, aunque se
encuentren diseminadas a lo largo del genoma (caso de la REP-PCR o ERIC-PCR),
proporcionando una mayor variabilidad y, por tanto, mejor poder discriminativo entre
cepas. El hecho de disponer de 4 iniciadores permite una mayor seguridad en caso de
obtener resultados dudosos en un analisis, ya que en los casos en que se obtengan
patrones idénticos a los de la cepa control con un iniciador, se podria realizar el analisis

con los tres restantes para confirmar el resultado.
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El sistema esta disefiado para trabajar con cultivos bacterianos puros, tanto se trate
de suspensiones en agua como de ADN purificado. En el caso de que exista una mezcla
de bacterias, los RAPDs nos daran una informacion equivoca, porque el patron final
sera la suma de los de los organismos presentes o del que se encuentre en mayor
cantidad, sin poder discriminar entre ellos. Se ha descrito anteriormente la existencia
de mezclas de bacterias en supuestos cultivos axénicos, incluso cuando se han
empleado las buenas practicas de laboratorio (Li et al., 1996). Adicionalmente, se ha
puesto de manifiesto repetidamente la existencia de poblaciones mixtas de
Agrobacterium en tumores (Cubero et al., 1999, Marti et al., 1999). Por ello es
necesario realizar varios pasos de purificacion para asegurar que trabajamos con
cultivos axenicos de Agrobacterium, siendo esta técnica también un método adecuado
para controlar la pureza de los cultivos (Nesme, comunicacion personal).

Este sistema podria emplearse ademas para monitorizar la supervivencia de una
cepa dada de Agrobacterium en diferentes ambientes, en estudios de diversidad
microbiologica o para averiguar el origen de un foco epidémico en un vivero,
evaluando la posibilidad de que la bacteria responsable se encuentre en el material de
partida sospechoso. En nuestros trabajos de identificacion, este sistema de RAPDs nos
permitio identificar cada colonia analizada, en todos los casos, la identificacion se
confirmo con otra serie de pruebas analiticas (bioquimicas, fenotipicas, moleculares),
que siempre coincidieron con los resultados esperados a partir de la identificacion por
RAPD:s.
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1.6 CONCLUSIONES

1- Se ha puesto a punto un sistema de identificacion de cepas de Agrobacterium sp.
valido tanto para cepas de la especie A. tumefaciens (biovar 1), como de las otras
especies de este genero, A. rhizogenes, (biovar 2) y A. vitis, (biovar 3) mediante la
amplificacion al azar con iniciadores inespecificos (RAPDs)

2- El sistema permite la discriminacion a nivel de cepa y permite, comparando los
patrones obtenidos con los de una cepa determinada, confirmar la identidad de
colonias aisladas, sin necesidad de realizar mas analisis.

3- El sistema se puede emplear tanto con ADN purificado como con suspensiones
bacterianas. Estas suspensiones pueden mantenerse tanto en congelacion (—20°C)
como en frio (8°C), sin mostrar alteracion en los resultados.

4- El sistema ha confirmado su validez en un experimento de campo con el empleo de

una cepa de A. tumefaciens marcada con la resistencia a un antibiotico.
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Capitulo 2: Introduccién

2.1. INTRODUCCION

El origen de los mutantes no patogenos de Agrobacterium, y las razones de su
aparicion en mayor abundancia en un nicho ecoldgico como los tumores, que
tedricamente favoreceria a las cepas silvestres patdgenas, no se conoce con certeza. Dion et
al. (1996) propusieron diversas hipotesis cuyo punto central se basa en la generacion de
agrobacterias no patdgenas que son capaces de utilizar las opinas, y su significado ecoldgico
en el género Agrobacterium. La presencia en la naturaleza de cepas de Agrobacterium no
patdgenas que catabolizan opinas podria explicarse mediante dos mecanismos. En primer
lugar, en condiciones de laboratorio se ha observado la aparicion de mutantes espontaneos
capaces de utilizar opinas en agrobacterias desprovistas del plasmido Ti (LaPointe et al.,
1992). Alternativamente, también podrian producirse derivados del plasmido Ti en los
que los elementos genéticos que determinan la patogenicidad, como la region vir o el
ADN-T, se habrian perdido parcial o totalmente, dando lugar a un pTi “desarmado”.
Varias observaciones independientes sugieren que estos derivados desarmados del
plasmido Ti se producen en la naturaleza, como en el caso de un megaplasmido de R.
meliloti, que contiene los genes del catabolismo de la octopina (LaPointe et al., 1992). El
plasmido Ti puede transferirse a R. meliloti y replicarse en este nuevo huésped, teniendo la
oportunidad de recombinar con plasmidos residentes, con la consecuente pérdida de
ciertas funciones codificadas por el plasmido Ti original.

Uno de los factores de inestabilidad que provocarian la generacion de agrobacterias
no patogenas serian las sustancias que producen la induccion de los genes de virulencia,
compuestos fenolicos como la acetosiringona, el acido sinapinico y otros (Fortin et al.,
1992). En las heridas producidas en los tejidos vegetales se generan estas sustancias, que al
ser percibidas por las cepas patogenas, provocan la activacion de los genes de virulencia
(Stachel et al., 1985; Spencer y Towers, 1988; Bélanger et al., 1995). Algunos autores
(Fortin et al., 1993) han sugerido que la induccion de los genes vir, como consecuencia de
la activacion de la maquinaria de virulencia, podria desencadenar rearreglos del plasmido
Ti que conducirian a la pérdida del poder patdgeno. Los genes virD1 y virD2 poseen
actividad endonucleasa, responsable de la excision de la region de transferencia (ADN-T)
del plasmido Ti (Yanofsky et al., 1986), y podrian dar lugar a derivados no patégenos con

deleciones del ADN-T como resultado de estos cortes endonucleoliticos. Esto llevé a la
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realizacion de los primeros experimentos de obtencion de mutantes no patogenos en A.
tumefaciens y se comprobd que la hipotesis no era cierta. Se cultivo la cepa C58 con
acetosiringona y se observo que el 100% de los clones individuales analizados habian
perdido su capacidad de inducir tumores en tomate y otras plantas huésped, aunque
seguian catabolizando la nopalina (Fortin et al., 1992). Cuando se analizd su pTi, se
observo que estaban afectados distintos operones de la region vir, pero no el ADN-T. Con
otro inductor de estos genes, el acido sinapinico, los efectos sobre la cepa C58 fueron
semejantes. Asimismo, el efecto de la acetosiringona fue tambien el mismo sobre otra cepa
diferente de nopalina, la T-37. Sin embargo, con cepas utilizadoras de octopina como la
B6S3 0 con cepas de C58 conteniendo en lugar del plasmido nativo, los plasmidos de
octopina pTiIA6NC o de agropina pTiBo542, la acetosiringona no produjo la aparicion de
mutantes no patogenos (I. Loubens y P. Dion, no publicado).

El estudio detallado de algunos de los clones no patogenos obtenidos con la cepa
C58 resalto el papel de los elementos de insercion enddgenos como otro factor de
mutagénesis (Cooksey, 1986; Vanderleyden et al., 1986; Fortin et al., 1993). Se observo
que tras la activacion de los genes de virulencia por parte de los compuestos fenolicos, se
producia la mutagénesis por la actuacion del elemento de insercion 15426, que esta
presente en tres copias en el cromosoma de la bacteria pero ausente del plasmido pTi. En
estos mutantes, aparecia una copia extra en la region del catabolismo de nopalina o en la
region del ADN-T, que causaba la pérdida del poder patdgeno.

Por ultimo, la interaccion huésped-patdgeno podria estar actuando en la
generacion de mutantes al provocar una inestabilidad genética y mediante un proceso de
seleccion que daria ventajas de supervivencia a las cepas no patogenas. Para confirmar esta
hipotesis se realizaron experimentos mediante la inoculacion de plantas de manzano
cultivadas in vitro, de peral y de mora, con varias cepas de Agrobacterium y se evaluo la
aparicion de mutantes no patdgenos (Bélanger et al., 1995). Se escogi6 el manzano como
huésped origen de cepas a evaluar y como planta huesped en la que examinar el efecto que
la formacion de tumores tiene sobre las bacterias con fenotipo patogeno, debido a la
dificultad de recuperacion de agrobacterias patogenas aisladas de tumores de este huésped,
observada en diversos trabajos (Beaulieu et al., 1983; Lopez et al., 1983; Rossignol y Dion,
1985; Tremblay et al., 1987; Canfield y Moore, 1991; Bélanger et al., 1993), lo que
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podria indicar una interaccion huésped-patdgeno que provocaria una marcada inestabilidad
genética. Los resultados de la inoculacion de las cepas aisladas de tumores de manzano
mostraron que algunas de ellas produjeron colonias no patogenas después de su
reinoculacion en manzanos cultivados in vitro y en plantas de peral, mientras que una
mostro cierta inestabilidad en mora. Los porcentajes de aparicion de colonias no patogenas
oscilaron entre un 7% y un 90%, dependiendo de la cepa analizada. En distintos clones no
patogenos obtenidos del mismo tumor, el motivo de la pérdida de poder patogeno fue
muy parecido en su naturaleza, se presentaron distintas mutaciones en la region vir
idénticas 0 muy similares (mutacion puntual en virG, delecion de la region vir, mutacion
puntual en la region promotora del gen virG). Con clones aislados de distintos tumores se
encontraron diversos tipos de mutaciones, pero todas ellas también en la region vir. Sin
embargo, cepas aisladas de cerezo y de mora y la cepa C58 no mostraron signos de
inestabilidad genética despues de su inoculacion en manzano.

A lo largo de diversos experimentos de inoculacion, realizados durante los altimos
afios en el laboratorio de Bacteriologia del Instituto Valenciano de Investigaciones
Agrarias, con distintas cepas de Agrobacterium tumefaciens en distintos huéspedes, para
realizar estudios de sensibilidad y control bioldgico de estas cepas, se observé con
frecuencia, cuando se intentaban aislar colonias a partir de los tumores obtenidos, una baja
proporcion de colonias patdgenas o incluso la imposibilidad de aislar colonias con este
fenotipo. Esto se produjo independientemente de la cepa inoculada y el huésped
empleado.

En este capitulo se describen los experimentos realizados con distintas cepas de
Agrobacterium tumefaciens inoculadas en diversos huéspedes, para estudiar la aparicion de
mutantes no patdgenos en los tumores producidos en las plantas inoculadas y su
caracterizacion molecular preliminar. A diferencia de las investigaciones sobre aparicion
de mutantes mencionados anteriormente, en los que este fendmeno se observaba
exclusivamente en cepas del biovar 2 de Agrobacterium (ahora A. rizhogenes) obtenidas de
manzano, y después de su inoculacion en unos pocos huespedes, los ensayos de este
Capitulo se llevaron a cabo con cepas del biovar 1 de diversos origenes e incluian un rango

de huéspedes mayor.
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2.2. OBJETIVOS

Obtener mutantes no patdgenos a partir de distintas cepas de Agrobacterium

tumefaciens inoculadas en huéspedes habituales y huéspedes no frecuentes de esta

bacteria.

Identificar las colonias mutantes mediante RAPDs y pruebas bioquimicas.

Realizar una caracterizacion molecular preliminar de las posibles causas de la pérdida

del poder patogeno.
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2.3. MATERIAL Y METODOS

2.3.1. Experimentos de inoculacion empleando la cepa C58 resistente al antibiotico
gentamicina en el huésped GF677.

Se inocularon plantas del hibrido melocotonero x almendro GF677 con la cepa
C58 marcada con resistencia al antibiotico gentamicina mediante el plasmido pJB1JI, que
da lugar a la cepa denominada C58R (Von Bodman et al., 1992). En estos experimentos se
inocularon las cepas de Agrobacterium en suelo en macetas, que se llenaron de una mezcla
de turba y arena al 50% previamente esterilizada al vapor a 120°C durante una hora. Las
bacterias se cultivaron 48h en botellas Roux. Se prepararon suspensiones de una densidad
optica (D.O.) a 600 nm de 0,45 a 0,50, lo que equivale a una concentracion de bacterias
de entre 8 x 10%a 9 x 10° por ml. Se mezclaron 15 ml de estas suspensiones con 500 ml
de agua, que se vertieron posteriormente en la maceta de forma que quedara
uniformemente distribuida, regando a continuacion. La concentracion final de bacterias
fue de 1x107 a 5x107 bacterias por g de sustrato. El nimero de tumores analizados fue de
5, y el nimero de colonias aisladas que se emplearon en la inoculacion de plantas de
tomate de 90 (Tabla 2.1). El procedimiento a seguir para el aislamiento de las colonias a
partir de los tumores producidos fue el siguiente: los tumores se lavaron exteriormente
con jabon y después se flamearon con alcohol. Después de quitar la superficie del tumor
con bisturi estéril, de cada uno se escogié aproximadamente 0,1 g de tejido tierno de la
parte interna, se dilacerd el trozo en 2 ml de agua estéril y se dejo reposar unos 30 min,
posteriormente se realizaron siembras en placas de medio general PYGA suplementado
con el antibiotico gentamicina (40 pg/ml), sembrando 50 pl del dilacerado y de las
diluciones 1:10y 1:100. Las placas se incubaron a 26°C durante 48 h. Las colonias aisladas
se purificaron mediante tres pasos sucesivos consistentes en una suspension en agua esteril
y siembra en placa en triple estria, para obtener una colonia bien separada, y repetir este
proceso dos veces mas. Posteriormente se sembraron las colonias purificadas en el mismo
medio para obtener mayor cantidad, y parte de ellas se guardaron en suspension en agua a
8°C para realizar analisis posteriores. El resto se emple6 en las inoculaciones en plantas de
tomate. Este proceso de purificacion se llevo a cabo con todas las colonias aisladas en

todos los experimentos llevados a cabo en esta memoria.
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Tabla 2.1. Caracteristicas de las colonias aisladas de tumores producidos con la cepa C58R en el hibrido
melocotonero x almendro GF677.

Frecuencia Presencia de genes’ Patrones de RAPDs
PLANTA (clones no patdgenos/n° total de Ipt/tmr Vir obtenidos*
clones ensayados)®
1 4/18 + + 1
2 6/20 + + 1
3 2/22 + + 1
4 1/15 + + 1
5 3/15 + + 1
Total 16/90 + + 1

a: Los clones se aislaron de tumores en medio de cultivo, y se comprob6 su poder patdgeno mediante
inoculacion en plantas de tomate.

b: Analisis mediante PCR con iniciadores especificos de los genes ipt/tmr (FGP530-701 y CYT1-2) y vir
(virDA-DE). Las parejas CYT1-2 y virDA-DE se utilizaron en combinacion en PCR multiplex.

*. Analisis realizado con cuatro iniciadores de RAPDs. El nimero indica cuantos patrones diferentes se
obtuvieron comparando los mutantes y la cepa C58R entre si. EI 1 indica que se obtuvo el mismo patron
con todos los iniciadores ensayados.

2.3.1.1. Inoculacion de las colonias para identificar mutantes no patégenos.

Las colonias aisladas se inocularon en plantas de tomate, que se emple6 como
indicador del poder patdgeno tras realizar lecturas a los 30 dias. Las plantas fueron del
cultivar Roma, mantenidas en invernadero a una temperatura de 20-24°C y una humedad
relativa del 60-70%.

La inoculacion se realizd mediante un punzon estéril o con palillos esterilizados
previamente. Este indculo se deposité en el tallo de la planta de tomate mediante puncion,
para hacer una herida al mismo tiempo que se depositaba la bacteria. La inoculacion se
realizo en dos puntos del tallo separados unos 5 cm. En los casos en los que se obtuvo un
resultado negativo, las colonias se volvieron a sembrar en medio PYGA+Gm para realizar

una nueva inoculacion en planta de tomate.

2.3.2. Inoculacion de diversas cepas de A. tumefaciens en huéspedes herbaceos.

Se inocularon cinco cepas de A. tumefaciens en dos huéspedes, uno de ellos tomate
como huésped sensible y el otro en pimiento, un huésped recalcitrante a la inoculacion y
no habitual de esta bacteria. Las cepas empleadas, sus origenes y caracteristicas se

presentan en la Tabla 2.2. Las plantas de tomate empleadas fueron de la variedad Roma, y

66



Capitulo 2: Material y Méodos

las de pimiento de la variedad Toledo. Se prepard un inoculo de 0,3 (DOgy) de cada cepa
bacteriana y se impregnd un algodon de 2 mm? con 30 ul del inéculo. En los tallos de las
plantas a inocular se realizaron dos cortes con bisturi estéril dando lugar a una lengieta,
donde se deposito el algodon impregnado y se sujeté con parafilm. Se llevaron a cabo dos
inoculaciones de cada planta por cepa a analizar. El experimento se llevo a cabo en dos

afios sucesivos.

Tabla 2.2. Cepas inoculadas en los experimentos con los huéspedes herbaceos tomate y pimiento.

Cepa Origen Biovar Opina
C58 Prunus cerasus 1 nopalina
A281* - 1 agropina
Ach5** Prunus sp. 1 octopina
CFBP 42 Tomate 1 nd
IVIA1.102 Crisantemo 1 crisopina

*: Cepa C58 con el plasmido pTiBo542, cedida amablemente por X. Nesme, Francia
**. Cedida amablemente por M.D. Chilton, USA
nd: No determinado

El procedimiento a seguir para el aislamiento de las colonias a partir de los tumores
producidos fue el mismo que en el apartado 2.3.1. Con los dilacerados se realizaron
siembras en placas de medio Schroth (Schroth et al., 1965), semiselectivo para el biovar 1,
sin antibidticos marcadores. Se escogieron 50 colonias aisladas por tumor para ser
inoculadas en tomate por cada planta ensayada, en total 200 colonias de cada cepa (dos
plantas, dos tumores por cada planta). Se conservaron de la misma manera que en el

apartado anterior, en suspension en agua a 8°C y el resto se inoculd en tallo de tomate.

2.3.3. Inoculacion de dos cepas de Agrobacterium tumefaciens en huéspedes lefiosos.

Se llevaron a cabo dos estudios de susceptibilidad frente a Agrobacterium tumefaciens
en 10 huéspedes distintos (Tabla 2.3). En estos experimentos las cepas de Agrobacterium se
inocularon también en suelo en macetas, con el mismo procedimiento que en 2.3.1.

En un experimento se empleo la cepa IVIA 325-4, obtenida a partir de un tumor
del hibrido melocotonero x almendro GF677, que se inoculd en los huéspedes Adafuel

(hibrido melocotonero x almendro), GF677, peral, manzano y cerezo. En el otro se
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empleo la cepa IVIA 678-2, procedente de melocotonero, que se inoculd en los huéspedes
Montclar (melocotonero), Mirobolan (ciruelo), GxN15 y GxN22 (ambos hibridos
melocotonero x almendro), albaricoquero y GF677. En ambos experimentos el nimero
de plantas empleado fue de 10 por huésped, se arrancaron a los nueve meses de su
plantacion y se procesaron. Para el aislamiento de las colonias de los tumores se
escogieron, en los casos en que fue posible, cinco tumores de cada huésped procedentes de
plantas diferentes, y se procesaron siguiendo el procedimiento del Apdo 2.3.1. Se
realizaron siembras en placas de medio Schroth, sembrando 50 pl del dilacerado y de las
diluciones 1:10 y 1:100. Las placas se incubaron a 26°C durante 48 h. La purificacion e
inoculacion de las colonias se realizd de la misma manera que en los apartados anteriores.
De cada placa de aislamiento se escogieron 50 colonias por tumor, por lo que a partir de
cada huésped se inocularon 250 colonias. En algunos huéspedes no se consiguio aislar este
numero de colonias, por lo que se inocul el total que se pudo obtener en los aislamientos
(Tabla 2.3).

Tabla 2.3. Tumores obtenidos y colonias aisladas en los experimentos de inoculacién en huéspedes lefiosos

Inoculacion con la cepa IVIA 325-4 Inoculacion con la cepa IVIA 678-2

Huésped N°tumores  NOcolonias inoculadas Huésped N° tumores  N° colonias inoculadas
Adafuel 5 250 Albaricoquero 5 200
GF677 5 250 Montclar 5 69
Peral 1 250 Mirobolan 2 100
Manzano 3 0 GxN15 5 50
Cerezo 5 250 GxN22 5 100
GF677 5 100

2.3.4. ldentificacion de las colonias aisladas de los tumores.

Las colonias obtenidas en los aislamientos, procedentes tanto de los tumores de las
plantas de las inoculaciones en huéspedes herbéaceos y lefiosos, como de las procedentes de
los experimentos de inoculacion con la cepa marcada C58R, se sometieron a pruebas
bioquimicas répidas tipicas del género Agrobacterium para eliminar aquellas colonias que no
dieran resultados positivos. Las pruebas rapidas fueron la de la presencia del enzima

ureasa, que debe ser positiva en 24 h en el medio Urea-indol y la de la esculina. Todas las
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colonias que posteriormente se inocularon fueron positivas en ambas pruebas. En caso de
que una de las pruebas diera negativo, se escogio de la placa de aislamiento otra colonia
que si diera positivo en ambas, hasta completar el nimero de 50 colonias por tumor.

Las pruebas de identificacion mediante RAPDs se realizaron sobre las colonias no
patdgenas, y sdlo como controles se realizaron analisis con algunas patogenas. Los analisis
se realizaron empleando suspensiones de aprox. 10° ufc/ml con la mezcla de reaccion y
condiciones de amplificacion descritas en el Capitulo 1 (Apdo 1.3.4). El iniciador
empleado para este primer analisis fue el OPE-7.

Varias de las cepas empleadas en los experimentos de inoculacion presentan
resistencia a antibioticos (la cepa IVIA 1.102 es resistente a kanamicina, la cepa A281 es
resistente a cloranfenicol, la cepa C58 a carbenicilina y cloranfenicol). En estos casos, las
colonias que presentaron pérdida del poder patogeno y dieron los mismos patrones de
RAPDs que la cepa inoculada se sembraron en medio general PYGA con esos antibioticos
(carbenicilina (100 pg/ml ), cloranfenicol (20 pg/ml) y kanamicina (100 pg/ml)), para

comprobar si presentaban las mismas resistencias que la cepa inoculada.

2.3.5. Analisis de confirmacion de las colonias mutantes.

Con las colonias que presentaron ligeras diferencias en los patrones de bandas con
uno de los iniciadores de los RAPDs respecto a la cepa inoculada IVIA 1.102 se realizaron
analisis con otros métodos empleados en taxonomia bacteriana para identificar y agrupar
especies bacterianas (PCR-RFLP (Ponsonnet y Nesme, 1994); REP-PCR (De Bruijn,
1992); ERIC-PCR (De Bruijn, 1992); BOX-PCR (Louws et al., 1994) para eliminar la
posibilidad de que no fueran mutantes procedentes de las cepas inoculadas. El analisis
mediante PCR-RFLP se llevo a cabo empleando los iniciadores FGPS6-FGPL132’, que
amplifican la region intergénica 165-23S del ADN ribosomico con el protocolo siguiente:
tampon de reaccion, 1x; 3 mM MgCl,; 200 uM dNTPs; 2% (v/v) formamida; 5 pmoles
de cada iniciador; 1 unidad de enzima Taq polimerasa. Se emplearon 5 pl de muestra en un
volumen total de 50 pl. La restriccion de los amplificados se Ilevo a cabo con los enzimas
Cfol, Haelll, Ndell y Tagl empleando 10 pl del amplificado correspondiente, 1,5 ul de
tampon de reaccion, 3 ul de H,O y 5 unidades del enzima a emplear, en un volumen total

de 15 pl. Con el enzima Ndell se emplean 1.5 pl de DTT en la mezcla de digestion. Las
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condiciones de reaccion fueron de 37°C durante 3 h, excepto con el enzima Tagl, que se
incub0 a 65°C. Los analisis mediante REP, ERIC y BOX-PCR se llevaron a cabo con los
protocolos siguientes: tampon de reaccion, 1x; 1,5 mM MgCl,; 200 uM dNTPs; 50
pmoles de cada iniciador, 1 unidad de enzima Taq polimerasa. Se utilizaron 2 pl de
muestra en un volumen final de 25 pl. Esta mezcla fue la misma para todos los analisis. Las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes: con ERIC y BOX-PCR se empled un
paso de desnaturalizacion inicial a 95°C durante 7 min, 30 ciclos de amplificacion de 94°C
1 min, 52°C 1 min y 65°C 8 min, con una elongacion final de 65°C durante 16 min. La
REP-PCR se Ilevo a cabo con los mismos ciclos pero con una temperatura de anillamiento
de los iniciadores de 44°C. Los productos de amplificacion se separaron en geles de
agarosa al 1,5% en tampdn TAE 0.5x y se visualizaron después de su tincion con bromuro

de etidio y exposicion a luz UV. Los iniciadores se muestran en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4. Iniciadores empleados en la identificacion de las colonias

Iniciador Secuencia 5’-3’ Analisis Fuente
FGPS6 GGAGAGTTAGATCTTGGCTCAG Ponsonnet y
FGPL132’ CCG GGT TTC CCC ATT CGG } PCR-RFLP Nesme (1994)
ERIC-1R ATG TAAGCT CCT GGG GATTCAC
ERIC-2R AAG TAAGTG ACT GGG GTGAGC G } ERIC-PCR De Bruijn (1992)
BOXAIR CTACGG CAAGGCGACGCTGACG —p BOX-PCR Louws et al.,
REP1R-| 11 ICG ICG ICA TCI GGC } REP.-PCR (1994)
REP2-| ICG ICT TAT CIG GCC TAC De Bruijn, (1992)

2.3.6. Amplificacion de zonas del plasmido Ti involucradas en la patogenicidad.

Los iniciadores escogidos fueron la pareja FGP tmr530-701, que da lugar a un
fragmento de 172 pb interno al gen ipt, responsable de la sintesis de citoquininas, y que se
encuentra en la region del ADN-T (Nesme et al., 1989), y las parejas virDA-DE y CYT1-2
(Haas et al., 1995), que amplifican respectivamente una zona de la region vir del plasmido
Ti, en el operon virD, de 338 pb, y un fragmento de 427 pb del mismo gen ipt que los
iniciadores FGP tmr530-701, en el ADN-T pero en una zona adyacente, sin solapamiento

con éstos. Estas dos ultimas parejas se emplearon en una amplificacion simultanea (PCR-
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multiplex). Con todos estos iniciadores se realizaron analisis de las colonias que resultaron
no patogenas en tomate asi como con alguna patégena como control. Las condiciones de
amplificacion y mezclas de reaccion fueron, con los iniciadores FGPtmr530-701: tampon
de reaccion, 1x; 1.5 mM MgCl,; 100 uM dNTPs; 2.5% (v/v) formamida; 12.5 pmoles de
cada iniciador; 1 unidad de enzima Tagq polimerasa, con un ciclo de desnaturalizacion
inicial de 94°C 3 min; 40 ciclos de 94°C 1 min, 60°C 1 miny 72°C 1 min 30 s, con una
elongacion final de 72°C 10 min. La PCR multiplex empled las siguientes condiciones:
tampon de reaccion 1x; 1.5 mM MgCl,; 100 uM dNTPs; 2% (v/v) formamida; 4 pmoles
de los iniciadores CYT-1y CYT-2; 1.5 pmoles de los iniciadores VirDA-DE; 1 unidad de
enzima Taq polimerasa, empleando 40 ciclos de 94°C 1 min, 55°C 1 miny 72°C 2 min. En
los dos tipos de amplificacion se emplearon 5 pl de muestra (suspension bacteriana de ca.
10® ufc/ml) en un volumen final de 50 pl. Una vez obtenidos, los amplificados se
visualizaron en geles de agarosa al 2% en tampon TAE 0.5x bajo luz UV después de su

tincion con bromuro de etidio (Tabla 2.5).

Tabla 2.5. Iniciadores empleados en la amplificacion de las dos zonas del plasmido Ti (region de virulencia
y ADN-T).

Iniciador Secuencia 5’-3’ Analisis Fuente
FGPtmr530 CCATGTTGT TTG CTAGCC AG bCR Nesme et al.,
FGPtmr701 CCT TCG AAT CCG TCG AAAGC (1989)

VirDA ATG CCC GAT CGA GCT CAAGT

VirDE CCT GAC CCAAACATC TCG GCT GCC CA PCR Haas et al. (1995)
CYT-1 GAT CGG GTC CAATGC TGT multiplex

CYT-2 GAT ATC CATCGATCCCTT

2.3.7. Inoculacion de los mutantes en los huéspedes origen de las cepas parentales.

Todos los clones mutantes que presentaron los mismos perfiles de bandas en los
analisis por RAPDs que su cepa parental fueron inoculados en los huéspedes de donde se
aislaron las cepas patogenas en estudio (C58 y C58R de cerezo, IVIA 1.102 de
crisantemo). Para ello, se realizd un corte con bisturi estéril produciendo una lengieta y

depositando 10 pl de una suspension de ca. 108 cfu/ml en ambos tipos de huéspedes.
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2.3.8 Anélisis de la virulencia de los mutantes obtenidos a partir de la cepa IVIA 1.102.

Con los dos clones que presentaron pérdida de virulencia en los experimentos de
inoculacion de la cepa IVIA 1.102 en tomate, se llevo a cabo un analisis para determinar si
la reduccion era significativa o si esa reduccion no era suficiente para calificarlas como
mutantes de virulencia. Para ello se prepar6 un indculo de ca. 10° cfu/ml de la cepa salvaje
IVIA 1.102 y de las dos colonias mutantes T32 y T76 (0,65 DOgy) Y se inocularon 15
tomates de igual tamafio y edad con un volumen de 10 pl de esta suspension después de
hacer una herida en el tallo con bisturi estéril. Al cabo de 30 dias se recogieron los
tumores y se pesaron, cortando de la zona que sobresalia del tallo el tejido tumoral.

Los pesos de los tumores obtenidos para la cepa parental y los mutantes se
compararon utilizando un analisis de varianza de un factor (Oneway ANOVA) mediante el
programa estadistico SPSS para windows Version 10.1.3. Se realizé un contraste a priori para
contrastar el peso de los tumores inducidos por la cepa parental frente a los producidos
por los dos mutantes.
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2.4. RESULTADOS

2.4.1. Evaluacion de la pérdida de patogenicidad en los experimentos con la cepa C58R in
planta e identificacion de las colonias aisladas.

La cepa C58R fue inoculada en 10 plantas del hibrido melocotonero x almendro
GF677, que se mantuvieron durante 12 meses en invernadero. Al cabo de este tiempo, se
aislaron un total de 90 colonias a partir de los tumores generados, y se comprobo su poder
patégeno mediante inoculacion en plantas de tomate. De las 90 colonias, 16 de ellas
presentaron pérdida del poder patogeno, al no ser capaces de producir tumores en el tallo
de las plantas.

Los resultados de la identificacion de las colonias mutantes con los analisis
mediante RAPDs empleando los cuatro iniciadores se muestran en la Figura 2.1y en la
Tabla 2.1. En todos los casos, las colonias presentaron perfiles de bandas idénticos a los de
la cepa inoculada, lo que indica que eran mutantes provenientes de la cepa patdgena
inoculada previamente. Los analisis bioquimicos (ureasa y esculina) también fueron

positivos para todas las colonias.

C()1 23 456 7 W08 910111213 14

OPE-2 OPE-7

8 9 10 11 12 13 14

4 i
.

OPE-14 OPE-20

SRR

Figura 2.1 Analisis por RAPDs con los iniciadores OPE-2, OPE-7, OPE-14 y OPE-20 de colonias
aisladas en el huésped GF 677 de tumores obtenidos con la inoculacién de la cepa marcada C58R.
Calles 1a 6y 8a 13, colonias aisladas; calles 7 y 14, cepa C58R; M, marcador 123 pb (Life
Technologies); C(-): control negativo.
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2.4.2. Obtencion de mutantes a partir de las inoculaciones de diversas cepas de A.
tumefaciens en huéspedes herbaceos.

Para obtener resultados en el objetivo de aislar mutantes con perdida del poder
patdgeno, se siguié como estrategia adicional a la inoculacion en huéspedes naturales de A.
tumefaciens, el empleo de huéspedes no habituales en este patdgeno, como es el caso del
pimiento y el tomate, aunque éste Ultimo se emplee normalmente para evaluar el poder
patogeno de la especie al ser inoculada artificialmente. De los tumores resultantes de la
inoculacion se aislaron 200 colonias por cada cepa, de las cuales se comprobd su
patogenicidad. Los resultados de las inoculaciones de estas colonias en plantas de tomate se
muestran en la Tabla 2.6, correspondiente a los experimentos realizados en dos afos
sucesivos. A pesar de producirse tumores en la inoculacion de las cepas de A. tumefaciens en
el huésped pimiento, en el experimento del primer afio no se consiguid aislar colonias tipo
Agrobacterium con la cepa CFBP42 para su inoculacion posterior en plantas de tomate. En el
experimento del segundo afio esto se produjo también con la cepa Ach5 en el mismo

huésped.

Tabla 2.6. Caracteristicas de los mutantes no patogénicos aislados de diversas cepas de A. tumefaciens en
tumores en huéspedes herbéaceos (tomate y pimiento).

Presencia de genes’ NC de patrones de RAPDs

con las colonias (-)/N° de

Cepa y huésped Frecuencia
inoculado (clones no pat6genos

/n° total de clones Ipt/tmr vir colonias con patrones iguales a la

Primer experimento ensayados)® parental
Ach5-tomate 170/200 170(-) 170(-) 2/0
Pimiento 0/200 NA NA NA
CFBP42-tomate 0/200 NA NA NA
Pimiento No aislados NA NA NA
C58-tomate 1/200 + + 1/1
Pimiento 1/200 + + 1/1
A281-tomate 0/200 NA NA NA
Pimiento 0/200 NA NA NA
1.102-tomate 2/200 2(+) 2(+) 1/2
Pimiento 0/200 NA NA NA

Segundo experimento*

IVIA 1.102-tomate 3/200 3() 3(+) 1/3**

Pimiento 0/200 NA NA NA

a: Los clones se aislaron de tumores en medio de cultivo, y se comprob6 su poder patégeno mediante inoculacion en
plantas de tomate.

b: Anélisis mediante PCR con iniciadores especificos de los genes ipt/tmr (FGPtmr530-701y CYT1-2) y vir (VirDA-
DE). Las parejas CYT1-2 y virDA-DE se utilizaron en combinacion en PCR multiplex.

*: En el segundo experimento s6lo aparecieron colonias no patogenas en las inoculaciones con la cepa IVIA 1.102,
por lo que Unicamente se muestran los datos obtenidos con esta cepa en ambos huéspedes.

**: Casos en los que aparecieron patrones de bandas ligeramente diferentes con uno de los cuatro iniciadores de
RAPD:s.

NA: no aplicable
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En el experimento del primer afio aparecieron un gran nimero de colonias que
presentaron pérdida del poder patogeno en el huésped tomate con la cepa Ach5 (170 de
200 inoculadas), mientras que con la cepa C58 aparecio una colonia en tomate y otra en
pimiento. Con la cepa IVIA 1.102 aparecieron dos colonias que presentaron pérdida de
virulencia en el huésped tomate, ya que producian pequefas formaciones tumorales al
inocularlas en plantas de tomate, mucho maés pequefias que las producidas por la cepa
salvaje (Figura 2.2). Estas colonias se aislaron de la misma planta de tomate y procedian

del mismo tumor.

Figura 2.2. Tamafio de IVIA 1.102 T32 IVIA 1.102 T76

tumores  obtenido con
los mutantes T32 y T76
comparados con la cepa
IVIA 1.102 en
inoculaciones en tallo de
tomate.

En el experimento del segundo afio Unicamente se obtuvieron tres colonias que
presentaron pérdida del poder patogeno con la cepa IVIA 1.102 en el huésped tomate,
procedentes de la misma planta y tumor. En el resto de cepas todas las colonias aisladas e
inoculadas en plantas de tomate dieron tumores, siendo todas ellas patogenas.

Las colonias obtenidas en los aislamientos de los tumores de las plantas inoculadas
se analizaron mediante pruebas bioquimicas rapidas (ureasa y esculina) para descartar
aquellas que no dieran positivo en alguna de ellas. Con las colonias no patogenas se llevo a
cabo el analisis de identificacion mediante RAPDs con el iniciador OPE-7. En el
experimento del primer afio, de las 170 colonias aisladas de tumores provenientes de la
inoculacion de la cepa Ach5 en el huésped tomate, todos los patrones obtenidos con este
iniciador fueron diferentes a los de la cepa inoculada, lo que las descarta como clones
mutantes de la cepa inoculada. Sin embargo, las dos colonias poco virulentas aisladas de los
tumores producidos por la cepa 1VIA 1.102 dieron un resultado idéntico al de esta cepa

en los patrones de RAPDs con ese iniciador. Cuando se sometieron a analisis con los
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demés iniciadores, los patrones de bandas obtenidos fueron igualmente idénticos (Figura.
2.3; Tabla 2.6). En el caso de las colonias mutantes provenientes del experimento con la
cepa C58 los andlisis por RAPDs fueron idénticos con los cuatro iniciadores empleados
(Figura 2.4). La siembra en medio general (PYGA) con los antibi6ticos cloranfenicol y
carbenicilina, en el caso de las colonias aisladas de las inoculaciones con la cepa C58, y con
kanamicina con las colonias obtenidas con la cepa IVIA 1.102, dieron positivo en todos los
€asos.

En el experimento del segundo afio, en el que s6lo aparecieron tres colonias no
patdgenas con la cepa IVIA 1.102 provenientes de tumores de tomate, los patrones
obtenidos con tres de los iniciadores fueron también idénticos comparando con la cepa
inoculada. Con el iniciador OPE-7 se observaron diferencias en unas bandas del perfil
obtenido, mientras el resto del patron permanecia idéntico (Fig. 2.3). Estas colonias

fueron resistentes al mismo antibi6tico (kanamicina) que la cepa IVIA 1.102.

OPE-2 OPE-7 OPE-14 OPE-20
123456 7809 104132cO4 "MS7 8 9710 11 12C(-)

Figura 2.3. Analisis por RAPDs de las colonias mutantes procedentes de la cepa IVIA-1.102. Calles 1y 7, colonia
T22; calles 2 y 8, colonia T38; calle 3y 9, colonia T67; calles 4 y 10, colonia T32; calles 5y 11, colonia T76; calles
6y 12, cepa IVIA 1.102. Analisis con el iniciador OPE-7. Con este iniciador aparecen diferencias parciales en los
patrones obtenidos respecto a la cepa inoculada en las colonias de las calles 7a 9 (T22, T38 y T67). Calle 10, colonia
T32; calle 11, colonia T76; calle 12, cepa IVIA 1.102. C(-): control negativo; M: marcador 123 pb (Life
Technologies).
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C58 T1 P72 C58 T1 C58 T1 P72 C58

OPE-2 OPE-7 OPE-14 OPE-20

Figura 2.4. Analisis por RAPDs con los 4 iniciadores OPE (2-7-14-20) con las colonias no
patdgenas aisladas en los experimentos de inoculacion del primer afio con la cepa C58. No se
observan diferencias significativas en los patrones con los cuatro iniciadores. M: marcador 123 bp
(Life Technologies); C(-): control negativo.

Con las colonias que presentaron ligeras diferencias en los patrones de bandas con
uno de los iniciadores de los RAPDs respecto a la cepa inoculada IVIA 1.102, los analisis
con otras técnicas moleculares (PCR-RFLP; REP-PCR; ERIC-PCR y BOX-PCR, Figuras
2.5y 2.6) dieron el mismo patrén que la cepa parental, lo que apoya la conjetura de que
sean clones de esta cepa. El hecho de que aparezcan diferencias en las bandas del perfil de
RAPDs con uno de los iniciadores podria deberse a los cambios sufridos por estas colonias,
que ademas de afectar al poder patdgeno se podrian reflejar en los analisis realizados
mediante RAPDs.
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Figura 2.5. Andlisis mediante PCR-RFLP de las colonias mutantes obtenidas en las inoculaciones de
huéspedes herbéceos a partir de las cepas C58 e IVIA 1.102 con los enzimas Taql, Ndell, Hae Ill'y Cfo | .
Calles 1y 9, cepa IVIA 1.102. Calles 6 y 14, cepa C58. Calles 2 y 10, colonia T22; calles 3y 11, colonia
T38; calles 4 y 12, colonia T67; calles 5 y 13, colonia T32. Calles 7 y 15, colonia T1; calles 8 y 16,
colonia P72. M1: marcador 250 pb (Life Technologies); M2: marcador 250 pb (Life technologies); C(-):
control negativo.
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BOX REP
1 23 45 6CHM1 M2 1 2 3 4 5 6

Figura 2.6. Analisis mediante BOX, REP y ERIC-PCR de las colonias mutantes obtenidas con la cepa IVIA
1.102. Calle 1, colonia T22; calle 2, colonia T38; calle 3, colonia T67; calle 4, colonia T32; calle 5,
colonia T76; calle 6, cepa IVIA 1.102; C (-), control negativo; M1: marcador de 123 pb (Life
Technologies); M2: marcador de 100 pb (Life Technologies)

2.4.3. Evaluacion de las colonias obtenidas a partir de los tumores producidos en los
experimentos de inoculacion de dos cepas de A. tumefaciens en huéspedes lefiosos.

Los experimentos de inoculacion de cepas de A. tumefaciens para obtener mutantes
no patdgenos se completaron con el empleo de diversos huéspedes habituales de este
patdgeno para observar posibles diferencias en los resultados debidos a una posible

interaccion huésped-patdgeno.

2.4.3.1 Andlisis de las inoculaciones en tomate

Los resultados de los aislamientos e inoculaciones en tomate de los aislados
obtenidos en los experimentos realizados con la cepa IVIA 325-4 se muestran en la Tabla
2.7. El nimero de tumores obtenidos no fue el mismo en todos los huéspedes, por lo que
en algln caso se tomaron dos 0 mas muestras del mismo tumor hasta completar el nimero
de cinco aislamientos por cada huésped. A partir del huésped manzano no se consiguieron
aislar colonias tipo Agrobacterium. En los huéspedes Adafuel, cerezo y GF677 las colonias
que no produjeron tumores en tomate fue elevado aunque variable segun la planta
inoculada. En peral no se obtuvieron colonias no patdgenas, aunque en este caso, al
producirse sélo un tumor de las 10 plantas inoculadas, todas las colonias aisladas (250)

provinieron del mismo.
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Tabla 2.7. Caracteristicas de los mutantes no patogénicos de la cepa IVIA 325-4 aislados de tumores en
diversos huéspedes lefiosos.

Frecuencia Presencia de genes’
Huésped y tumor  (clones no pat6genos Ipt/tmr Vir n° patrones de RAPDs
/n° total de clones obtenidos
ensayados)®

Adafuel-1 50/50 50 (-) 50 (-) 1
Adafuel-2 0/50 NA NA NA
Adafuel-3 50/50 50 (-) 50 (-) 2
Adafuel-4 50/50 50 (-) 50 (-) 2
Adafuel-5 50/50 Nd Nd Nd
Cerezo-1 50/50 50 (-) 50 (-) 3
Cerezo-2 2/50 2(-) 2(-) 1
Cerezo-3 50/50 50 (-) 50 (-) 2
Cerezo-4 0/50 NA NA NA
Cerezo-5 3/50 3() 3() 1
GF677-1 3/50 3(-) 3(-) 2
GF677-2 0/50 NA NA NA
GF677-3 50/50 50 (-) 50 (-) 1
GF677-4 0/50 NA NA NA
GF677-5 31/50 31(-) 31(-) 2

Peral-1 0/250 NA NA NA

a: Los clones se aislaron de tumores en medio de cultivo, y se comprob6 su poder patdgeno mediante
inoculacion en plantas de tomate.

b: Anélisis mediante PCR con iniciadores especificos de los genes ipt/tmr (FGP530-701 y CYT1-2) y vir
(virDA-DE). Las parejas CYT1-2 y virDA-DE se utilizaron en combinacion en PCR multiplex.

NA: No aplicable

Nd: no determinado

Los resultados de los aislamientos e inoculaciones en tomate de las colonias
obtenidas en los experimentos realizados con la cepa IVIA 678-2 se muestran en la Tabla
2.8. Con esta cepa no se consiguié aislar colonias tipo Agrobacterium de varios de los
tumores obtenidos en los distintos huéspedes, lo que hace que el nimero de colonias
analizadas sea menor que en el caso de la cepa IVIA 325-4. Asi, los aislamientos obtenidos
fueron algo mas de la mitad (619 aislamientos frente a 1.000). El nimero de colonias
inoculadas que presentaron el fenotipo no patogeno resulté elevado en los huéspedes
albaricoquero y Mirobolan, mientras que en GF677 no se aislaron colonias no patogenas.
Con las colonias que no produjeron tumores en tomate, y dos positivas como control, se
procedio a realizar los analisis de identificacion mediante RAPDs. En caso de semejanza en
los patrones obtenidos, comparando con las cepas inoculadas, se procederia a analizar las
colonias con los otros tres iniciadores descritos en el Capitulo 1 para confirmar la

identidad de las colonias.
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Tabla 2.8. Caracteristicas de las colonias no patdgenas de la cepa IVIA 678-2 aisladas de tumores en
diversos huéspedes lefiosos.

Frecuencia Presencia de genes’
(clones no patdgenos N° patrones de RAPDs
Huésped y tumor ~ /n° total de clones [pt/tmr vir obtenidos
ensayados)*
Mirobolan-1 5/50 5() 5() 1
Mirobolan-2 10/50 10 (-) 10 (-) 1
Al-1 0/50 NA NA NA
Al-2 33/50 Nd Nd Nd
Al-3 32/50 32(-) 32(-) 3
Al-4 0/50 NA NA NA
Montclar-1 5/50 5() 5() 1
Montclar-2 0/19 NA NA NA
GxN22-1 0/50 NA NA NA
GxN22-2 0/50 NA NA NA
GxN15-1 4/50 4(-) 4(-) 1
GF677-1 0/50 NA NA NA
GF677-2 0/50 NA NA NA

a: Los clones se aislaron de tumores en medio de cultivo, y se comprob6 su poder patdgeno mediante
inoculacion en plantas de tomate.

b: Anélisis mediante PCR con iniciadores especificos de los genes ipt/tmr (FGP530-701 y CYT1-2) y vir
(virDA-DE). Las parejas CYT1-2 y virDA-DE se utilizaron en combinacion en PCR multiplex

NA: No aplicable

Nd: no determinado

2.4.3.2 Analisis mediante RAPDs de las colonias no patogenas

Los resultados obtenidos, a diferencia de lo que se esperaba, mostraron que tanto
en el experimento de inoculacion con la cepa IVIA 325-4 como con la cepa IVIA 678-2,
ninguna de las colonias negativas en tomate presento perfiles de RAPDs semejantes a las
cepas inoculadas. Incluso, el nimero de patrones de bandas obtenido en colonias
provenientes del mismo huésped y tumor llega en algunos casos a dar tres diferentes
(cerezo, Adafuel, albaricoquero) (Tablas 2.7 y 2.8; Figuras 2.7 y 2.8). Ninguna de estas
colonias es, en principio, mutante, ya que no son clones procedentes de las cepas
patogenas inoculadas inicialmente en un huesped determinado, o al menos, no son
mutantes de estas cepas en concreto. En estos experimentos, por lo tanto, no se consiguio
obtener mutantes con pérdida del poder patogeno. Las colonias patogenas que se
analizaron como control en los dos experimentos (dos colonias por cepa y huésped) dieron
el mismo perfil de bandas que la cepa inoculada con los cuatro iniciadores en los analisis
por RAPDs.
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Figura 2.7. Analisis por RAPDs de colonias aisladas de tumores en el huésped GF 677 inoculado con la
cepa IVIA 325-4. Calles 1 a 18, colonias aisladas en los distintos tumores analizados; Calle 9, cepa inoculada
IVIA 325-4. Todas las colonias son iguales entre si y diferentes a la cepa inoculada IVIA 325-4. C(-):
control neaativo.

M 1 2345 6 7 8591011 121314 15 16 17 18 C(-)

Figura 2.8. Diversidad de patrones de RAPDs obtenidos en colonias aisladas de tumores analizados de
varios huéspedes: Calle 1, colonia aislada del huésped Adafuel, tumor 1; Calles 2, 3 y 4, colonias del
mismo huésped y tumor 3; Calles 5-6, colonias del mismo huésped y tumor 4; Calle 7, cepa inoculada
IVIA325-4; Calles 8 a 18, colonias aisladas del huésped cerezo. Calles 8 a 12, colonias del tumor 1; Calle
13, colonia del tumor 2; Calles 14-15, colonias del tumor 3; Calles 16-18, colonias del tumor 5. M,
marcador 123 bp (Life Technologies); C(-), control negativo. Las flechas sefialan los distintos patrones
obtenidos con colonias provenientes del tumor 1 de cerezo.

2.4.4. Amplificacion de las zonas involucradas en la patogenicidad.

En los experimentos con la cepa marcada C58R, todos los clones mutantes dieron
positivo con los tres pares de iniciadores, lo que indica que todos poseen el plasmido Ti, y
que la causa de la pérdida del poder patgeno debe residir en cambios moleculares bien a
nivel del plasmido, bien en los genes cromosdmicos (Tabla 2.1).

En el primer experimento de inoculacién en huéspedes herbaceos, y como se
observa en la Tabla 2.6, las colonias aisladas de tumores obtenidos con la cepa Ach5 no

produjeron sefial de amplificacion con iniciadores de la regién del ADN-T, y tampoco
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ninguna dio positivo con los de la region vir. Con las colonias procedentes de las cepas C58
e IVIA 1.102, todas amplificaron con los iniciadores empleados, tanto del ADN-T como
de la region vir. En el segundo experimento, con las colonias provenientes de la cepa IVIA
1.102 se observé que con los iniciadores del gen ipt, de la region del ADN-T no hubo
sefial de amplificacion, mientras con los iniciadores VirDA-DE, de la region vir, si se
obtuvo amplificacion (Figura 2.9). Esto conduce a pensar que debe ser una zona del ADN-
T, que incluye este gen ipt, la afectada en estos mutantes, y la probable causa de su pérdida
del poder patégeno.

- -
= ' 5
CYT1-2 = 8
(427 pb) } - = |
—> e F e tmr530-70
’ pe— -
VirDA-DE - - | (L72P0)
e —

(338 pb)
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Fig. 2.9. Analisis de amplificacion de las regiones del ADN-T y de la region vir de los clones no patdgenos obtenidos en las
inoculaciones en huéspedes herbaceos. A) Analisis mediante PCR multiplex de los mutantes obtenidos de la cepa IVIA
1.102 y B): Anélisis mediante los iniciadores FGP tmr 530-701, de la region del ADN-T: calle 1: T22; calle 2: T38; calle
3: T67; calle 4: T32; calle 5: T76; calle 6: cepa IVIA 1.102. C): Analisis de los clones no patdgenos procedentes de la cepa
C58 mediante PCR multiplex (calles 1 a 3) y con los iniciadores FGPtmr de la region del ADN-T (calles 4 a 6). Calle 1:
T1; calle 2: P72; calle 3: cepa C58; calle 4: T1; calle 5: P72; calle 6: cepa C58. M: marcador 100 pb (Life Technologies);
C(-): control negativo.

En los experimentos de inoculacion en huéspedes lefiosos se llevaron a cabo los
andlisis por amplificacion de regiones del plasmido Ti en todas las colonias tipo
Agrobacterium que dieron negativo en la inoculacién en plantas de tomate, aunque sus
perfiles de RAPDs no fueran iguales a los de la cepa inoculada. Los resultados de estos

analisis se muestran en las Tablas 2.7 y 2.8. En ellos se observa que no se obtuvo sefial de

82



Capitulo 2: Resultados

amplificacion con los iniciadores de ambas zonas de patogenicidad en niguna de las colonias

no patdgenas.

2.4.5. Inoculacion de los mutantes en los huéspedes de donde proceden las cepas
parentales.

Los clones negativos en tomate con el mismo perfil de bandas en los andlisis de
RAPDs obtenidos en los aislamientos de los experimentos de inoculacion realizados con la
cepa C58R y la cepa IVIA 1.102 dieron también resultado negativo al ser inoculados en los
huéspedes correspondientes a cada cepa (cerezo con C58R, crisantemo con IVIA 1102).
Los mutantes que presentan pérdida de virulencia (T32 y T76) dieron tumores del mismo
tamario que la cepa parental (IVIA 1.102) en crisantemo. Con los mutantes procedentes
de la cepa C58, la colonia P72, obtenida de un tumor en pimiento, di6 negativo en el
huésped cerezo, mientras la colonia T1, obtenida en tomate, proporciond tumores del
mismo tamafio que la cepa inoculada C58 (Figura 2.10). El clon T1 presenta una
reduccion en el rango de huéspedes, lo que estaria dentro de lo que se denomina pérdida

de virulencia.

Figura 2.10. A) Tumor
producido por el mutante T1,
procedente de tomate, en el
huésped cerezo, comparado
con la cepa parental C58. El
tamafio de los tumores es
semejante con ambas cepas.

B) Inoculacion del clon T1 en
tomate. No produce tumor en
este huésped, comparado con
la cepa C58.

Mutante T1  Cepa C58 Mutante T1  Cepa C58

2.4.6 Andlisis de virulencia con los mutantes procedentes de la cepa IVIA 1.102

Los resultados obtenidos con las inoculaciones de las suspensiones de cada uno de
los mutantes y de la cepa salvaje IVIA 1.102 se muestran en la figura 2.11. En ella se
observa que el tamafio aparente de los tumores provocados por la cepa salvaje son

mayores, en general, que los producidos por estos dos mutantes. Los pesos de los tumores
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obtenidos de cada tallo inoculado se compararon entre si, y los resultados obtenidos en el
andlisis de varianza indican que existen diferencias significativas entre los tumores

inducidos por la cepa parental (IVIA 1102) y los mutantes con pérdida de virulencia.

Fig.2.11.Tumores

producidos por los
mutantes T32 y T76
que presentan pérdida
de virulencia. Se
observa una reduccion
en los  tamafios
comparado con los de

la cepa parental.
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Gréfica 2.1. Grafico comparativo de las medias de los pesos de los tumores producidos con la cepa IVIA

1.102 y los mutantes T32 y T76 obtenidos en el experimento de inoculacién en huéspedes herbéaceos del
primer afo.
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2.5 DISCUSION

No se han encontrado trabajos en la bibliografia sobre la aparicion de mutantes
espontaneos de cepas de A. tumefaciens en tumores excepto los trabajos in planta de
Bélanger et al., (1993; 1995). Dichos trabajos estan limitados por el hecho de haber
utilizado cepas del biovar 2 y obtenidas s6lo en manzano, aunque se han incluido en estos
estudios otras cepas y otros huespedes, pero en muy escaso numero. Solo se han realizado
observaciones acerca de la dificultad o imposibilidad de recuperar colonias patogenas en
tumores de huéspedes concretos (Canfield y Moore, 1991; Bélanger et al., 1993; Picard,
1993; Cubero et al., 1999), pero no se ha estudiado a fondo este fendmeno.

En el experimento con la cepa marcada C58R, los resultados que se han obtenido
con las colonias que no producen tumores en plantas de tomate, demuestran que se
obtuvo un elevado ndmero de mutantes no patoégenos que proporcionaron el mismo
patron de RAPDs que la cepa inoculada. Por consiguiente, se ha conseguido aislar colonias
que presentan pérdida del poder patoégeno y que son mutantes de la cepa C58R. El
porcentaje de aparicion de este fenotipo es elevado (18%), mas teniendo en cuenta que es
una cepa del biovar 1, en el que hasta la fecha no se habia observado este fenémeno. Si
comparamos con los datos obtenidos en otros trabajos, donde se llega a porcentajes del
90% de mutantes (Bélanger et al., 1995), los obtenidos en el presente trabajo son
menores, pero es necesario sefialar que aquéllos se produjeron con una cepa perteneciente
al biovar 2 y obtenida en manzano, un huésped conocido por la dificultad de recuperar
clones patdgenos.

Los anlisis por PCR de estos clones dieron positivo con todos los iniciadores
especificos del plasmido Ti empleados, lo que indica que el mismo esta presente en todos
los mutantes, por lo que podria ser una o varias modificaciones en el plasmido y/o en los
genes cromosomicos involucrados en el caracter patogeno los responsables de esta pérdida
fenotipica. En este experimento, al emplear como medio de aislamiento un medio general
suplementado con el antibidtico gentamicina, no se aislaron otras bacterias no patdgenas
susceptibles al antibiotico, que podrian haberse confundido con las mutantes. La
inoculacion de estos mutantes en el huésped cerezo parece confirmar el fenotipo de

péerdida de patogenicidad.
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En los experimentos de inoculacion del primer afio en plantas herbaceas, se
obtuvieron a partir de los tumores de la cepa Ach5 inoculada en tomate un gran nimero
de colonias tipo Agrobacterium que no fueron patogenas en tomate (170 de 200), pero los
analisis por RAPDs demostraron que no eran clones de la cepa inoculada. En las otras
inoculaciones se aislaron dos colonias procedentes de la cepa IVIA 1.102 que dieron
perfiles de bandas identicos en el analisis de RAPDs y que proporcionaron tumores de
pequefio tamafio. Con la cepa C58 también se aislaron dos colonias que no produjeron
tumores en plantas de tomate, y los analisis por RAPDs dieron patrones idénticos con los
cuatro iniciadores. Al tratarse de colonias procedentes de la cepa C58, casi idénticas a la
C58R, se observa una gran diferencia en el porcentaje de colonias no patogenas obtenidas
en ambos casos. Podria deberse a una interaccion con la planta huésped, que en el caso del
hibrido GF677 habria producido una mayor inestabilidad genética en la cepa inoculada y/o
a la mayor ventaja selectiva de los mutantes producidos en el experimento con la cepa
C58R respecto a la cepa salvaje, comparado con los mutantes obtenidos con la cepa C58,
0 a una caracteristica propia de la cepa resistente al antibiotico gentamicina frente a la no
resistente.

Las colonias obtenidas con la cepa IVIA 1.102 procedieron de la misma planta y
tumor, y en este caso se produjo una pérdida de virulencia significativa, ya que los
tumores que estos mutantes produjeron en plantas de tomate fueron mas pequefios
comparados con la cepa salvaje. El analisis comparado del peso de los tumores obtenidos
en tomate mostrd que hay diferencias significativas entre los provocados por la cepa salvaje
y los obtenidos mediante la inoculacion de los mutantes. Los analisis mediante PCR
indicaron la presencia del plasmido Ti en todas los clones obtenidos, lo que vuelve a
indicar que la pérdida de virulencia no se debe a la falta del pTi. La aparicion de colonias
no patogenas en la inoculacion de la cepa Ach5 en tomate, que no coinciden en los perfiles
de RAPDs, plantea la cuestion sobre el origen de las mismas y si estas cepas no patogenas
presentan ventajas selectivas frente a las cepas patogenas. En este caso los analisis negativos
por PCR parecen indicar la carencia del plasmido Ti, lo que explicaria la ausencia de poder
patogeno.

En los experimentos del segundo afio solo aparecieron tres clones no patdgenos

con la cepa IVIA 1.102, procedentes de un mismo tumor de tomate. Los analisis mediante
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RAPDs mostraron que los patrones son idénticos con tres de los cuatro iniciadores. Con el
iniciador OPE-7, los patrones presentaron diferencias en algunas bandas, mientras otras
fueron idénticas, lo que podria ser debido a diferencias de tipo genético en el plasmido o
los cromosomas. El analisis mediante otras técnicas moleculares (RFLPs, ERIC, BOX,
REP-PCR) apoya la identidad entre la cepa inoculada y las recuperadas. Los analisis por
PCR de las colonias mutantes no patogenas sugieren cambios en la region del gen ipt del
ADN-T, pero no evidenciaron modificaciones de la region vir, lo que indicaria la presencia
del plasmido Ti pero con posibles inserciones o deleciones que explicarian la pérdida del
poder patogeno debido a cambios en dicho gen 0 en un area en la que también se veria
afectado este gen. Un resultado similar se obtuvo en un trabajo cuyo objetivo era el disefio
de dos parejas de iniciadores para la deteccion de cepas patogenas de Agrobacterium (Haas et
al., 1995). En particular, se disefié una pareja de iniciadores de la region vir (VirDA-DE)
con la idea de que permitiera detectar todos los patogenos del género Agrobacterium (A.
tumefaciens, A. rhizogenes, A. vitis, segiin nomenclatura antigua) mientras la otra pareja de
iniciadores eran de la region del ADN-T (CYT1-2) y solo detectarian los patogenos
pertenecientes a A. tumefaciens. En este trabajo, una de las cepas clasificadas con la antigua
nomenclatura como A. radiobacter, y por tanto, no patdgena, did positivo con los
iniciadores de la region vir, mientras era negativa con los iniciadores del ADN-T, cuando
debia haber sido negativa en ambos analisis. Posiblemente seria mas l6gico pensar que se
trataba de una cepa de A. tumefaciens que por diversos motivos pudo haber sufrido cambios
en la region del ADN-T y haber perdido su caracter patdgeno, en vez de ser una cepa no
patogena que presenta genes de la region vir en un plasmido diferente al Ti. Se trataria,
pues, de una cepa mutante que habria aparecido de forma espontanea y que se habria
aislado en un tumor de rosal. Esto es un ejemplo de la confusion que existia en la
clasificacion y taxonomia de este género que se basaba en caracteres fenotipicos o en
presencia/ausencia del plasmido Ti.

Las inoculaciones de los mutantes procedentes de la cepa C58 en el huésped de
donde se aislo originariamente (cerezo) dieron tumores del mismo tamafio con el clon T1,
mientras que P72 fue negativo. La inoculacion de los mutantes obtenidos con la cepa IVIA
1.102 en el huésped crisantemo fue negativa con los mutantes que no inducen tumores en

tomate pero los que presentaron perdida de virulencia dieron tumores semejantes a la cepa
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parental. Esto confirma, por un lado, el fenotipo de pérdida de virulencia de los mutantes
T32y T76, y por otro, hace que se clasifique el mutante T1 con reduccion de virulencia 'y
no como con pérdida del poder patdgeno.

Los clones obtenidos en el desarrollo de esta tesis, se comprobd que presentaban
resistencia a los mismos antibioticos que las cepas de las que proceden (C58 a carbenicilina
y cloranfenicol, IVIA 1.102 a kanamicina), lo que apoya su semejanza. Sin embargo, en
estos experimentos también se comprobo la presencia de colonias resistentes a los mismos
antibioticos que las cepas inoculadas, pero que no pertenecian al género Agrobacterium.
Esto ocurrio con colonias aisladas de tumores obtenidos con la cepa A281, resistente a
cloranfenicol, y con la cepa IVIA 1.102, resistente a kanamicina, ya que aparecieron
colonias que siendo resistentes a dichos antibioticos, no dieron positivo en las pruebas
bioquimicas tipicas de Agrobacterium. Estos datos indican que existe el riesgo de tomar
como colonias provenientes de una previa aquéllas que presentan la misma resistencia a un
antibiotico que la original. Sin embargo, el empleo de RAPDs permite confirmar la
identidad de los clones bajo estudio y su diferenciacion de otras bacterias que puedan
presentar el mismo fenotipo. Esto lleva a preguntarse hasta qué punto son fiables los
resultados y conclusiones de trabajos llevados a cabo con cepas marcadas con resistencia a
antibioticos en ambientes complejos (suelo, tumores, etc.) donde existe una gran
diversidad de bacterias del mismo o diferente género o especie que pueden presentar esas
mismas resistencias.

Los resultados obtenidos en la inoculacion de las colonias aisladas tipo Agrobacterium
procedentes de tumores de plantas lefiosas podrian llevar a la conclusion de que el
fenomeno de la pérdida espontanea del poder patdgeno es un fendmeno muy frecuente y
facilmente observable, dado el gran nimero de colonias que se aislaron con este fenotipo.
Esto contradice los resultados de trabajos previos en los que se han empleado cepas del
biovar 1, y donde no se consiguio obtener mutantes in planta. El analisis de la identidad de
estas colonias mediante la técnica de RAPDs, puesta a punto en el Capitulo 1, demostro
que no aparecio una sola colonia no patogena procedente de las cepas previamente
inoculadas. Solo se recuperaron colonias patogenas, clones de las previamente inoculadas,
y agrobacterias no patogenas cuya procedencia no esta clara. Podrian estar presentes en las

plantas de forma endofita o provenir de fuentes externas, como el agua de riego, el aire 0

88



Capitulo 2: Discusion

algin otro medio (Faivre-Amiot et al., 1979). Los resultados de estos experimentos de
inoculacion en especies lefiosas concuerdan con los experimentos del grupo del profesor
Dion, es decir, no se obtuvieron mutantes de cepas del biovar 1 en huéspedes comunes.

Destaca el hecho de que a partir de algunos huéspedes se consiguiera aislar en
mayor nimero colonias no patogenas que patogenas (caso de Adafuel, cerezo, almendro).
Este fendmeno se ha observado anteriormente (Dion et al., 1996) y se ha postulado que se
deberia a la ventaja selectiva que conllevaria la presencia de un plasmido Ti alterado o a su
ausencia, frente al plasmido intacto. Hay tambien grandes diferencias en cuanto al nimero
de colonias tipo Agrobacterium aisladas con las dos cepas inoculadas (1.000 colonias frente a
619), ya que con la cepa IVIA 678-2, y con todos los huéspedes, se encontraron siempre
dificultades para aislar colonias tipo Agrobacterium. Con el huésped manzano no fue posible
aislar colonias tipo Agrobacterium, lo que confirma sus especiales caracteristicas.

La presencia de una poblacion heterogénea de agrobacterias, detectada por los
distintos patrones de RAPDs obtenidos a partir de los aislados de un huesped (hasta tres
diferentes en algunos casos) en el interior de los tumores producidos por cepas patogenas
refleja la coexistencia de todas ellas, ya sea en competencia 0 en armonia. Los analisis por
PCR de las colonias no patogenas parecen indicar la ausencia del plasmido Ti, aunque no
se puede descartar la presencia del mismo pero con zonas afectadas de forma que no
amplifiquen con los iniciadores empleados.

No se llevaron a cabo analisis del metabolismo de las opinas en ninguno de los
mutantes obtenidos, pero la presencia del plasmido Ti en todas las colonias, verificado
mediante amplificaciones con iniciadores especificos del plasmido indica que
probablemente todos poseen la region para su catabolismo, y por tanto, presentarian una
ventaja selectiva. Tampoco se comprobo la capacidad de utilizar estos compuestos por
parte de las colonias no patogenas obtenidas en los distintos experimentos en gran
numero, por lo que este mismo postulado podria aplicarse para ellas. Esta hipotesis debe,

sin embargo, comprobarse experimentalmente.

89



Capitulo 2: Conclusiones

2.6 CONCLUSIONES

. Los experimentos de inoculacion con la cepa C58R, marcada con un plasmido de
resistencia al antibidtico gentamicina, proporcionaron un elevado ndmero de
colonias que presentaron pérdida del poder patogeno (16 de 90, 18%). Las
pruebas bioquimicas y moleculares y los perfiles de RAPDs mostraron que eran
mutantes procedentes de la cepa inoculada y que todos los mutantes poseian el
plasmido Ti.

. Enlos experimentos de inoculacion en plantas herbaceas se obtuvieron siete clones
mutantes de 4.000 aisladas, procedentes de las cepas C58 e IVIA 1.102, lo que
representa un porcentaje de aparicion de mutantes muy bajo (0.18%). El analisis
mediante RAPDs confirmo la identidad de cuatro de estos mutantes con los cuatro
iniciadores empleados.

. De los siete mutantes, tres presentaron pérdida parcial de virulencia. Los otros
cuatro casos presentaron pérdida total de virulencia. En tres de estos cuatro
clones, los analisis de RAPDs proporcionaron idéntico perfil comparado con la
cepa inoculada respectiva, excepto con uno de los iniciadores, que dio perfiles con
diferencias en algunas bandas. Con otras pruebas de identificacion moleculares
(PCR-RFLP, REP-PCR) sin embargo, los resultados fueron idénticos entre ellos.

. Los anélisis por PCR de distintas zonas del plasmido Ti demostraron que los siete
clones mutantes poseen este plasmido. Tres de ellos no amplificaron con
iniciadores del gen ipt del ADN-T, lo que indicaria como posible causa de la
perdida del poder patogeno una modificacion en esa zona. Los otros cuatro clones
fueron positivos con todos los iniciadores empleados.

. No se ha conseguido aislar colonias mutantes con fenotipo no patogeno
provenientes de dos cepas de A. tumefaciens inoculadas en 10 huéspedes lefiosos
habituales de la bacteria. Las colonias tipo Agrobacterium no patogenas aisladas
mostraron distinto perfil de RAPDs que los de las cepas previamente inoculadas.

. No parece observarse una interaccion huésped-patdgeno que provoque la aparicion
de mutantes no patogenos en gran numero, excepto en el caso de la cepa C58R
con el huésped GF677.
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7. La pérdida de virulencia en dos clones procedentes de la cepa IVIA 1.102
inoculada en tomate se confirmd con la observacion del peso de los tumores
obtenidos al inocular plantas jovenes de tomate.

8. El empleo de cepas marcadas con resistencia a antibioticos como Unico método de
identificacion no garantiza que en el medio de cultivo suplementado con ese
antibiotico no se aislen otras colonias semejantes que puedan presentar esas mismas

resistencias.
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Capitulo 3: Introduccion

3.1 INTRODUCCION

No hay apenas referencias sobre las causas que producen la pérdida espontanea de
la patogenicidad en cepas de A. tumefaciens. Unicamente se han llevado a cabo
experimentos en laboratorio con tratamientos con sustancias o técnicas mutagénicas
(Fortin et al., 1993), 0 en experimentos de inoculacion in planta con mutantes espontaneos
obtenidos de tumores (Bélanger et al., 1993; 1995) y experimentos de solarizacion en
suelo (Raio et al., 1997). En estudios realizados sobre la aparicion de mutantes
espontaneos de A. tumefaciens que presentan pérdida del poder patdgeno en medios de
cultivo, solo se observo la aparicion de este tipo de mutantes al afiadir al medio sustancias
fenolicas inductoras de la expresion de los genes vir, como la acetosiringona, el acido
sinapinico y el siringaldehido (Fortin et al., 1992). Los estudios se llevaron a cabo
empleando las cepas de nopalina T37 y C58, asi como una variante espontanea de la cepa
C58, denominada C58F. Dichas sustancias fendlicas produjeron mutantes no patogenos en
proporciones que sobrepasaban el 50% de las colonias recuperadas con las cepas T37 y
C58F, mientras que para la cepa C58 el porcentaje no supero el 1%. Sin embargo, en las
incubaciones control en las que no se empled ningin inductor de la pérdida del poder
patogeno en el medio de cultivo, no se obtuvieron mutantes. El analisis de los mutantes no
patogenos demostro que todos los derivados de la cepa T37 poseian el plasmido Ti, asi
como muchos de los provenientes de la cepa C58F. En todos los casos estudiados excepto
en uno, los mutantes que atn contenian el plasmido Ti presentaron mutaciones puntuales
en el gen virG, localizado en este plasmido, en distintas posiciones. En el otro caso, el
mutante estaba afectado en el gen cromosomico chvE. No se conocen mas trabajos en los
que se haya observado la aparicion de mutantes no patdgenos de A. tumefaciens de forma
espontanea en condiciones de laboratorio. Sin embargo, si existen numerosas
publicaciones en los que se observa este fendmeno en otros modelos bacterianos. Asi, en
bacterias fitopatogenas, el ejemplo mas caracteristico es el de Ralstonia solanacearum, donde
hay numerosos estudios sobre la maquinaria genética y de produccion de proteinas
involucradas en la virulencia (Gillings et al., 1993; Huang et al., 1993; Huang y Allen,
1997) y en la que se ha observado la pérdida espontanea de virulencia (Brumbley y Denny,

1990; Brumbley et al., 1993). Esta pérdida se observa tanto en cultivos liquidos como a
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traves de pasos de inoculacion en plantas de tomate, y se ha denominado conversion
fenotipica (PHENOTYPE CONVERSION, PC).

La diferencia importante que hay que resaltar es que se habla de virulencia, un
término que expresa cuantificacion del fenotipo patogenicidad. En los mutantes
espontaneos estudiados, la pérdida de virulencia se manifesto de diversas maneras, como
en la perdida de produccion de exopolisacaridos, la actividad reducida del enzima
endogluconasa, el aumento de actividad endopoligalacturonasa, o en un aumento de la
motilidad. Aunque estos mutantes no producen los mismos sintomas en plantas de tomate
que las cepas salvajes, los fenotipos PC aln son patogenos, y son capaces de producir
enanismo y la formacion de raices adventicias. Ademas habia variaciones entre los
mutantes obtenidos en cuanto a los sintomas que presentaron. Las causas que produjeron
esos fenotipos no virulentos se debian a diversos cambios genéticos, que incluian
inserciones 0 mutaciones simples. Es poco probable que la reduccion de la virulencia fuera
debida a un menor crecimiento de estos mutantes en la planta, ya que se comprobd que
crecen al menos tan rapido como las cepas salvajes (Brumbley y Denny, 1990). Asimismo,
la aparicion de estos mutantes no se circunscribio a una Unica cepa sino que se produjo en
varias cepas de la bacteria. En una de ellas, la cepa AW1, era la mutacion en un solo gen,
phcA, la responsable de la alteracion en el grupo de factores asociados con el PC, y por
tanto, con la reduccion de la virulencia. Sin embargo, en otra cepa, la K60, los mutantes
obtenidos no fueron complementados con este gen, lo que indicaria que se producian
otros cambios, ademas de, o en lugar de, los producidos en el gen phcA en esta cepa.

Otro modelo de bacteria fitopatogena en la que se ha observado la pérdida de
virulencia es en la bacteria Xanthomonas oryzae pv. oryzae, patogena del arroz. Rajeshwari et
al., (1997) sefalaron la pérdida espontanea de virulencia en cultivos mantenidos en
prolongadas fases estacionarias, pero dicho fenémeno no se produjo en la fase exponencial.
También en este caso, los mutantes se caracterizaron por la disminucion en la produccion
de polisacaridos extracelulares. Se obtuvieron distintos tipos de mutantes, que difirieron
entre ellos en la estabilidad del fenotipo mutante, la extension de la pérdida de virulencia,
la capacidad para competir con las cepas salvajes en experimentos de co-cultivo y en la
hipersensibilidad al perdxido de hidrogeno.
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Otros casos en los que se ha observado la pérdida espontanea de virulencia son los
de Pseudomonas tolaasii, patdgeno del champifion, por duplicacion de un elemento genético
de 661 pb en un gen regulador (Han et al., 1997), o en la bacteria Pseudomonas syringae pv.
savastanoi, donde la insercion de un elemento transponible en el gen iaaM (responsable de
la produccion del &cido indolacético, relacionado con la virulencia) es responsable también
de pérdida de virulencia a nivel espontaneo en esta bacteria fitopatdgena (Comai y Kosuge,
1983).

La observacion de este fenomeno de la pérdida espontanea de virulencia o del
poder patdgeno no parece ser algo exclusivo de unos pocos modelos, aunque su estudio se
haya limitado hasta ahora a unas pocas especies bacterianas. La existencia de estudios que
abordan métodos para prevenir la pérdida de virulencia en bacterias fitopatdgenas durante
el almacenamiento a largo plazo, como ocurre en la conservacion de las colecciones de
bacterias, indica que la pérdida de la patogenicidad (o reduccion de la virulencia) podria
ser un problema mas comun de lo que pudiera parecer (Bashan y Okon, 1986). En este
trabajo, las bacterias estudiadas fueron Pseudomonas syringae pv. tomato, Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria y X. campestris pv. campestris, y los problemas encontrados se
debieron a cambios en caracteristicas relacionadas con la patogenicidad, como la
produccion de toxinas, sensibilidad a bacteriofagos y disminucion del grado de virulencia.

Fuera del campo de la fitopatologia también se ha observado este fendmeno. Con
la bacteria Bordetella bronchiseptica, patogena de animales, en condiciones in vitro se
producen varios cambios fenotipicos, entre los cuales se encuentran la pérdida de factores
de virulencia, como la actividad adenilato-ciclasa, pérdida de estructuras de superficie
hidrofdbicas y cambios en el perfil polipeptidico en SDS-PAGE. En este caso también se
obtuvieron mutantes que diferian entre ellos, no siendo una sola la causa que los producia
(Kruger et al., 1988). Otros patogenos de animales, como Aeromonas salmonicida (Ishiguro
et al., 1981) o Vibrio vulnificus (Wright et al., 1990) también presentaron esta
caracteristica. En patogenos humanos también encontramos antecedentes de este
fendmeno, como en las bacterias Mycobacterium intracellulare (Kajioka y Hui, 1978); Shigella
flexneri (Kopecko et al., 1979; Maurelli et al., 1984; Mills et al., 1992); Haemophilus
influenzae (Hoiset et al., 1985); Helicobacter pylori (Westblom et al., 1992) o Shigella
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dysenteriae (McDonough y Butterton, 1999), donde se han observado distintas causas que
producen pérdida de virulencia de forma espontanea.

Con todos estos antecedentes, y a pesar de no haberse encontrado referencias
acerca de la pérdida espontanea de virulencia o del poder patdgeno en cepas de
Agrobacterium sp., los resultados obtenidos en el Capitulo 2 de esta tesis, en los que se
observaba la aparicion de mutantes que presentaron pérdida del poder patdgeno en unos
de ellos y pérdida de virulencia en otros (en experimentos de inoculacion con diversas
cepas), nos planted la pregunta logica de si esta pérdida se debe a la interaccion entre la
cepa y la planta inoculada o es una pérdida espontanea. Por ello se quiso Ilevar a cabo un
experimento para la observacion de la aparicion espontanea de este fenomeno sin afiadir
ningun tipo de sustancias como las que se han descrito que favorecen la pérdida de poder
patogeno, como los compuestos fenolicos u otros tipos de agentes (altas temperaturas,
cultivos en fase estacionaria, radiaciones, etc.). De todas las cepas empleadas, se
escogieron aquéllas que proporcionaron mutantes con pérdida de patogenicidad en los
distintos experimentos de inoculacion Ilevados a cabo, aunque fuera en numero reducido.
Por tanto las cepas escogidas fueron la C58R, al ser la cepa que proporciono un mayor
numero de clones no patdgenos en los experimentos realizados con el huésped GF677 y
las cepas C58 e IVIA 1.102, con las que se obtuvieron un numero reducido de mutantes.

En el caso de la cepa C58R, la que presenta un mayor nimero de clones
recuperados que han perdido el poder patogeno, al poseer un plasmido que le proporciona
resistencia a un antibiotico (plasmido pJB1l), se quiso comprobar también si la presencia
de esta resistencia tenia alguna influencia apreciable en la aparicion de este fenotipo. Por
ello se empled un medio de cultivo general (PYG) y ademas, en un experimento en
paralelo, el mismo medio suplementado con el antibiotico gentamicina. Con otra de las
cepas (IVIA 1.102), resistente al antibiotico kanamicina, se empleo este antibidtico en el
medio de cultivo y el mismo medio sin el antibiotico. Sdlo en el caso de la cepa C58 no se
empleod ningln antibiotico como posible inductor para la aparicion de mutantes.

Con este estudio se pretende conocer si la aparicion de mutantes no patdgenos en
los experimentos de inoculacion en diversos huéspedes y con distintas cepas se debe a una
interaccion planta-patégeno o mas bien a una pérdida espontanea que se observa tanto en

los tumores como en condiciones de cultivo prolongado en laboratorio.
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3.2 OBJETIVOS

Observar la aparicion espontanea de mutantes que presenten pérdida del poder
patogeno en tres cepas de Agrobacterium tumefaciens (C58, C58R e IVIA 1.102) sin
someterlas a tratamientos quimicos o fenomenos fisicos como inductores de
mutaciones.

Comprobar el efecto que la presencia de un antibiotico en el medio de cultivo
puede ejercer sobre las cepas C58R e IVIA 1.102 en un experimento de siembras
sucesivas.

Comparar los resultados obtenidos con estas cepas in vitro con los de las

inoculaciones in vivo.
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3.3 MATERIALES Y METODOS
3.3.1 Procedimiento de siembra e inoculacion

Las cepas empleadas se encontraban en la coleccion del Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias (IVIA), guardadas en crioconservacion a —80°C. La cepa C58R
proviene del laboratorio del Dr. S. K. Farrand, de la Universidad de Chicago, en Urbana
Champaign, Illinois (Estados Unidos). La cepa C58 proviene de EEUU, mientras que la
cepa IVIA 1.102 es una cepa obtenida de un tumor de crisantemo afectado naturalmente,
procedente de un vivero de Valencia.

El experimento de inoculacion tras siembras sucesivas se llevo a cabo de la manera
siguiente: las cepas IVIA 1.102, C58 y C58R se sembraron en placas de medio solido
PYGA directamente del medio de crioconservacion, mediante triple estria para obtener
colonias bien separadas. Lo mismo se realizo con la cepa C58R empleando placas con
PYGA + gentamicina (50 pg/ml) y con la cepa IVIA 1.102 en placas de PYGA +
kanamicina (100 pg/ml). A las 48 horas de incubacion a 26°C se observaron las placas y se
escogieron 50 colonias bien separadas de cada cepa. Se considerd que estadisticamente el
numero de colonias necesario para observar la aparicion de mutantes en este experimento
era de 50 colonias por cepay experimento (E. A. Carbonell, comunicacion personal).

Cada colonia se resuspendio en 500 ul de agua estéril y de ellos, 100 pl se pasaron
a otro tubo. Las colonias se identificaron por el nimero correspondiente (1 a 50) en los
tubos, que se guardaron a 8°C para analisis posteriores. Los 100 pl de cada suspension se
utilizaron para comprobar la patogenicidad y para iniciar los cultivos seriados de cada cepa.
Se procedid a inocular plantas de tomate, variedad Roma, mediante un corte en el tallo
con bisturi estéril dejando una lenglieta y depositando en la misma 10 pl de cada
suspension. Esta primera inoculacion, previa a las siembras sucesivas en medio liquido nos
aseguraba que estdbamos trabajando con cepas patogenas desde el comienzo del
experimento. Las plantas de tomate se examinaron a los 15 y 30 dias para observar la
presencia o ausencia de tumores. En total se inocularon en esta tanda inicial 250 tomates
(50 colonias con la cepa C58R, 50 con la cepa C58 y 50 con la cepa IVIA 1.102 en medio
sin antibiotico y 50 con las cepas C58R e IVIA 1.102 obtenidas en los medios con

antibioticos).
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Se procedio a sembrar 20 pl de cada una de las 50 suspensiones en tubos con 5 ml
de medio PYG con las 3 cepas en tandas separadas, y con la cepa C58R e IVIA 1.102
ademas, con PYG + gentamicina a una concentracion de 25 pg/mly PYG + kanamicina a
una concentracion de 50 pug/ml respectivamente y se incubaron a 26°C en agitacion.

A las 48 h de incubacion en los tubos de medio liquido se recogio una alicuota (20
ul) de cada tubo y se reinoculd en medio fresco. Estas resiembras se repitieron cada 48
horas hasta completar 4 incubaciones. Al final de la cuarta resiembra en tubo (a los 8 dias
de iniciar las incubaciones) se recogieron 10 ul de cada muestra en un tubo con 9 ml de
agua estéril, se agitaron y se sembraron 10 pl en placas de medio PYGA con y sin
antibioticos realizando triple estria para obtener colonias bien separadas. Estas colonias se
dejaron incubar tiempo suficiente (entre 3y 4 dias a 26°C) para poder recoger la mitad de
una colonia por cada placa sembrada y guardarlas en 500 pl de agua. La otra mitad de la
colonia se inoculé en tomate mediante puncion en tallo con palillo estéril. Con las colonias
resuspendidas en agua, se resembraron de nuevo 20 pl en tubos con PYG, y se repitio el
proceso de siembras sucesivas cada 48 h. En el caso de las cepas C58R e IVIA 1.102 se
realizd el mismo proceso, ademas, con los mismos medios suplementados con los
antibioticos correspondientes.

Estas siembras sucesivas en medio liquido se realizaron hasta completar cuatro
tandas mas de inoculacion en tomate, con lo que en total se realizo una inoculacion inicial
de cada cepa ensayada y cinco inoculaciones mas tras las siembras sucesivas en los medios
liquidos con y sin antibiotico. Estos experimentos se llevaron a cabo en dos ocasiones,
siguiendo el mismo procedimiento desde el principio, desde la siembra en placas a partir
del medio de crioconservacion de las cepas C58, IVIA 1.102 y C58R en dos afos

consecutivos por lo que el nimero total de inoculaciones fue de 2.500 (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Esquema del proceso de siembras sucesivas en medio liquido e inoculaciones en tomate para
obtener colonias mutantes.
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3.3.2 Inoculaciones en plantas de tomate y caracterizacion de las colonias mutantes

Los tomates inoculados se examinaron a los 15 y 30 dias, y se observo la
presenciaZausencia de formacion tumoral. Tanto en los casos que se presentaron dudosos
(tumores pequefios, necrosis en el sitio de la inoculacion), como en los negativos, se
realizo una nueva inoculacion tras la siembra en placa de la colonia determinada.

Todas las colonias obtenidas que presentaron el fendmeno de pérdida de poder
patogeno (ausencia de tumor) se volvieron a inocular en tomate para confirmar este
fenotipo y se guardaron en medio de crioconservacion. La identidad de las colonias se
confirmo mediante pruebas bioquimicas caracteristicas del género Agrobacterium (prueba de
la ureasa y esculina). Se identificaron mediante analisis por RAPDs con el sistema puesto a
punto en el Capitulo 1 con uno de los iniciadores (OPE-7). En el caso de obtenerse
patrones idénticos entre las colonias mutantes y la cepa patogena, se emplearon los otros

tres iniciadores para confirmar su identidad.
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3.4 RESULTADOS
3.4.1 Inoculaciones en tomate

Las inoculaciones iniciales realizadas con las 50 colonias aisladas del medio de
crioconservacion produjeron tumores en el tallo de los tomates con las tres cepas de A.
tumefaciens (C58, C58R e IVIA 1.102) en las dos repeticiones llevadas a cabo para su
siembra posterior en los medios liquidos con y sin antibidtico, lo que confirmaba que todas
las colonias del ensayo presentaban el caracter fenotipico (patogeno) del que se pretendia
observar su posible péerdida.

Las 250 inoculaciones realizadas con la cepa C58 fueron positivas en cada uno de
los dos experimentos realizados. No se observé la presencia de mutantes que hubieran
perdido la capacidad de inducir tumores en el tallo de plantas de tomate. Con la cepa IVIA
1.102 los resultados, tanto en la siembra en presencia de un antibiotico como en ausencia
del mismo, fueron los mismos, no se observaron colonias con pérdida del poder patdgeno
en ninguno de los cuatro experimentos realizados (1.000 inoculaciones en total). Los
resultados con la cepa C58R fueron mas prometedores, sin embargo. En las Tablas 3.1y
3.2 se muestran los resultados obtenidos en las inoculaciones en plantas de tomate en los
dos experimentos in vitro llevados a cabo. Se obtuvieron en total 22 clones no patogenos
en las 1.000 inoculaciones llevadas a cabo. En la primera tanda de experimentos se
obtuvieron 10 clones negativos en planta de tomate tras siembras sucesivas en medio cony
sin antibiotico (5 y 5 clones). Los clones identificados como mutantes no patdgenos
fueron, en la siembra en medio sin antibidtico, los nimeros 2 y 10 en la 1% inoculacion. En
la segunda inoculacion aparecieron como mutantes el nimero 3, 11y 20. En las siguientes
inoculaciones, hasta la 5% no aparecieron mas clones no patogenos, y se conservo la
perdida del poder patogeno en los que ya habian aparecido en las inoculaciones anteriores.

En las siembras en el medio con antibidtico gentamicina los clones que aparecieron
como mutantes fueron el 2, 10, 11, 19 y 20 en la 12 inoculacion. No aparecieron mas
mutantes en las siguientes inoculaciones. Tambien se conservo el fenotipo no patogeno en

estos clones a lo largo de las siguientes inoculaciones (Tabla 3.1).
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Tabla 3.1. Mutantes obtenidos en el primer experimento in vitro en los medios con y sin antibi6tico
gentamicina con la cepa C58R

Colonias no patogenas** en medio sin Colonias no patogenas™* en medio con
INOCULACION* gentamicina gentamicina (25 pg/ml)
18 2-10 2-10-11-19-20
28 2-3-10-11-20 2-10-11-19-20
3 2-3-10-11-20 2-10-11-19-20
42 2-3-10-11-20 2-10-11-19-20
5 2-3-10-11-20 2-10-11-19-20

*: Cada una de las cinco inoculaciones llevadas a cabo cada ocho dias de resiembra. **: Colonias numeradas de la 1 a
la 50 en cada experimento. Los nimeros de las columnas corresponden al ndmero que identifica a cada colonia
inoculada. Los nimeros coincidentes no se refieren a la misma colonia, ya que en los experimentos en medio con y
sin antibidtico las colonias se numeraron de la 1 a la 50 en ambos casos.

En la repeticion de los experimentos in vitro se obtuvieron 12 clones no patogenos,
6 clones en medio con antibiotico y 6 clones méas en medio sin antibiotico. Los clones
identificados fueron, en el experimento con antibiotico, el n® 9 en la 12 inoculacion. Los n°
26-34-44 aparecieron en la 22 inoculacion. En la 32 inoculacion fueron los clones 22 y 43
los que aparecieron como no patogenos. En las siguientes inoculaciones ya no aparecieron
mas clones que presentaran este fendmeno, pero los mutantes continuaron siendo no
patogenos en plantas de tomate en las inoculaciones siguientes. En las siembras sucesivas
en medio sin antibiotico, los clones 9-12-22-34-38 y 43 aparecieron como mutantes en la
segunda inoculacion, y ya no aparecieron mas que presentaran este fendomeno. También se
mantuvo el fenotipo no patogeno en las inoculaciones siguientes (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Resultado de las inoculaciones de la repeticion del experimento in vitro con la cepa C58R en los
medios con y sin antibidtico gentamicina

Colonias no patogenas** aparecidas en medio  Colonias no patdgenas** aparecidas en medio

INOCULACION* sin gentamicina con gentamicina
18 - 9
22 9-12-22-34-38-43 9-26-34-44
3 9-12-22-34-38-43 9-22-26-34-43-44
42 9-12-22-34-38-43 9-22-26-34-43-44
5 9-12-22-34-38-43 9-22-26-34-43-44

*: Cada una de las cinco inoculaciones llevadas a cabo cada ocho dias de resiembra. **: Colonias numeradas de la 1 a
la 50 en cada experimento. Los nimeros de las columnas corresponden al ndmero que identifica a cada colonia
inoculada en cada uno de los dos experimentos.
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3.4.2 Caracterizacion de las colonias mutantes obtenidas

Todas las colonias mutantes obtenidas, procedentes de los experimentos llevados a
cabo con la cepa C58R dieron igual resultado que la cepa patdgena salvaje con todas las
pruebas realizadas. Las pruebas bioquimicas fueron coincidentes en todos los casos. Todas
las colonias mutantes, tanto las obtenidas en los experimentos en siembra en medio sin
antibiético como con el antibidtico gentamicina en el mismo medio, fueron resistentes al
mismo, y los perfiles de bandas obtenidos en los analisis mediante RAPDs fueron

coincidentes con los 4 iniciadores empleados (Fig. 3.1).

1 2 3 45 6 7 8C58RM 9 10 11 12 13 14 15 16 C58R C(-

OPE-2 OPE-7

OPE-14 OPE-20

Figura 3.1. Analisis mediante RAPDs con los cuatro iniciadores de diversas colonias no patogenas
en tomate obtenidas en los dos experimentos realizados. Calles 1-4, 9-12, 17-20 y 25-28, colonias
aisladas en el primer experimento en medio sin gentamicina. Calles 5-8, 13-16, 21-24 y 29-32,
colonias aisladas en el segundo experimento en medio con gentamicina. M: marcador 100 pb (Life
Technologies); C(-): control negativo .

En total, se obtuvo un ndmero similar de mutantes en cada uno de los dos
experimentos realizados (10 y 12). Se obtuvo, ademas, el mismo nimero de clones con
pérdida del poder patdgeno en las siembras en medio sin antibiético y con €l (5 en el

primer experimento y 6 en el segundo).
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3.5 DISCUSION

La aparicion de bacterias mutantes con fenotipo no patdgeno que aparecen de
forma espontanea, es decir, sin la aparente intervencion de ningun tipo de factor quimico
o fisico, o interaccion con otros factores (otras bacterias, otras cepas de la misma especie 0
género), es un fenomeno que se ha observado en algunos casos. Estos se han producido
tanto en bacterias fitopatdgenas como en otros tipos de bacterias patogenas. En el caso de
A. tumefaciens este fendmeno no ha sido descrito anteriormente, y no hay trabajos en los
que se hayan observado este tipo de mutantes, solo en experimentos en los que se ha
inducido la aparicion de mutaciones mediante el empleo de sustancias que incrementan la
actividad patdgena de la bacteria (compuestos fenolicos principalmente). En nuestros
experimentos este fendmeno se presenta de una manera evidente con la cepa C58R, sin
necesidad de someter las colonias a condiciones especiales, como esperar a etapas tardias
de crecimiento (caso de X. oryzae, Rajeshwari et al., 1997) y al cabo de un pequefio
numero de pases en medio de crecimiento. Sin embargo, con una cepa de coleccion (C58)
y una cepa salvaje de crisantemo (IVIA 1.102) los mismos experimentos han mostrado que
no hay aparicion de colonias no patogenas, lo que nos induce a creer que esta facilidad para
producir mutantes espontaneos puede deberse a una predisposicion existente en esa cepa.

En los experimentos de inoculacion in planta con la cepa C58R, la aparicion de
mutantes afectados en este caracter es elevada (16%), y si los comparamos con los
resultados de estos experimentos in vitro, dan valores muy semejantes (porcentajes del
10% y 12% en ambos experimentos), lo que apuntaria a que la aparicion de mutantes se
podria deber mas a un caracter de inestabilidad de la cepa C58R que a una interaccion
entre la planta huésped y la cepa bacteriana. Al ser una cepa a la que se le ha introducido
una insercion en el gen acc (responsable del catabolismo de la agrocinopina) mediante una
mutacion con un transposon (Tn3::HoHo1l) en el plasmido Tiy a la que también se le ha
introducido un plasmido de resistencia al antibidtico gentamicina (plasmido pJB1Jl), se
podria sospechar que todas esas manipulaciones pueden haber provocado cambios
significativos que conduzcan a una inestabilidad elevada que afecte al fenotipo patdgeno.

Llaman la atencion varias cosas: el numero semejante de mutantes en ambos
experimentos (10 en el primero y 12 en el segundo) y la igualdad absoluta en el namero

de clones no patogenos que se producen entre las siembras en medio con y sin antibiotico.
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El hecho de que los mutantes aparezcan enseguida, ya que se observan después de
unicamente 4 resiembras en el medio liquido (1% inoculacion en planta de tomate), parece
indicar que es un fendmeno muy proclive a aparecer de forma espontanea, y la no
aparicion de mas mutantes después de la 3% inoculacion es otro aspecto Ilamativo de los
resultados obtenidos. ;Deberian aparecer mas mutantes? ;Deberian obtenerse en
momentos diferentes? ;Podria deberse a un proceso (comienzo de resiembras sucesivas)
(que una vez se supera no produce mas efectos? ;Deberian convertirse todos los clones en
no patdgenos si continuaramos el experimento indefinidamente?. El hecho de que
coincidan los numeros identificativos de algunos de ellos no indica que se traten de los
mismos, ya que se han obtenido en momentos diferentes y experimentos distintos.

El estudio molecular de las causas que hayan provocado esta pérdida del poder
patogeno puede ofrecer las claves para responder a algunas de estas cuestiones. Si las
causas son las mismas en todos los clones podria deberse a un “punto caliente” (hot spot)
que se pone de manifiesto o se activa durante el proceso de siembras sucesivas. Si las
causas de la pérdida del poder patdgeno son diferentes entre unos mutantes y otros, las
explicaciones serian quiza mas complicadas. Habria que buscar en cada uno de ellos el
motivo que ha provocado estos cambios.

La presencia del antibiotico gentamicina no parece ejercer ningun efecto,
estabilizador o desestabilizador, en la aparicion de mutantes no patogenos. EI nimero de
clones afectados en ambos experimentos nos muestra que no hay un efecto apreciable en

ambos sentidos.
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3.6. CONCLUSIONES

1- Se ha puesto de manifiesto la pérdida del poder patogeno en una cepa de A.
tumefaciens de forma espontanea, mediante la resiembra continua en un medio general,
con y sin antibiotico como agente inductor de mutacion.

2- La cepa que presenta estos mutantes ha sido modificada genéticamente, lo que
podria influir en la inestabilidad que presenta.

3- Al ser resistente al antibiotico gentamicina, se realizd el mismo experimento
empleando este antibiotico en el medio general de siembra, sin diferencias
significativas en los resultados obtenidos.

4- Este fendmeno se produce de forma rapida en el tiempo. Al cabo de 8 dias de
siembras sucesivas ya se ponen de manifiesto mutantes afectados en este fenotipo.

5- El fendmeno no parece ser general en la especie A. tumefaciens, ya que en otras dos
cepas patogenas sometidas al mismo sistema de siembras sucesivas no se observo la

aparicion de ningin mutante.
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Capitulo 4: Introduccion

4. CAPITULO 4
4.1 Introduccion

Existe abundante informacion respecto a los genes, tanto plasmidicos como
cromosomicos que, al ser modificados, causan pérdida de virulencia o del poder patdgeno
en Agrobacterium, asi como estudios sobre mutaciones provocadas por elementos de
insercion (IS) (Garfinkel y Nester, 1980; Hagiya et al., 1985; Wabiko, 1992; Berger y
Christie, 1993, 1994; Dale et al., 1993; Ponsonnet et al., 1995; Matthysse y McMahan,
1998). Entre los genes cromosomicos identificados como involucrados en la patogenicidad
0 virulencia de Agrobacterium se encuentran a) los genes flaA-B-C que codifican las
proteinas que forman los flagelos (Chesnokova et al., 1997) y por ello intervienen en la
movilidad, y se cree que ayudan a orientar a las células bacterianas en los sitios de
infeccion, llegando a reducirse la virulencia hasta un 38% en algunos de los mutantes
obtenidos; b) los genes implicados en el paso del complejo ADN-T a través de la pared
celular del huésped (gen acvB, Fujiwara et al., 1998). También se ha descrito en un
plasmido de tipo octopina un gen plasmidico en su lugar (vird), situado entre virA y virB,
que codifica una proteina con funciones similares (Kalogeraki y Winans, 1995); c) los
genes involucrados en la union de la bacteria a las células huésped (genes cel, attB, attD y
attR, Mathysse et al., 1996; Mathysse y McMahan, 1998) y que también producen
reduccion de virulencia al ser mutados; d) los genes de sintesis y excrecion de &glucanos
que intervienen también en la union a las células vegetales (gen chvA, lannino y Ugalde,
1989); e) el gen de reconocimiento de azucares chvk, que interviene en la induccion de
los genes vir (Cangelosi et al., 1990).

Entre los genes esenciales para el poder patdgeno o la virulencia de la region vir del
plasmido Ti se encuentran virA y virG, que codifican proteinas reguladoras de todos los
demas genes vir (Stachel y Zambrisky, 1986), y que tienen homologia con los sistemas
bacterianos de regulacion de dos componentes (Winans et al., 1986; Melchers et al.,
1989); el operon virB, que contiene 11 genes (virB1 a virB11) (Thompson et al., 1988;
Ward et al., 1990; Kuldau et al., 1990; Rogoswky et al., 1990) y de ellos, solo el gen virB1
no es esencial para el poder patogeno (Berger y Christie, 1994); el operdn virC, que
contiene dos genes, y las mutaciones en ellos afectan al grado de virulencia y rango de

huéspedes, pero no provocan la pérdida del poder patdgeno (Yanofsky et al., 1985); virD,
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que codifica cinco proteinas, de las cuales VirD1, VirD2 y VirD4 son esenciales para la
transferencia del ADN-T (Stachel y Nester, 1986; Vogel y Das, 1992; Koukolikova-Nicola
etal., 1993). El operon virE, que codifica dos proteinas, pero solo VirE1l es esencial para la
transferencia (McBride y Knauf, 1988).

Son pocos los genes que se han identificado en la region del ADN-T como
responsables del fenotipo patogeno, ya que serian como maximo tres los que se necesitan
para inducir tumores en la mayoria de las plantas (Inzé et al., 1984). Estos genes son
[lamados tms1 y 2 (por tumor morphology shooty) y el gen tmr (por tumor morphology
rooty) porque los tumores producidos por cepas con mutaciones en estos genes causan los
fenotipos “shooty” y raicillas respectivamente. Los productos de los genes tms1-2 codifican
la sintesis de acido indol-3 acético y por ello también se denominan genes iaaM e iaaH
(Inzé et al., 1984; Thomashow et al., 1984). El gen tmr dirige la produccion de una
citoquinina, por lo que se le conoce también por gen ipt o también cyt (Akiyoshi et al.,
1984; Barry et al., 1984).

Ademas de estos genes, se han encontrado otros cuya funcion no esta adn clara,
pero su mutacion provoca cambios de fenotipo de los tumores, como en el caso del gen 5
que codifica la sintesis de una indol lactato sintetasa, (Leemans et al., 1982; Korberg et al.,
1991) y el gen 6b (Ream et al., 1983) que, al ser mutado, provoca tumores de mayor
tamafio. Por tanto, cambios o reorganizaciones moleculares en estos genes podrian causar
la pérdida del fenotipo patogeno. Finalmente, el borde derecho del ADN-T, que consta de
25 pares de bases, es esencial para la transferencia del ADN a la planta, por lo que su
mutacion también produciria un fenotipo no patogeno (Wang et al., 1987).

En los trabajos realizados por el grupo del profesor Dion (Fortin et al., 1992;
1993; Bélanger et al., 1993; 1995), en los que se obtuvieron mutantes inducidos y
espontaneos, se observo que habian sido varios los genes afectados, dependiendo del tipo
de experimento llevado a cabo. En los experimentos de induccion de los genes vir con
compuestos fenolicos, los mutantes obtenidos presentaban alteraciones que estaban
relacionadas con modificaciones en el plasmido Ti. Esto se demostré transfiriendo el
plasmido de estas cepas a receptoras sin plasmido y observando el fenotipo resultante, y se
comprobd que estos transconjugantes no producian tumores. Muchos de los clones

mutantes recuperaban el poder patogeno al complementarse con plasmidos que contenian
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genes virA o virG intactos. El analisis posterior revelo que algunos habian sufrido deleciones
que comprendian parte de la region vir, mientras en otros se detectdé un elemento de
insercion (1S426) en virA o en virG (Bélanger et al., 1995). En los experimentos de
inoculaciones en plantas, los mutantes no patogenos obtenidos también estaban afectados
en el plasmido Ti (Fortin et al., 1993). Cuando se compararon clones obtenidos de
distintos tumores se encontraron distintos tipos de mutaciones. En dos de estos clones, las
mutaciones correspondieron a una delecion completa de la region vir y a una mutacion
puntual en la region promotora del gen virG, respectivamente. A pesar de todos estos
datos experimentales, no estd claro qué mecanismos intervienen en la aparicion y
mantenimiento de las cepas mutantes frente a las salvajes. Como resumen de todos estos
resultados, se podria postular la existencia de diversos factores, asociados con los procesos
naturales de la infeccion, que favorecen la expresion de la inestabilidad genética en A.
tumefaciens. Estos factores contribuirian a reducir la proporcion de cepas patogenas/no
patogenas en la naturaleza, y favorecerian la acumulacion de bacterias con plasmidos Ti
modificados que presentarian alteraciones en ciertos genes esenciales para la
patogenicidad. Los factores que intervendrian serian el intercambio genético entre
plasmidos, aparicion de mutaciones espontaneas y eventos de transposicion mediante
elementos de insercion (Kerr, 1971; Cooksey, 1986; Otten et al., 1992).

Por todo ello, se pueden buscar las causas de la pérdida del poder patogeno de los
mutantes obtenidos en esta Tesis en tres zonas diferentes del genoma de la bacteria: el
cromosoma, con diversos genes candidatos, algunos de ellos caracterizados y
secuenciados; las zonas de la region vir del plasmido Ti, un area de unas 28 kb, totalmente
secuenciada en diversas cepas; y el ADN-T, un area grande tambien, de aproximadamente
23 kb, pero en la que los genes descritos como esenciales para la patogenicidad son tres y
se encuentran agrupados en una zona de un tamafio de unas 5 kb, facilmente
caracterizable. Por tanto, en este capitulo se planted identificar los cambios genéticos
responsables de la pérdida de poder patogeno sufrido en varias de las cepas utilizadas en

esta Tesis.
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4.2 Objetivos
- Caracterizar los mutantes no patogenos obtenidos en los experimentos con la cepa
C58R y los mutantes obtenidos en los experimentos de inoculacion en huéspedes

herbaceos. Identificar las areas afectadas y los cambios genéticos que han sufrido.

- Restaurar, en los casos que fuera posible, el poder patogeno y el grado de

virulencia de los mutantes para confirmar los analisis moleculares.
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4.3 Material y métodos
4.3.1 Complementacion del poder patdgeno en los mutantes obtenidos.

La estrategia de estudio de las causas que han provocado la pérdida del poder
patogeno o la disminucion de la virulencia en los mutantes obtenidos en los distintos
experimentos que componen esta Tesis, consistio primero en la identificacion de las zonas
que podian estar afectadas (cromosoma, region vir o ADN-T del plasmido Ti) para, una
vez identificadas las mismas, aplicar las metodologias que permitieran caracterizar las
mutaciones o cambios generados. Este proceso se muestra en la Figura 4.1, y se llevo a
cabo contando con material cedido por el Dr. S. K. Farrand, de la Universidad de Urbana
Champaign, (Chicago, EE.UU.), el Profesor P. Dion, de la Universidad Laval, Québec,
(Canada), y el Dr. P. Christie, de la Universidad de Texas, (EEUU). Estos investigadores
proporcionaron plasmidos que contienen distintas zonas y genes del plasmido Ti de
distintas cepas de A. tumefaciens que se emplearon para analizar si permitian recuperar el
fenotipo patogeno en los clones mutantes, y con ellos identificar las zonas afectadas. Sus

caracteristicas y origenes se muestran en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1 Plasmidos empleados en los experimentos de complementacion y analisis de las regiones
implicadas en la pérdida del poder patogeno.

Plasmido Caracteristicas relevantes Fuente

PBBRM1CS5* Gm', plasmido pBBR1IMCS. Compatible con plasmidos IncP, IncQ e IncW Kovach et al. (1995)

pPC953° Kan", plasmido pBCSK*.Ndel con el gen virB5 mutado para llevar sitios de restriccion Ndel en el

sitio de inicio de traduccion, conteniendo el gen nptll de pUC4K en el sitio Scal dentro del gencat ~ Berger y Christie (1994)
pTHEL7® Cosmido conteniendo el ADN-T completo de C58 en pCP13; Tet' Hayman y Farrand (1988)
pSM226° Plasmido pVCK219 con insercién Tn3HoHo1 en fragmento 4 de Sall; Km"; Cb'; replicon IncP Stachel y Nester (1986)
pSM247¢ Plasmido pVCK219 con insercién Tn3HoHo1 en fragmento 13a de Sall; Km"; Cb"; replicon IncP Stachel y Nester (1986)
pVCK219* Fragmentos Sall 10 a 12 de pTiA6 clonados en pVK102; Km'; Str'; replicon IncP Stachel y Zambrisky (1986)
pVCK225¢ Fragmentos Sall 13b a 26 de pTiA6 clonados en pVK102; Km"; Str"; replicon IncP Stachel y Zambrisky (1986)

J. Murillo, Universidad PUblica de Navarra, Espafia

P. Christie, Universidad De Texas, EE.UU.

S. Farrand, Universidad Urbana Campaign, Chicago, EE.UU.
P.

a
b:
c:
d: P. Dion, Universidad Laval, Québec, Canada.
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Figura. 4.1. Esquema del proceso empleado en el estudio de la caracterizacion molecular de los mutantes

obtenidos.
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Estos plasmidos permiten analizar cepas que han sufrido pérdida parcial o total de
virulencia, al complementar en trans los genes defectuosos que puedan haber tenido
cambios moleculares, y asi, recuperar la capacidad de producir tumores. Los plasmidos se
emplearon en el estudio de la busqueda de las zonas que habrian sufrido cambios
moleculares en los diversos mutantes obtenidos en los Capitulos 2 y 3. Para ello, se
introdujeron en cada uno de los mutantes a estudiar varios de estos plasmidos y
posteriormente se inocularon los clones transformados en plantas de tomate para evaluar si
recuperaban el poder patogeno (Fig. 4.1).

El método empleado para la introduccion de los distintos plasmidos en los clones a
analizar fue el de transformacion mediante electroporacion, con el protocolo descrito en
Mattanovich et al. (1989). A partir de un cultivo en placa fresco (24 h) se escogié una
colonia y se incub6 durante toda la noche a 26°C en 5 ml de medio LB (Sambrook et al.,
1989), suplementado con antibiotico en los casos en que la colonia presentara resistencia a
alguno. Se resembrd 1 ml de este indculo en 40 ml de medio YM (Lin, Life Technologies,
EEUU) y se incub0 en agitacion durante 6 h a 26°C. Tras una primera centrifugacion a
8.000 rpm en frio (4°C) durante 8 min para concentrar las bacterias, la suspension se
sometio a tres lavados con 10 ml de 1 mM HEPES y después de resuspender el
precipitado, se centrifugd a 8.000 rpm durante 8 min a 4°C. Posteriormente se
resuspendio el precipitado en 500 pl de 1 mM HEPES transfiriéndose a tubos de
microcentrifuga. Se centrifugaron de nuevo a 8.000 rpm durante 8 min a 4°C, se elimind
el sobrenadante y se lavaron los precipitados con glicerol estéril al 10%. Se centrifugé de
nuevo, se elimind el sobrenadante y se resuspendio en 200 pl de glicerol al 10%. Esta
suspension se repartio en volumenes de 40 pl en microtubos, se congelaron en nitrégeno
liquido y se conservaron a —80°C hasta su empleo.

El procedimiento de transformacion por electroporacion hace uso de un pulso de
corriente de gran voltaje que desestabiliza temporalmente la membrana de las células y
permite la entrada de material genético. El tratamiento previo de las células, descrito
anteriormente, facilita la formacion de poros en la membrana que aumentan la eficiencia
del proceso. Los plasmidos a introducir se purificaron utilizando un estuche comercial
(Plasmid minikit, Qiagen) y se estimé su concentracion mediante comparacion en geles de

agarosa al 0.8% con un marcador molecular de concentracion conocida (Marcador XVII,
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Life Technologies). Este proceso de transformacion de las colonias preparadas con el
protocolo descrito anteriormente consistio en la incubacion en hielo de 40 pl de cada
suspension de células electrocompetentes durante 2 min con 2-3 pl del plasmido
correspondiente (aprox. 0,1 pg de ADN). Al cabo de este tiempo de incubacion se

transfirio la mezcla a cubetas de electroporacion de 1 cm de ancho (Equibio, Kent, GB) y

se sometieron a un pulso de corriente con un voltaje de 2.5 KV, 400 Wde resistencia y 25
UF de intensidad. Después del pulso eléctrico se recogio la mezcla de la cubeta en 1 ml del
medio YM y se incubo en agitacion a 26°C durante 2 h. Al cabo de ese tiempo se sembro
una alicuota (200 pl) en placas de medio LB suplementado con un antibidtico marcador y
se incubd durante dos dias a 26°C. Se observo la aparicion de colonias y se escogieron 10
para su analisis posterior. La electroporacion se Ilevo a cabo en el aparato Gene Pulser I
System (Bio-Rad, CA, EE.UU.).

4.3.1.1 Complementacion con los mutantes obtenidos en la inoculacion de la cepa
resistente al antibiotico gentamicina (C58R) en el huésped GF677.

Se obtuvieron 16 clones mutantes a partir de los tumores producidos en la
inoculacion en este huésped. En un primer analisis, para su complementacion se
emplearon los plasmidos correspondientes a la region de virulencia del plasmido Ti
(region vir) y a los oncogenes del ADN-T (Figura 4.2). Si no se conseguia recuperar el
poder patdgeno en ninguno de los 16 mutantes obtenidos, se adoptaria otra estrategia que
implicaria la extraccion de los plasmidos Ti de los mutantes, su introduccion en la cepa
C58C1, curada de este plasmido, y la posterior inoculacion de los transformantes en
tomate. Si recuperaban el poder patogeno, eso indicaria que el plasmido Ti es funcional,
por lo que seria el cromosoma el que presentaria alguna deficiencia que impediria la
formacion de tumores en este huésped. A continuacion se realizaria el analisis de los genes

cromosomicos que podrian estar afectados (chvE, chvA...).
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Figura 4.2. Analisis de complementacion de mutantes. Areas de la region vir de la cepa A6 y del ADN-T de la
cepa C58 incluidas en cada uno de los plasmidos empleados en los ensayos de complementacion.Las flechas
indican los genes mutados en los plasmidos pSM226 y pSM247.

Como los clones mutantes obtenidos en este experirﬁento, al igual que la cepa
inoculada C58R, no son resistentes a los antibioticos kanamicina y tetraciclina, se
emplearon los plasmidos resistentes a dichos antibioticos para el analisis (pVCK219,
pVCK225 y pTHEL17) (Tabla 4.1). Con estos tres plasmidos se consigue tener analizada
toda la region vir del plasmido y el ADN-T. El plasmido pVCK219 incluye los genes virH,
virA 'y virB, mientras el plasmido pVCK225 incluye virG, virC, virD y virE (Figura 4.2). El
plasmido pTHEL7 contiene toda la region del ADN-T. Se observo la presencia del
plasmido introducido en 10 colonias seleccionadas tras la transformacion con cada
plasmido mediante un analisis de extraccion empleando el protocolo “ten minute
miniprep” (Zhou et al., 1990). Para ello, se resuspendié un cultivo procedente de cada
colonia en un tampon Tris 10 mM-EDTA 1 mM pH 8 que contenia 0.1 N NaOH y 0.5%
SDS, por lo que se Ileva a cabo una hidrdlisis alcalina en un primer paso. A continuacion se
procedio a neutralizar la reaccion con AcNa 3M pH 5.2, se centrifugd y precipité el ADN
con etanol frio al 96%. Los plasmidos se visualizaron en geles de agarosa al 0.8%, y la
presencia del plasmido Ti se comprobo mediante PCR. Para que los analisis no se vieran
afectados por las secuencias presentes en los plasmidos introducidos, se emplearon
iniciadores del ADN-T (FGPtmr530-701, Nesme et al., 1989) en las colonias
transformadas con los plasmidos que contienen las regiones vir y con iniciadores de la

region vir (VirDA-DE, Haas et al., 1995) en las colonias transformadas con plasmidos que
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contienen la region del ADN-T, siguiendo los protocolos descritos en el Capitulo 2. Este
procedimiento se empled con todas las colonias mutantes del experimento y con los tres
plasmidos elegidos. Posteriormente, las 10 colonias analizadas en cada transformacion se
inocularon en plantas de tomate para observar si habia recuperacion del poder patdgeno.
Después de comprobar los resultados de las inoculaciones en plantas de tomate, se
continuo el estudio de complementacion mediante otros plasmidos que acotaran de forma
mas precisa los genes que podian estar afectados, en caso que se consiguiera recuperar el
poder patogeno. Esto se realiz6 empleando el plasmido pSM226, que incluye los genes de
la region vir (virA, virB) con el gen virA inactivado mediante un transposon y el plasmido
pSM247, con los mismos genes y con el operdn virB inactivado (Tabla 4.1, Fig. 4.2). El
procedimiento de introduccion y comprobacion de la transformacion con estos plasmidos
se llevo a cabo de la manera descrita anteriormente, y finalmente se realizé la inoculacion
de las colonias transformadas y la evaluacion de la recuperacion del poder patégeno en

plantas de tomate.

4.3.1.2 Complementacion con los mutantes obtenidos en el experimento de inoculacion

en plantas herbaceas con las cepas C58 e IVIA 1.102.

En estos experimentos, de las 5 cepas de A. tumefaciens inoculadas en los huéspedes
tomate y pimiento, s6lo se obtuvieron clones que presentaron pérdida del poder patogeno
con la cepa C58 en pimiento (un mutante, P72) y con pérdida de virulencia en tomate (un
mutante, T1) y con la cepa IVIA 1.102 en tomate (dos mutantes con pérdida de
virulencia, T32y T76, y tres con pérdida de patogenicidad, T22, T38y T67).

Los dos clones mutantes obtenidos en los experimentos de la inoculacion con la
cepa C58 (T1y P72) se sometieron al mismo procedimiento de transformacion que con la
cepa C58R, empleando los mismos plasmidos (pVCK219, pVCK225 y pTHE17), ya que
estos clones no son resistentes a kanamicina y tetraciclina, que se emplean como
marcadores de la transformacion. Sin embargo, los mutantes procedentes de la cepa
IVIA1.102 si son resistentes a kanamicina, por lo que se empled estreptomicina para
seleccionar las colonias transformadas con los plasmidos que presentan esta resistencia
(Tabla 4.1). Las 10 colonias seleccionadas tras la transformacion, una vez comprobada la

introduccion de los plasmidos de complementacion mediante extraccion y visualizacion en
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geles de agarosa y el mantenimiento del plasmido Ti con el analisis por PCR, se inocularon
en plantas de tomate. Con los mutantes T22, T38 y T67 no se pudo comprobar la
presencia del plasmido Ti en los transformantes obtenidos con los plasmidos que
contienen genes de la region vir con ninguno de los iniciadores de la zona del ADN-T
utilizados (FGP tmr530-701; CYT1-2), al no obtenerse amplificacion, por lo que se
emplearon iniciadores de otras zonas de la region vir que no se encuentran en los
plasmidos de complementacion introducidos (FGPvirA2275-FGPvirB,164, Ponsonnet y
Nesme, 1994; Vcf-Vcr, Sawada et al., 1995).

4.3.1.3 Complementacion con los mutantes obtenidos en el experimento in vitro con la
cepa C58R.

En este experimento de inoculacion en tomate tras siembras sucesivas en medio
general con y sin antibiotico como inductor de mutaciones se obtuvieron 5 mutantes en el
medio sin antibiotico y 5 en el medio con él en el primer experimento, mientras que en la
repeticion se obtuvieron 6 mutantes en el medio sin antibiotico y 6 en el medio con
antibidtico (Cap. 3).

Al tratarse de la misma cepa que en el experimento de inoculacion in planta, se
procedioé a realizar las transformaciones con los mismos plasmidos que en el apartado
4.3.1.1, preparando las células electrocompetentes con el mismo procedimiento.
Posteriormente se analizaron los transformantes para comprobar su contenido en

plasmidos y se inocularon en tomate.

4.3.2 Cambios moleculares ocurridos en las zonas identificadas de los mutantes
analizados con pérdida del poder patogeno y de virulencia.

Segun los resultados que se obtuvieron en los estudios de complementacion, para
conocer las causas que provocaron la pérdida del poder patdgeno o la virulencia en los
distintos mutantes se emplearon diversas estrategias: a) amplificacion mediante PCR de las
zonas presuntamente afectadas en busca de deleciones o inserciones; b) restriccion con
endonucleasas de los fragmentos amplificados que podrian evidenciar mutaciones
puntuales o reordenaciones genéticas dentro de los mismos, no visibles mediante

diferencias en el tamafio de los amplificados; c) secuenciacion de los fragmentos que
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presentaran diferencias en los analisis anteriores y comparacion de la secuencia con la cepa

salvaje, para identificar la causa exacta de los cambios ocurridos.

4.3.2.1 Amplificacion mediante iniciadores de las distintas zonas involucradas en la
virulencia en los mutantes obtenidos.

En la Tabla 4.2 se muestran las secuencias y los tamafios que proporcionan los

iniciadores empleados en el estudio mediante amplificaciones para buscar cambios de
tamaiio (por deleciones o inserciones) en las zonas presuntamente involucradas en la
perdida del poder patdgeno. Estos iniciadores se disefiaron a partir de la region vir del
plasmido pTi de la cepa C58 (Rogowsky et al., 1990) y de los genes del ADN-T (Wood et
al., 2001), mediante el programa OLIGO (ver. 4.0, Rychlik, 1989) de forma que los
amplificados cubrieran completamente cada una de estas regiones en fragmentos de un
tamario que permitieran su amplificacion de manera sencilla.
Las condiciones de amplificacion y mezclas de reaccion fueron, con todos los iniciadores,
las siguientes: tampon de reaccion, 1x; 3 mM MgCl,; 100 uM dNTPs; 3% (v/v)
formamida; 10 pmoles de cada iniciador; 1 unidad de enzima Taq polimerasa, con un ciclo
de desnaturalizacion inicial de 94°C 3 min; 40 ciclos de 94°C 1 min, 60°C 1 miny 72°C 3
min, con una elongacion final de 72°C 10 min. Se emplearon 5 pl de muestra en un
volumen final de 50 pl. Con estas condiciones se consiguio amplificar fragmentos de hasta
3,7 kb (Figura 4.3).
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Figura 4.3. A) Anélisis de la region virB mediante PCR de los mutantes procedentes de la inoculacion de la
cepa C58R en GF677 y del experimento in vitro. Posicidn de los iniciadores que mapean todo el operdn. La
posicion de cada gen estd marcada en blanco y gris, mientras la de los iniciadores estan sefialados con las
flechas. Estos mismos amplificados se emplearon para realizar el estudio mediante RFLP con diversos
enzimas de restriccion. B) Andlisis por PCR de la region del ADN-T de los mutantes obtenidos con la
inoculacion de la cepa C58 en huéspedes herbaceos.
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Tabla 4.2. Iniciadores empleados en el andlisis por amplificacion del operdn virB y la region del ADN-T.
Los amplificados de la region vir se emplearon posteriormente en los estudios de perfiles con enzimas de
restriccion.

Iniciador Secuencia 5’- 3’ Tamario (pb)*  Posicion” Fuente
Bl TCA AAA GGC AAG CAAGCAGATCTG G 4.257 Ponsonnet y Nesme (1994)
B2 TCAGTG CCG CCACCTGCAGATTG 1.650 5.907 Ponsonnet y Nesme (1994)
B3 CAAGGAGGT CCGCAATAATG 5.749 Esta Tesis
B4 CGT GGG TGA AGG ATA GAA AA 2.793 8.522 Esta Tesis
B5 GTC TGG TGC GGG GTATCC AT 8.045 Esta Tesis
B6 ACG GTATCTTCCGATGTC TG 3.318 11.343 Esta Tesis
B7 CGCCCAGTATGCCTATGACC 11.024 Esta Tesis
B8 GAACGTGTTTCAACG GTT CA 3.717 14.721 Ponsonnet y Nesme (1994)
TDNA-1 AAT GGCTCCCACCTTG 17.719 Esta Tesis
TDNA-2 TCCTGATTT CAAGGC TTG AG 3.414 21.113 Esta Tesis
CYT21 TCCATCGCGTTTACAGC 21.026 Esta Tesis
CYT2 GAT ATC CATCGATCCCTT 2.452 23.469 Haas et al. (1995)
tmr530 CCATGTTGT TTG CTAGCC AG 23.484 Nesme et al. (1989)
nos975 CAT AAC GTG CAT CATGCATG 3.600 25.095 Nesme et al. (1989)

a: tamafio de los fragmentos amplificados con cada una de las parejas de iniciadores (B1-B2; B3-B4;... B7-B8)

b: posicion de cada uno de los iniciadores segtn la secuencia del operdn virB de Rogowski et al., (1990), n° de acceso
GenBank J03320 y segun la secuencia del plasmido pTi de la cepa C58 de Wood et al. (2001), n® de acceso GenBank
AE008690.

4.3.2.2 Restriccion con endonucleasas de los fragmentos amplificados (PCR-RFLP) y
comparacion de los patrones de restriccion de los mutantes obtenidos con la cepa

C58R.

Los amplificados obtenidos en el mapeo de la zona virB del plasmido Ti con los
mutantes provenientes de la cepa C58R, tanto en los experimentos de inoculacion en el
huésped GF677 como en el experimento in vitro, se digerieron con enzimas de restriccion
que produjeran un numero de bandas de suficiente complejidad, para poder observar
cambios pequefios dentro del fragmento amplificado. Para ello se analizaron las secuencias
amplificadas, a partir de los datos de la secuencia de la region virB del plasmido Ti de la
cepa C58 tomada de Rogowsky et al. (1990), ya que posee el mismo plasmido que la cepa
C58R, empleando el programa SegAid Il (Rhoads y Roufa, 1989), que proporciona el
numero de fragmentos y el tamafio esperado de cada uno tras la restriccion con distintos
enzimas. Los enzimas elegidos fueron Mspl, Alul, Banll y Hpall, que proporcionan entre 7'y

20 fragmentos de restriccion con los amplificados obtenidos. Los analisis se llevaron a cabo
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empleando 100 pl de amplificado para tener suficiente cantidad de ADN para la restriccion
con los enzimas y su visualizacion en geles de acrilamida. Las digestiones se realizaron
empleando el tampon correspondiente a cada enzima a la concentracion de uso (1x); 100
il de amplificado; 5 U de enzima, con un volumen final de 130 pl. Se incubaron las
digestiones a 37°C toda la noche. Las restricciones se precipitaron siguiendo el protocolo
de Sambrook et al., (1989), con una concentracion de cationes monovalentes 0.25M
AcNa, la adicion de MgCl, hasta una concentracion 0.01M para facilitar la precipitacion de
fragmentos de ADN menores de 200 pb, y precipitacion con dos volimenes de etanol
96% a —20°C. Se incubo a —80°C durante 24 hy se centrifugo posteriormente a 13.000
rpm 20 min a 4°C. Se elimin¢ el sobrenadante, se realizo un lavado con etanol al 70% y se
dejo secar al aire después de centrifugar de nuevo y el precipitado se resuspendio en 20 pl
de H,O MQ estéril. La visualizacion de los fragmentos se realizo en geles de acrilamida
(29:1 acrilamida:bisacrilamida) en porcentajes que variaron entre un 8% y un 16%,
dependiendo de los tamafios de las restricciones realizadas. Se sometieron los geles a 300
volts a 8°C durante 2 h empleando todo el volumen de la restriccion. Se tifieron los geles
en BrEt y se visualizaron con luz UV.

Las restricciones no se llevaron a cabo con los amplificados de los dos mutantes
provenientes de la cepa C58, al considerar en este caso mas Util la secuenciacion de la zona
afectada identificada en los estudios de amplificacion. Con los clones no patogenos de la
cepa IVIA 1.102 no se pudo llevar a cabo este analisis de restriccion de amplificados al no

dar positivo las reacciones con los distintos iniciadores empleados de la region afectada.

4.3.2.3 Secuenciacion y comparacion de secuencias con los mutantes provenientes de la
cepa C58R inoculada en el huésped GF677 y los mutantes del experimento in vitro.
En estos mutantes se consiguid la recuperacion del fenotipo patdgeno
complementando con plasmidos que contienen los genes virB de la region de virulencia,
(ue posee un tamafio de 9 kb.
A partir de la misma secuencia virB empleada anteriormente (Rogowsky et al.
1990) se procedio al disefio de nuevos iniciadores, que de forma solapante mapearan las
zonas de virulencia afectadas en los mutantes. Los fragmentos a amplificar debian tener un

tamafio adecuado (desde 800 pb hasta un maximo de 1.200 pb), para asi obtener la
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secuencia de cada fragmento en una sola reaccion de secuenciacion, al realizarse la misma
con los dos iniciadores de cada amplificacion (Figura 4.4, Tabla 4.3). Los fragmentos a
secuenciar se extrajeron de geles de agarosa al 0.8% y se purificaron usando el kit Gel
Extraction Kit (Life Technologies), y su concentracion se determin comparando con un
marcador de concentracion conocida (100 pb, Life Technologies). Se secuenciaron en el
servicio de secuenciacion del IBMCP en la Universidad Politécnica de Valencia. Las
secuencias se analizaron mediante comparacion con las secuencias procedentes del
GenBank del plasmido de la cepa C58 (Kuldau et al., 1990; Rogowsky et al. 1990; Hattori
et al., 2001; Wood et al., 2001; Goodner et al., 2001) empleando el programa ClustalW
(Thompson et al., 1994). La secuenciacion de todo el operon virB se llevd a cabo con un
mutante de la cepa C58R procedente del experimento de inoculacion en GF677 (mutante
37) y, una vez identificado el gen que presentd diferencias respecto a la cepa salvaje, se
realizo la secuenciacion de este mismo gen con un mutante de la repeticion del

experimento in vitro (colonia n® 22).

SeqB2 SeqB4  SeqB6 SeqB8 B10 B12 SeqB14 SeqB16 SeqB18 B20
s S < = g 2 < < < >
| | BL |BZ| B3| A B5 || Ho |B7| b8 | B9 | B10 B11 | |
Squl_) szm Seo?BS 5237 Se%g s?an szsls @15 szsﬂ szslg
—

Figura 4.4. Secuenciacion de la region virB. Posicion de los iniciadores empleados en la secuenciacion de los
genes de este operdn. La posicion de cada gen esta marcada en blanco y gris, mientras la de los iniciadores
estan sefialados con las flechas. En la zona del gen virB4, debido a su tamafio, hizo falta disefiar otro iniciador
para completar la secuencia, que aparece en color azul.
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Tabla 4.3. Iniciadores empleados en la secuenciacion del operon virB.

Iniciador Secuencia 5’- 3’ Tamafio (pb)* Posicion”
SeqB1 TGC GAAGTCCCACAGTTTAT 4.753
SeqB2 TTGCGGACCTCCTTGATTTA 991 5.744
SeqB3 TTTTCCGTG CTC GGT CTGAC 5.338
SeqB4 CCC GCT TGC CGC AAATAA 1.769 7.107

SeqB41* ATTTCG GCATCT TCGAGTTC 6.592
SeqB5 AAA CGC TAC AGA CAA AAA GAA 6.871
SeqB6 GGT CAT GAG CGTCGT TTT AC 898 7.769
SeqB7 GGAACCCCT TTC GAC TACAT 7.696
SeqB8 CGCTTCCGCTTTCTCGTTTA 944 8.640
SeqB9 GTAGCCGGAAGTTTCTGCTT 8.621

SeqB10 ATCGTC CCAAGCATTGTGTC 1.050 9.675

SeqB11 TCATTG TATCCGACATTCTGC 9.553

SeqB12 GGG TTT CCCGCG CTACT 1.150 10.703

SeqB13 CAC GTC GGT GGAGAACTCTA 10.504

SeqB14 ACG GTATCT TCCGATGTCTG 844 11.343

SeqB15 CCG GCA GAT TGA GAC TGA 11.293

SeqB16 AGT GAT AGC GCG AGAACT AC 1.091 12.384

SeqB17 GGT CTC CGACACACATCACC 12.318

SeqB18 CAG GTCGATTTATCG CAAC 1.200 13.518

SegB19 CGATAC AAATGG AGG TGG AT 13.431

SeqB20 GAG CAT TGC TAC AAACGT AA 1.090 14.521

a: tamario de los fragmentos amplificados con cada una de las parejas de iniciadores (SeqB1-SeqB2...)

b: situacion de cada uno de los iniciadores segun la secuencia del operon virB de Rogowski et al. (1990), n°

de acceso GenBank J03320.

*: iniciador empleado para completar la secuencia del fragmento entre SeqB3 y SeqB4, al dar el
amplificado un tamafio demasiado grande para secuenciar completo desde los extremos.

128



Capitulo 4: Materia y métodos

4.3.2.4 Secuenciacion y comparacion de secuencias con el mutante T1 procedente de la
cepa C58 en la inoculacion de plantas herbéceas.

Con los iniciadores empleados en el mapeo de la region del ADN-T (Tabla 4.2), se
escogio la pareja que proporciond diferencias respecto a la cepa parental y se procedio a
amplificar mayor cantidad de muestra. Se siguio el mismo procedimiento de purificacion y
concentracion que en el Apdo 4.3.2.3. El fragmento se secuencid totalmente mediante el
empleo de iniciadores que, situados internamente en la misma secuencia, proporcionaron
todo el fragmento (Tabla 4.4), y mediante el programa BLAST (Altschul et al., 1990) se
comprobo con qué secuencias almacenadas en el GenBank presentaba homologia, para
poder identificar de donde procedia ese fragmento. Con los deméas mutantes obtenidos en
los experimentos de inoculacion en plantas herbaceas procedentes de las cepas C58
(colonia P72) e IVIA 1.102 (T32, T76, T22, T38 'y T67) no se llevaron a cabo analisis de

secuenciacion.

Tabla 4.4. Iniciadores empleados en la secuenciacion de la region del ADN-T de la colonia T1 procedente
de la inoculacion de la cepa C58 en tomate.

Iniciador Secuencia 5’- 3’ Tamafio (pb) Posicion®
CYT21* TCCATCGCGTTT ACAGC 17.411
CYT2* GAT ATCCATCGATCCCTT 2.449 19.860
INS-1** CGAGCATCTCTCTGACAAT
INS-2** ATG CTC GGT CGC AAG AC
INS-3 ACT GGC TTT ACCGTC TCC 19.234

a: situacion de cada uno de los iniciadores segun la secuencia del plasmido pTi de la cepa C58 de Wood et
al. (2001), n° de acceso GenBank AE008690.

*: Iniciadores empleados en la secuenciacion de la insercion del mutante T1, al dar diferencias de tamafio
en el amplificado respecto a la cepa C58.

**: |niciadores disefiados a partir de la secuencia de insercion del mutante T1. No hay correspondencia con
la secuencia del ADN-T.
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4.3.3 Confirmacion de la pérdida del poder patdgeno con mutantes de la cepa C58R
mediante complementacion con un plasmido que contiene el gen virB5.

Los resultados obtenidos en la secuenciacion del operén virB del mutante 37
indicaron que el gen afectado en el mismo se trataba de virB5, y para confirmar este
resultado se procedio a intentar recuperar el fenotipo patogeno. Para ello, se solicito el
plasmido que contiene el gen virBS descrito en el trabajo de Berger y Christie (1994),
quienes construyeron plasmidos que contenian cada uno de los genes de la region virB de
A. tumefaciens con el fin de estudiar cuales de ellos eran esenciales para la virulencia de la
bacteria. El plasmido pPC953, resistente a kanamicina, contiene el gen virB5 bajo el
promotor de los genes virB, y con €l se pueden realizar estudios de complementacion con
los mutantes procedentes de la cepa C58R para confirmar si es éste el gen afectado (Tabla
4.1). Previa a la utilizacion de este plasmido se realizaron modificaciones para poder
emplearlo en las cepas de Agrobacterium, al estar la construccion en un plasmido (pBCSK™,
Stratagene) que no se replica en esta bacteria. Para ello, se procedio a ligar este plasmido
con otro que si permitiera la replicacion en Agrobacterium. El plasmido escogido fue el
pPBBRIMCS5 (Kovach et al., 1995), que presenta resistencia a gentamicina. Ambos
plasmidos se extrajeron con el kit Plasmid miniprep (Qiagen, EE.UU.).

La ligacion se llevo a cabo previa digestion de los plasmidos con enzimas que
proporcionan un solo corte en ambos plasmidos. En el caso del plasmido pPC953, el
enzima Scal realiza un solo corte en su secuencia y no afecta al gen virB5 introducido para
la complementacion, pero proporciona extremos romos, por lo que se empled otro
enzima (EcoRV) que proporcionara el mismo tipo de corte con el plasmido pBBR1IMCS5.
Paraello, 5 pg del plasmido pPC953 y 10 g del plasmido pBBRM1CS5 se digerieron con
los enzimas Scal y EcoRV, respectivamente, en 20 pl de volumen final, con 20 U de
enzima Scal y 30 U de EcoRV, incubando toda la noche a 37°C. Estas digestiones se
precipitaron con 5M NaCl (concentracion final 0.1 M) y dos volumenes de etanol 96% a
—20°C, incubando a -80°C durante 1 h. Despues de lavar con 500 pl de 70% etanol y
eliminar el sobrenadante de la centrifugacion a 13.000 rpm durante 20 min a 4°C, se
resuspendieron en 5 pl de agua MQ esteéril y se uso todo el volumen de ambos plasmidos
en la ligacion. Se empleo el enzima T4 DNA ligasa (New England Biolabs) y la mezcla de

reaccion, consistente en 5 pl de cada plasmido, 1x tampon de reaccion, 50% PEG8000
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(5% v/v), 800 U de enzima, en un volumen final de 20 pl, se incubo durante 24 h a
temperatura ambiente. La ligacion se concentr6 mediante precipitacion con 5M NaCl y 2
volumenes de etanol 96% a —20°C, siguiendo la misma metodologia que las restricciones
de los plasmidos. El precipitado se resuspendio en 3 pl de agua MQ estéril.

Todo el volumen de la ligacion se introdujo por transformacion mediante
electroporacion en la cepa C58C1 (cepa sin el plasmido Ti), ya que el producto esperado
de la ligacion no se replica en E.coli. De las colonias transformadas, se escogieron 10 para
su analisis mediante extraccion de plasmidos y posterior digestion con el enzima de
restriccion EcoRI. Se extrajeron de las colonias plasmidos del tamafio adecuado y que
proporcionaron las bandas de restriccion esperadas, y se introdujeron por electroporacion

en los mutantes 37 y 22, y posteriormente los transformantes se inocularon en tomate.

4.3.4 Analisis del cultivo crioconservado de la cepa C58R.

Los resultados obtenidos en los analisis de complementacion y las secuenciaciones
llevadas a cabo con los dos mutantes seleccionados de los experimentos de inoculacion con
C58R en el huésped GF677 y de los experimentos in vitro, indicaban que la pérdida del
poder patogeno en todos los mutantes analizados parecia deberse a la misma causa. Sin
embargo, resultaba sorprendente que en condiciones tan diferentes la causa fuera la misma
en estos mutantes. Se planted, por ello, este experimento con el fin de comprobar el
poder patogeno del cultivo crioconservado de la cepa C58R del que procedia el indculo
utilizado en los experimentos de inoculacion. Para ello, se inocularon plantas de tomate
con 100 colonias aisladas directamente del stock en el medio PYGA + gentamicina (50
ug/ml) y la inoculacion de otras 100 colonias aisladas a partir de una colonia del stock
purificada mediante tres pases por agua, sembrando en triple estria en placa después de

cada incubacion para obtener colonias bien separadas.
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4.3.5 Analisis de los plamidos Ti de los mutantes obtenidos.

En este caso, el estudio de los mutantes con pérdida del poder patdgeno se
concentro en la caracterizacion de sus plasmidos Ti, debido a la falta de amplificacion de
grandes fragmentos de la region del ADN-T en los analisis por PCR llevados a cabo con los
mutantes no patdgenos procedentes de la cepa IVIA 1.102. También se analizo el
contenido en plasmidos de los mutantes con virulencia atenuada (T32 y T76), asi como de
los mutantes procedentes de la cepa C58, para observar si conservaban el mismo

contenido en plasmidos. Para ello, se procedio a realizar los siguientes analisis:

4.3.5.1 Perfil de plasmidos mediante geles Eckhardt.

Las muestras se analizaron mediante el procedimiento de lisis en pocillo (Eckhardt)
modificado (Fortin et al. 1992) para observar posibles diferencias en el tamafio de los
plasmidos Ti de las colonias mutantes comparados con el de la cepa salvaje IVIA 1.102. El
protocolo consistio en resuspender 1 ml de cultivo fresco de cada muestra (0,2 DOgy) en
500 pl de agua y 1 ml de N-lauril-sarcosina al 0,3%, centrifugar a 13.000 rpm 3 min 'y
resuspender el precipitado en 40 pl de Ficoll 20% (PM 400.000) preparado en tampon TE
(10 mM Tris, 10 mM EDTA pH 8). En un gel de agarosa al 0,75% en tampon TBE 1x se
introdujeron en los pocillos 25 pl de SDS 10% + xylene cianol y se aplicaron 40 volts
durante 15 min con la polaridad invertida, para que el SDS se situara por encima de los
pocillos. A cada precipitado resuspendido en Ficoll se le afiadieron 10 pl de tampon de lisis
(tampon TE; RNAsa A (0,4 mg/ml); lisozima (0,04 mg/ml) y azul de bromofenol (1
mg/ml)), y se depositaron en los pocillos 25 pl de esta mezcla. Se volvio a someter el gel a
40 volts durante 30 min con la polaridad normal y a 70 volts durante 7 horas mas. Se tifio
el gel en BrEt y se visualizd bajo luz UV. Los tamafos de los plasmidos se calcularon
empleando el programa Kodak Digital Science 1D (v. 3.0.1) usando como plasmidos de

referencia los de la cepa C58.

4.3.5.2 Hibridaciones con sondas de diversas regiones del plasmido pTi.
La caracterizacion de los plasmidos de los mutantes se llevo a cabo mediante
restriccion del ADN total de las colonias mutantes y posterior hibridacion con sondas de

distintas regiones del plasmido Ti. Estos analisis se llevaron a cabo solo con los mutantes
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no patdgenos de la cepa IVIA 1.102 y uno de virulencia atenuada (T32), empleando como
control positivo la cepa C58 y como control negativo la cepa C58C1, que no posee
plasmido Ti. La extraccion de ADN total se realizo siguiendo el protocolo descrito en
Sambrook et al., (1989). Se emplearon 5 pg de ADN en las restricciones con los enzimas
EcoRI y Hindlll en un volumen total de 20 pl. Se incubaron las digestiones a 37°C toda la
noche y se observaron en geles de agarosa al 0.8%, para ajustar los volimenes de cada
muestra a utilizar en el gel de transferencia a membrana. Los analisis de hibridacion con las
sondas se llevaron a cabo mediante transferencia del ADN del gel de agarosa a membrana
(Southern, 1975).

Las digestiones con enzimas de restriccion realizadas con ADN total, asi como los
plasmidos aislados mediante geles Eckhardt, fueron transferidos a membranas de nylon
con carga positiva (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Alemania) siguiendo el
protocolo rapido de transferencia alcalina. Este protocolo emplea para la transferencia del
ADN a la membrana una solucion de 0.4M NaOH, posteriormente la membrana se lava
con 5x SSCP 'y se fija el ADN con luz UV durante 8 min después de ser secadas al aire.
Estas membranas se hibridaron con las diversas sondas utilizando el estuche de deteccion
Dig Wash y Block Buffer Set (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Alemania) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Finalmente, las membranas se revelaron mediante

exposicion en oscuridad de peliculas (Kodak) y posterior revelado fotografico.

4.3.5.2.1 Obtencion de las sondas empleadas en las hibridaciones con el ADN de las
colonias mutantes.

Las sondas empleadas se muestran en la Tabla 4.5, y comprenden la zona de la
region del ADN-T y un fragmento de un gen de la region vir, asi como el plasmido Ti
completo de la cepa IVIA 1.102.

Tabla 4.5. Sondas empleadas en la caracterizacion de los plasmidos de las colonias mutantes mediante
hibridacion.

Sonda Zona del plasmido Ti
pTHEL7 Incluye todo el ADN-T y zonas adyacentes dcha e izqda, cepa C58
VirDA-DE Fragmento de 338 pb del gen virD2
pTi 1.102 pTi completo de la cepa IVIA 1.102
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Las sondas se obtuvieron mediante dos procedimientos. En uno de ellos, se empled
el nucleotido dUTP marcado con digoxigenina (Dig-11-dUTP, Boehringer Mannheim,
Alemania) para marcar productos de PCR durante su amplificacion. Este protocolo es el
mismo que se emplea para amplificar un fragmento de ADN con los iniciadores de interes
pero se diferencia en que a la composicion de los dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, 1 mM)
afiade dTTP a una concentracion 0.8 mM y dUTP marcado a una concentracion de 0.2
mM. Se emplearon 100 uM de esta mezcla de nucleotidos en la reaccion. Con este sistema
se construyo una sonda de la region vir del plasmido Ti, empleando como ADN diana el de
la cepa IVIA 1.102 y los iniciadores VirDA-DE (Haas et al., 1995), por lo que esta sonda
tiene un tamafio de 338 pb.

El otro sistema consistio en el marcaje del plasmido que contiene la region del
ADN-T del plasmido Ti de la cepa C58 y el plasmido Ti completo de la cepa IVIA 1.102.
Se empleo para ello el estuche DIG High Prime DNA Labeling Starter Kit | (Roche
Molecular Biochemicals, GmbH, Mannheim, Alemania) para marcar ADN mediante
“random priming” con digoxigenina-dUTP con el fragmento klenow del enzima ADN
Polimerasa I. Los plasmidos se sometieron a restriccion con el enzima EcoRl y después de
concentrarlos con 5M NaCl y etanol 96% se resuspendieron en 16 pl de H,O, se
desnaturalizaron durante 10 min a 100°C, se enfriaron en hielo y, posteriormente, se
incubaron a 37°C en presencia del enzima klenow, tampon de reaccion y con dNTPs
marcados con digoxigenina que van siendo incorporados al azar al ADN. El tiempo de
incubacion fue de al menos 24 h, para permitir el mayor marcaje posible de los plasmidos,
y posteriormente se inactivo el enzima con la adicion de 2 pl de 0.2M EDTA.

Para el marcaje del plasmido Ti completo de la cepa IVIA 1.102 se realizd
previamente una extraccion mediante el protocolo descrito por Zhang y Kerr (1993), que
hace uso de las caracteristicas del BrEt para separar, con gran pureza y en cantidad, el
ADN plasmidico, superenrollado, del ADN cromosomico, relajado. El protocolo consistio
en una extraccion previa con lisis alcalina (Currier y Nester, 1976). EI ADN crudo se
precipito con tratamiento con altas concentraciones de BrEt (0,1% v/v). Finalmente, se
extrajo este compuesto con lavados en fenol y cloroformo, quedando al final el plasmido

Ti Unicamente con trazas de ADN cromosomico.
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4.3.6 Analisis de la virulencia de los mutantes obtenidos a partir de la cepa IVIA 1.102
complementados con el plasmido pTHE17.

Se inocularon tomates con las colonias mutantes transformadas con el plasmido que
posee toda la region del ADN-T, para evaluar la complementacion del fenotipo de
virulencia atenuada. Para ello, se siguio el protocolo descrito en el Capitulo 2 (Apdo
2.3.8). El nimero de tomates inoculados fue de 11 por cada una de las cepas (IVIA
1.102, T32+pTHEL7 y T76+pTHEL7) y se evaluo el peso de los tumores obtenidos.

Los pesos de los tumores obtenidos para la cepa parental y los mutantes
complementados se compararon utilizando un analisis de varianza de un factor (Oneway

ANOVA) mediante el programa estadistico SPSS para windows Version 10.1.3. Se realizo
un contraste a priori para contrastar el peso de los tumores inducidos por la cepa parental

frente a los producidos por los dos mutantes complementados.

4.3.7 Analisis del poder patogeno de los mutantes complementados en los huéspedes de
origen de las cepas parentales.

Los mutantes que recuperaron la plena virulencia o el poder patogeno con los
plasmidos empleados en los ensayos de complementacion en plantas de tomate se
inocularon en el tallo de los huéspedes de donde se aislaron las cepas parentales para
comprobar si también en dichos huéspedes presentaban la recuperacion de los fenotipos
afectados. La inoculacion se llevd a cabo depositando un volumen de 10 pl de una
suspension de 0,6 (DOgy) en el tallo de cerezo para las colonias provenientes de la cepa
C58 y C58R, y de crisantemo para las obtenidas con la cepa IVIA 1.102. Al cabo de seis
meses y un mes respectivamente se observo la formacion de tumores en ambos

huéspedes.
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4.4 RESULTADOS

4.4.1 Identificacion de las zonas involucradas en la pérdida del poder patogeno en los
mutantes obtenidos en los diversos experimentos. Estudios de complementacion
mediante plasmidos.

Los resultados de la transformacion y posterior inoculacion de los mutantes
procedentes de los experimentos de inoculacion con la cepa C58R en el huésped GF677
con los distintos plasmidos empleados se muestran en la Tabla 4.6. Se recupero el poder
patdgeno en todos los mutantes al inocular en plantas de tomate los clones transformados
con los plasmidos pVCK219 y pSM226. El analisis con los plasmidos que acotan la zona
izquierda de la region vir del plasmido Ti indican que la region virB fue la afectada en todos

los mutantes analizados (Fig. 4.2).

Tabla 4.6. Complementacion de clones no patdgenos de C58R obtenidos en el experimento de inoculacion
del huésped GF677 con diversos plasmidos que contienen la region vir o el ADN-T.

Patogenicidad en tomate*

Mutante  pVCK 219 pVCK 225 pSM 226 pSM 247 pTHE17
37 + - + - -
39 + - + - -
42 + - + - -
47 + - + - -
57 + - + - -
61 + - + - -
63 + - + - -
66 + - + - -
67 + - + - -
68 + - + - -
72 + - + - -
73 + - + - -
75 + - + - -
111 + - + - -
112 + - + - -
113 + - + - -

*: resultado de la inoculacién de los clones transformados en tomate. +: formacién de tumor; -: no
formacion de tumores.
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Los resultados de las inoculaciones con los transformantes obtenidos con los clones
mutantes de los experimentos de inoculacion de huéspedes herbaceos se muestran en la
Tabla 4.7. De los mutantes procedentes de la inoculacion de la cepa C58, el aislado de
pimiento (P72) no consiguio recuperar el poder patdgeno con ninguno de los plasmidos
utilizados, mientras el obtenido en tomate (T1) complementd con el plasmido pTHE17,
que contiene los genes de la region del ADN-T. Igualmente, los mutantes procedentes de
la cepa IVIA 1.102, tanto los que presentan perdida del poder patdgeno (T22, T38, T67),
como los dos mutantes con virulencia atenuada (T32 y T76), recuperaron el poder

patogeno y el nivel de virulencia con el plasmido pTHEL7 (Fig. 4.2).

Tabla 4.7. Complementacion de los mutantes no patdgenos provenientes de los experimentos de
inoculacion en huéspedes herbaceos con diversos plasmidos de complementacion.

Origen® Patogenicidad en tomate*

Mutante Planta/cepa pVCK 219 pVCK 225 pTHEL17
T1 Tomate/C58 - - +
P72 Pimiento/C58 - - -
T22 Tomate/IVIA 1.102 - - +
T38 Tomate/IVIA 1.102 - - +
T67 Tomate/IVIA 1.102 - - +
T32 Tomate/IVIA 1.102 +d +d +
T76 Tomate/IVIA 1.102 +d +d +

a: Huésped de origen de cada mutante y cepa de A. tumefaciens inoculada.
*: resultado de la inoculacion de las colonias transformadas en tomate. +: formacién de tumor; -: no
formacion de tumores; +d: tumor de menor tamafio que la cepa salvaje.

Los resultados obtenidos en los experimentos de complementacion con los clones
no patégenos del experimento in vitro con la cepa C58R, mostraron que los plasmidos que
consiguieron restaurar el poder patdgeno en todos los mutantes obtenidos contenian genes
de la region virB del plasmido, al igual que ocurria con los mutantes obtenidos en el

experimento in planta. Estos resultados se muestran en la Tabla 4.8.

138



Capitulo 4: Resultados

Tabla 4.8. Resultado de la transformacion de los mutantes no patdgenos de C58R en los
experimentos in vitro con los plasmidos de complementacion.

Primer experimento Patogenicidad en tomate*

Mutante pVCK 219 pVCK 225 PSM 226 pSM 247 pTHEL?
2 + -

3

10

11

20
ZG**
10G
11G
19G
20G

Segundo experimento Patogenicidad en tomate*

Mutante pVCK 219 pVCK 225 PSM 226 pSM 247 pTHEL?
9 + -

12

22

34

38

43
QG**
22G
26G
34G
43G
44G

+++++ o+t
++++++++++

+++++ 4
++++ A+t

*: resultado de la inoculacién de las colonias transformadas en tomate. +: formacion de tumor;
-2 no formacion de tumores.
**: clones obtenidos en la incubacion en el medio PYG+gentamicina.

4.4.2 Analisis molecular de los mutantes obtenidos en los distintos experimentos.
Los mutantes identificados en los diversos experimentos realizados se sometieron a
varios tipos de analisis para identificar los genes afectados. Los resultados obtenidos con

cada uno de ellos se describen a continuacion.

4.4.2.1 Analisis mediante amplificacion por PCR de las regiones implicadas (virB y ADN-
T) en la pérdida del poder patogeno de los mutantes.
Los amplificados obtenidos con los iniciadores descritos en la Tabla 4.2 a partir de
los 16 clones procedentes de la cepa C58R en los experimentos in planta y de los 22
mutantes del experimento in vitro no mostraron diferencias de tamafio debido a

inserciones o deleciones o, al menos, no los presentaron en tamafio suficientemente
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grande como para poder observar diferencias comparando con los fragmentos obtenidos
con la cepa salvaje correspondiente (Figura 4.5). Los fragmentos amplificados cubren toda
la region virB, que comprende un operdn de 9 kb de tamafio con 11 genes, la mayoria de
los cuales son esenciales para el poder patogeno (Fig. 4.3). En el caso de los clones
procedentes de la cepa C58, no se apreciaron diferencias en los amplificados de la zona del
ADN-T ni de la regién vir en uno de los mutantes (P72), mientras que en el otro (T1) se
observd un amplificado 1,3 kb mayor que la cepa parental usando los iniciadores CYT21-
2, que estan situados entre la parte central del gen iaaM y el gen tmr (Figura 4.6). Con los
mutantes obtenidos con la cepa IVIA 1.102, el analisis con los iniciadores del ADN-T
mostraron que las dos colonias que presentaron pérdida de virulencia proporcionaron los
mismos tamafios de amplificados en todos los analisis. Un caso especial fueron los clones
que presentaron pérdida del poder patogeno (T22, T38 y T67), ya que no se consiguio
obtener amplificados con ninguna de las parejas de iniciadores de la region del ADN-T
empleados, lo que implicaria unos cambios a nivel genético que involucrarian grandes

areas de esta region.

C58R 37 39 63 75

C58R 37 39 63 75 113 Mé C(- C58R 37 39 63 75

Figura 4.5. Analisis mediante PCR del operdn virB. Se observa que ninguno de los clones analizados presenta
diferencias en los tamafios de los amplificados respecto a la cepa salvaje C58R. Estos productos de PCR se
emplearon posteriormente en los analisis de restriccion con enzimas. A): amplificacion con los iniciadores B1-B2;
B): amplificacion con los iniciadores B3-B4; C): amplificacion con los iniciadores B5-B6; D): amplificacion con
los iniciadores B7-B8. MVI: marcador VI (Boehringer Mannheim); M: marcador 100 pb (Life Technologies); M &
marcador Lambda (Sigma); C(-): control negativo.
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11 M C58 P72
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Figura 4.6. Analisis por PCR de los mutantes T1y P72 procedentes de la inoculacion con la cepa C58 en
tomate y pimiento. Amplificacion realizada con los iniciadores CYT21-2, que proporcionan un tamafio
de 2.452 pb. Se observa que la muestra T1 da un tamafio unas 1.300 pb mayor que la cepa C58 y P72,
debido a una insercion. M: marcador XVII (Life Technologies).

4.4.2.2 Andlisis de los mutantes procedentes de la cepa C58R en los experimentos in
vivo e in vitro mediante RFLPs de los amplificados de la region virB.

Los analisis mediante endonucleasas de restriccion de los amplificados obtenidos se
llevaron a cabo Unicamente con los 38 mutantes obtenidos con la cepa C58R
(experimentos de inoculacion en el huésped GF677 e in vitro). La region de virulencia virB,
al tener un tamafio grande (9 kb) hace necesario intentar ubicar el area donde se
encuentren las diferencias respecto a la cepa parental, ver si esos cambios afectan a la
misma area en todos los clones y posteriormente realizar analisis de secuenciacion para
caracterizar a los mutantes. Los resultados obtenidos, de los que en la Figura 4.7 se
muestran algunos de ellos, no proporcionaron informacion sobre qué zona o qué gen estan
afectados, dentro de la region virB. Todos los perfiles de restriccion obtenidos con los
distintos fragmentos de PCR analizados con todos los enzimas utilizados fueron idénticos
entre las colonias mutantes y la cepa parental. Los cambios que hubieran sufrido los
mutantes debian ser demasiado pequefios para poder ser observables mediante esta

metodologia. Por ello se decidio llevar a cabo la secuenciacion de toda la region virB de
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uno de los mutantes obtenidos en los experimentos de inoculacion in planta, compararla
con las secuencias de la cepa C58 disponibles en el GenBank (Kuldau, 1990; Hattori et al.,
2001; Wood et al., 2001) y segln el resultado que proporcionara, comprobar si en otros
mutantes se observaba la misma causa secuenciando el/los mismos genes afectados.

A B
C58R 37 39 63 75 113 C58R 37 39 63 75 113 C(-)M

180pb e 0 b ow o e

e N e S e g

Figura. 4.7. Restriccion de los amplificados de la region vir B de algunos de los mutantes obtenidos en los
experimentos de inoculacion en el huésped GF677 inoculado con la cepa C58R. Los perfiles obtenidos
fueron siempre idénticos comparando con la cepa parental. La separacion se llevo a cabo en geles de
acrilamida de porcentaje variable segin el nimero y tamafio de las bandas a separar y posterior tincion con
BrEt. A: restriccion realizada con el enzima Mspl con el amplificado B1-B2. B: restriccion llevada a cabo
empleando el enzima Mspl sobre el amplificado B3-B4. M: marcador 20 pb (Life Technologies); C(-):
control negativo.

4.4.2.3 Secuenciacion de las regiones implicadas en la pérdida del poder patdgeno de los
mutantes obtenidos en los experimentos in planta e in vitro.
Las secuenciaciones de la region virB llevadas a cabo con los mutantes obtenidos
con la cepa C58R y del mutante procedente de la inoculacion de la cepa C58 en tomate

proporcionaron los siguientes resultados tras el anélisis de las secuencias obtenidas.

4.4.2.3.1 Andlisis de la secuenciacion de las colonias 37 y 22 procedentes de la cepa
C58R.
Las secuencias obtenidas de toda la region virB con la cepa 37 se compararon
mediante el programa ClustalW con las secuencias de la cepa C58 almacenadas en el
GenBank descritas anteriormente. Estas comparaciones, en un primer analisis,

proporcionaron diferencias en las secuencias de los genes virB1, B2, B3, B4, B5, B7, B8 y
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B11, mientras los genes virB6, B9 y B10 fueron idénticos a los de la cepa C58. Las
diferencias que se observaron en estos genes eran en su mayoria la sustitucion de un
nucleotido por otro, inserciones de entre tres y seis nucleotidos y una delecion, en el gen
virB5. Los cambios debidos a sustituciones de un nucle6tido por otro, o inserciones o
deleciones de tripletes de nucle6tidos suelen producir mutaciones silenciosas, sin efectos
en el fenotipo, mientras una delecion puntual que no es compensada por una insercion
dentro del mismo gen, produce un cambio en el marco de lectura del gen (ORF), y
modifica la composicion de la proteina resultante. Por ello, se procedié a comprobar con
el programa VectorNTIl ver. 5 (Informax Inc. GB) los marcos de lectura que
proporcionaban las secuencias de todos los genes virB obtenidas con la colonia 37 (Figura
4.8). En este analisis se observa que todos los genes, excepto virB5, presentan un marco de
lectura que da lugar a una proteina completa, desde el coddn de inicio hasta el codon de
parada. En el caso de la secuencia del gen virB5 se observa que el marco de lectura esta
interrumpido por la aparicion de la delecion, lo que implica que no puede sintetizarse la

proteina completa, por lo que su funcion esta afectada.

v
v

VirB1 738 bp VirB2 366 bp
virB3  327bp virB4  2474bp
— > > >
virB5 662bp virB6 888 bp
virB7  168bp virB8  715bp
virB9 882bp virB10 1116bp

v

virB11 1035bp

Figura. 4.8. ORFs de las secuencias de la region virB obtenidas con el mutante 37 procedente del
experimento de inoculacion con la cepa C58R en el huésped GF677. Analisis realizado con el programa
Vector NTI suite, v. 5 (Informax, GB). Se observa que la secuencia del gen virB5 se presenta

interrumpida, debido a la aparicion de un codon de parada en la parte inicial del gen.
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Para confirmar este resultado, se procedio a repetir la secuenciacion del gen virB5
con el mutante 37 y también con la cepa C58R y con una de las colonias obtenidas en el
experimento in vitro, la colonia 22. Los resultados de la secuenciacion y posterior
comparacion de las secuencias de estos genes virB5 con el programa ClustalW se muestran
en la Figura 4.9, y en ella se observa que en los dos mutantes aparece la delecion de un
nucleotido en la posicion 8.882 (secuencia del operon virB, Rogowsky et al., 1990)
mientras en la cepa C58R esta presente una citosina. Este resultado, en el que la causa de
la pérdida del poder patdgeno en dos mutantes obtenidos en experimentos totalmente
diferentes se debe a la delecion de un mismo nucle6tido en el mismo gen, llevo a analizar
el cultivo crioconservado de la cepa C58R, por si dicha delecion no fuera realmente
debida a cambios sufridos en los experimentos de inoculacion en plantas asi como en los
experimentos de siembras sucesivas. En caso contrario, podria ser un punto caliente (“hot
spot”) que existiria en esta cepa y que causaria una inestabilidad genética que se
manifestaria en situaciones diversas de la misma manera.

Figura 4.9. Andlisis comparativo mediante CLUSTALW de las secuencias del gen virB5 obtenidas de los
clones mutantes 37, procedente del experimento de inoculacion de la cepa C58R en GF677 y el clon 22

del segundo experimento in vitro con la misma cepa. La flecha sefiala el lugar donde se presenta la
delecion. a: secuencia directa; b: secuencia reversa.

C58R-a GGATCAGCTTCGCAAAGT ACAGGGGGACAACCCATCAGCCTGGCTCAGCGAATTTATGGEC
C58R-b GGATCAGCTTCGCAAAGT ACAGGGGGACAACCCATCAGCCTGGCTCAGCGAATTTATGGEC
37-a GGATCAGCTTCGCAAAGT ACAGGGGGACAACCCATCAGCCTGGCTCAGCGAATTTATGGEC
37-b GGATCAGCTTCGCAAAGT ACAGGGGGACAACCCATCAGCCTGGCTCAGCGAATTTATGGEC
22-a GGATCAGCTTCGCAAAGT ACAGGGGGACAACCCATCAGCCTGGCTCAGCGAATTTATGGEC
22-b GGATCAGCTTCGCAAAGT ACAGGGGGACAACCCATCAGCCTGGCTCAGCGAATTTATGGEC
kkhkkkhkkhkkhkkhhkkkhhkkhhkkhhkkhkhhkkhhkhkkhhkkhhkkhhkkhkhkkhhkkk hkkhhkkk hkkhkk kkhkhkkk kkkkk,k*x*%x*%
C58R- a TCGTTACCACGAGGCAAAAGAT TGATCAAAGGT GGGGAACTATGAAGATCATGCAACT TG
C58R-b TCGTTACCACGAGGCAAAAGAT TGATCAAAGGT GGGGAACTATGAAGATCATGCAACT TG
37-a TCGTTACCACGAGGCAAAAGAT TGATCAAAGGT GGGGAACTATGAAGATCATGCAACT TG
37-b TCGTTACCACGAGGCAAAAGAT TGATCAAAGGT GGGGAACTATGAAGATCATGCAACT TG
22-a TCGTTACCACGAGGCAAAAGAT TGATCAAAGGT GGGGAACTATGAAGATCATGCAACT TG
22-b TCGTTACCACGAGGCAAAAGAT TGATCAAAGGT GGGGAACTATGAAGATCATGCAACT TG
kkhkkkhkkkhkkhkkhhkkkhhkkhhkkhhkkhkhhkkhhkkkhhkkhhhkkhhkkhkhkkhhkkk hkkhhkkk hkkhkk kkhhkkk kk,kkkk,k*x*x*%
C58R- a TTGCTGCGGECCATGGCCGTCAGCCTTCTTTCGGT CGGECCCGCGCCGEECCCAGT TCGT TG
C58R-b TTGCTGCGGECCATGECCGTCAGCCTTCTTTCGGT CGGECCCGCGCCEECCCAGT TCGT TG
37-a TTGCTGCGGECCATGGCCGTCAGE- TTCTTTCGGT CGGECCCGCGCCGEECCCAGT TCGT TG
37-b TTGCTGCGGECCATGGCCGTCAGE- TTCTTTCGGT CGGECCCGCGCCGEECCCAGT TCGT TG
22-a TTGCTGCGGECCATGGCCGTCAGE- TTCTTTCGGT CGGECCCGCGCCGEECCCAGT TCGT TG
22-b TTGCTGCGGECCATGGCCGTCAGE- TTCTTTCGGT CGGECCCGCGCCGEECCCAGT TCGT TG

kkhkkkhkkhkkhkkhhkkkhhkkhkhkkhhkkhkhkkhk * kkhkhkkkhhkkhkhkkhhkkk hkkhhkkk kkhkk kkhhkkk kk,kkkk,k*x*x*%
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4.4.2.3.2 Andlisis de la secuencia de la insercion de la colonia T1.

El mutante procedente de la cepa C58 inoculada en tomate (T1) proporciond un
fragmento de PCR con los iniciadores CYT21-CYT2 mayor de 3,5 kb, lo que indica la
presencia de una insercion de aproximadamente 1,3 kb respecto a la cepa parental, ya que
la secuencia amplificada deberia ser de 2,5 kb (Fig. 4.6). La comparacion de la secuencia
del mutante T1 obtenido de la inoculacion en tomate con la cepa parental C58 empleando
el programa BLAST permitio localizar la secuencia del inserto, que se encuentra situada en

la parte central del gen iaaM, en la posicion 17.760 (secuencia del Ti completo, Wood et
al., 2001) (Figura 4.10).

| 1.319 pb |
| |
INS-1 INS-2
INS-3
<—
| | jaaH | | |iaaM | | ipt | |6a | | 6b|
> <
cvT2d CYT2
2.452 pb

Fo— I I

Figura 4.10. Secuenciacion de la region del ADN-T afectada en el mutante. Los iniciadores que enmarcan la
insercion presente en el mutante T1 (CYT21-CYT2) se muestran en la posicion que ocupan en la region del
ADN-T. Los mismos iniciadores se emplearon para iniciar la secuenciacion de este fragmento, y disefiar
otros internos al inserto, hasta completarlo.

El andlisis mediante BLAST reveld que esta secuencia presenta homologia con una
zona del cromosoma lineal de A. tumefaciens y tiene el mismo tamafo (1.319 pb) que el
elemento de insercion 15426 (Figura 4.11), siendo la secuencia la misma excepto en cuatro
nucleotidos que son diferentes en ambos, lo que se confirmé mediante analisis con el
programa CLUSTALW (Figura 4.12).
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Figura 4.11. Andlisis comparativo mediante BLAST de la insercion en el gen iaaM con secuencias
almacenadas en el GenBank. La gama de colores refleja la homologia que presenta la secuencia analizada
con cada una de las secuencias. Se observa que la parte central de la secuencia presenta homologia con
secuencias diferentes a la de los extremos.

Figura 4.12. Andlisis comparativo mediante CLUSTALW de la secuencia de la insercion del clon mutante
T1, procedente del experimento de inoculacion de la cepa C58 en tomate. Se observa que la secuencia es
idéntica a la del elemento de insercion 1S426 excepto en 4 nucleétidos, sefialados en rojo.

1 S426 GAACTGCCCCCCATTTCGACCGGACAGT CGGCATAAGCAGAAAGGCT CAAGCACAGGCT T
Tl GAACTGCCCCCCATTTCGACCGGACAGT CGGCATAAGCAGAAAGGCT CAAGCACAGGCT T
kkhkkkhkkkhkkhkkhhkkkhhkkhhkkhhkkhkhhkkhhkhkkhhkkhhkkhhkkhkhkkhhkkk hkkhhkkk hkkhkk kkhkkk kkkkk k*x*x%
1 S426 GAGGACAGGCTTATGTCTAACGACTATCGACACGT TGAATTGCTGACGGGTGATGT CTCG
Tl GAGGACAGGCTTATGTCTAACGACTATCGACACGT TGAATTGCTGACGGGTGATGT TCGC
kkhkkkhkkkhkkhkkhhkkk hkkhkhkkhhkkhkhhkkhhkkkhhkkhkhkkhhkkk hkkhkhkkk hkkhkk kkhkhkkk kkhkk kk kk**x*%
1 S426 CGCAGGCGGT GGACAACCGAGCAAAAGCTGACAATCATTGAGCAGAGT TTTGAACCCGGEC
Tl CGCAGGCGGT GGACAACCGAGCAAAAGCTGACAATCATTGAGCAGAGT TTTGAACCCGGEC
kkhkkkhkkhkkhkkhhkkkhhkkhhkkhhkkhkhhkkhhkkhkkhhkkhhkkhhkkhkhkkhhkkk hkkhhkkk kkk kkhkkk kkhkk kkk,k**x*%
1 S426 GAGACGGTATCTTCGACCGCT CGCCGT CATGECGT GGCGCCCAATTTGCTTTATCGGT G
Tl GAGACGGTATCTTCGACCGCT CGCCGT CATGECGT GGCGCCCAATTTGCTTTATCGGT G

kkhkkkhkkkhkkhkkhhkkhkkhhkkhhkkhhkkhkhhkkhhkkhkkhhkkhhkkhhkkhkhkkhhkkk kkhhkkk kkhkh kk kk* kkkk*k*x*%

Se comprobo que el elemento de insercion situado en el interior de la secuencia
del gen iaaM afectaba al marco de lectura de la proteina que sintetiza este gen con el
analisis mediante el programa Vector NTI 5 (Informax Inc, GB). Este analisis revel6 que la
pauta de lectura queda interrumpida, por lo que la proteina no puede ser sintetizada
(Figura 4.13).
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Gen iaaM 2.268 pb

Gen iaaM + inserto 3.587 pb

Figura 4.13. ORFs obtenidas con el programa Vector NTI de la secuencia del gen iaaM
y de la misma secuencia con el inserto secuenciado. Se observa que el producto del gen
original queda interrumpido por la presencia de la insercion.

4.4.3 Confirmacion de la pérdida del poder patogeno debido a una delecion en el gen

virB5. Experimentos de complementacion con los mutantes de C58R in planta e in

vitro.

Se comprobd que los plasmidos obtenidos con la ligacion de pPC953 y pBBRM1S5

eran resultantes de la union de ambos mediante extraccion y digestion con el enzima EcoRl

y comparacion de los fragmentos obtenidos mediante visualizacion en gel de agarosa

(Figura 4.14). Estos clones plasmidicos consiguieron complementar el gen mutado ya que

las colonias transformadas produjeron tumores en tomate, por lo que se confirmaba la

causa de la pérdida del poder patdgeno en estos clones (Figura 4.15). Adicionalmente se

escogieron otros dos mutantes, uno del experimento in planta y otro del experimento in

vitro (113, aislado de otra planta diferente de la muestra 37, y el clon 22G, del 2°

experimento in vitro en medio con gentamicina) y tras su transformacion con este plasmido

se inocularon en tomate. Con ambos clones transformados se obtuvieron tumores, lo que

demostraba que en ellos también era el gen virB5 el que estaba afectado.

5kb
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Figura 4.14. Digestion de la ligacion de los plasmidos
pBBRIMCS5 y pPC953 con el enzima EcoRI. Se observa
que el producto de la ligacion presenta dos cortes frente al
Unico de cada plasmido antes de la ligacion. El producto
de la misma es la suma de los plasmidos individuales. 1:
plasmido pBBRIMCS5; 2: ligacion de ambos plasmidos;
3: plasmido pPC953. M 1KB: marcador 1 KB (Life
Technologies); XVII:  marcador XVII  (Boehringer
Mannheim).
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Figura. 4.15 A). Inoculacion en tomate de la cepa mutante 37 obtenida en los experimentos de
inoculacion con la cepa C58R. No se observa tumor después de un mes de la inoculacion. B).
Inoculacion en tomate del mutante 37 transformado con el plasmido que contiene el gen virB5. Se
induce la formacion de tumores como con la cepa salvaje.

4.4.4 Verificacion del cultivo crioconservado de la cepa C58R.

Se llevaron a cabo dos series de inoculaciones en tomate de colonias obtenidas del
cultivo crioconservado, una serie con colonias aisladas directamente de este stock y la otra
con colonias obtenidas mediante purificaciones sucesivas de una colonia del stock. En las
inoculaciones realizadas con 100 colonias provenientes de una previamente purificada,
todas produjeron tumores en tomate. Sin embargo, con 100 colonias aisladas del stock sin
purificar previamente, aparecieron 13 colonias que no produjeron tumores en plantas de
tomate, incluso al ser inoculadas de nuevo. Cuando se volvi6 a realizar este experimento
con otras 100 colonias mas no purificadas previamente, el nimero de colonias no
patdgenas que se obtuvo fue de 17. Estos resultados demostraron que la cepa C58R o bien
habia sufrido una mutacion antes de ser recibida en el IVIA o desde su utilizacion en el
laboratorio se produjo un cambio a partir del cual se co-cultivaron la cepa C58R patdgena
y su mutante no patégeno. Por lo tanto estos resultados sugieren que ademas de la cepa
C58R se habria inoculado en los experimentos de inoculacion tanto in planta como in vitro
también un mutante, idéntico en todas sus caracteristicas, excepto por la existencia de una
delecion en el gen virB5 de la region de virulencia que lo convertia en no patégeno. En
todo caso, se puede afirmar que se ha caracterizado un mutante procedente de la cepa
patdgena C58R, del que se conoce la causa de la pérdida del poder patdgeno, pero no se

puede asegurar que se haya originado en los experimentos de esta memoria.
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4.4.5 Analisis de los plasmidos Ti de los mutantes obtenidos.

Los anélisis realizados de los plasmidos de los mutantes proporcionaron una
informacion parcial sobre las posibles causas que pueden explicar el cambio de fenotipo
que han sufrido, sin embargo se necesitan mas pruebas para determinar los cambios
moleculares que se han producido en los mismos. En estos analisis preliminares, los

resultados obtenidos son los que se comentan a continuacion.

4.4.5.1 Perfil de plasmidos mediante geles Eckhardt.

El perfil de plasmidos mediante geles Eckhardt mostro unos resultados inesperados
(Figura 4.17). Comparado con el perfil de la cepa IVIA 1.102, solo uno de los clones que
presenta pérdida del poder patogeno (T67), proporciono un perfil semejante, al presentar
un solo plasmido Ti, de igual tamafio que la cepa parental (aproximadamente 120 kb). Los
mutantes T32 y T76, con virulencia atenuada, mostraron dos plasmidos. Sus plasmidos Ti
coinciden en tamafio con el de la cepa IVIA 1.102, mientras uno mayor, criptico, es igual
en ambos. El tamafio de este plasmido criptico es de unas 200 kb, segun el célculo
obtenido con el programa Kodak Digital Science 1D y empleando como marcador la cepa
C58. Sin embargo, con los clones T22 y T38 los resultados fueron sorprendentes, ya que
solo aparecio un plasmido, pero de mayor tamafio que el de la cepa parental. El tamafo
del mismo es de unas 300 kb, que resulta ser algo mas del doble respecto al plasmido Ti de
la cepa IVIA 1.102. Como estos plasmidos de 300 kb recuperaron el poder patogeno con
un plasmido de complementacion que contiene los genes del ADN-T, se consideré que
eran inductores de tumores y, por tanto, plasmidos Tiy no cripticos. Los plasmidos de los
mutantes P72 y T1 también presentaron diferencias respecto a la cepa C58, ambos tienen
el pTi de igual tamafio que la cepa parental, pero el mayor, criptico, es de tamafio inferior

y en el mutante P72 aparece otro plasmido, de pequefio tamafio.
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IVIAL102 T22 T38 T67 T32 T76 C58 Tl P72

pTi mutantes:

300 kb Criptico C58: 450 kb

4 Criptico: 300 kb
<«
pTi C58: 195 kb

L ——P
pTicepalVIA
1.102: 120 kb __
Criptico pequefio
tamario P72

Figura 4.17. Perfil de plasmidos mediante gel Eckhardt modificado con los mutantes obtenidos de las
cepas IVIA 1.102 y C58 en huéspedes herbaceos. Se observa que los mutantes T22 y T38 presentan un
plasmido de mayor tamafio que la cepa salvaje y el mutante T67. El mutante T32, al igual que el T76,
contiene un plasmido criptico ademas del plasmido Ti, que es de igual tamafio que el de la cepa IVIA
1.102. Los mutantes procedentes de la cepa C58 presentan un pTi de igual tamafio, pero un plasmido
criptico menor que el de C58. Ademas, el mutante P72 presenta otro plasmido mas de pequefio
tamano.

4.4.5.2 Andlisis mediante sondas de los plasmidos Ti de los mutantes procedentes de la

cepa IVIA 1.102.

Los resultados obtenidos con las sondas empleadas se muestran en la Figura 4.18.
Con la digestion llevada a cabo con el ADN total de los mutantes con el enzima EcoRl, la
hibridacién con la sonda del gen virD2, proporciona el mismo patrén de bandas tanto en la
cepa salvaje IVIA 1.102 como en los mutantes no patdgenos (Fig. 4.18A). El mutante con
pérdida de virulencia, T32, da un tamafio de hibridacion diferente, lo que indica que
existen cambios también en esa zona. Sin embargo, con la sonda del ADN-T no se obtuvo
sefial de hibridacion en ninguno de los mutantes no patdgenos (Fig. 4.18B). Estos mismos
resultados se obtuvieron también al hibridar la digestion del ADN total con el enzima
HindlIl (Fig. 4.18D y E): no hay diferencias con la sonda del gen virD2 con los mutantes no
patdgenos y solo una pequefa diferencia en tamafio con el mutante T32, pero con la del
ADN-T no se observa sefial de hibridacion en los mutantes T22, T38 y T67.

Las hibridaciones del ADN total con la sonda del plasmido Ti de la cepa IVIA
1.102 mostraron un patrén idéntico entre los clones mutantes y la cepa salvaje (Figs.
4.18Cy 4.18F), a pesar de haberse observado que la region del ADN-T no daba sefial de

hibridacién. Esta sonda esta probablemente contaminada con ADN cromosomico, como se
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comprueba al emplearla en la hibridacion en un gel de plésmidos Eckhardt (Figura 4.19).
Se observa en este gel que hay sefial con el ADN de los plasmidos pero también con el
cromosoma de las muestras analizadas, posiblemente porque el método de extraccion
empleado no elimind totalmente el cromosoma del plasmido. La cepa C58, utilizada como

control, no mostro hibridacién con el plasmido de la cepa IVIA 1.102.

M C581102T22T38 T67 T32C1 ~ M C581102 T22 T38T67 T32C1 M C581102 T22 T38 T67 T32 C1

- Digestion de
- ADN total con
el enzima

~ Digestion de

| ADN total con
,elenzima

HindllI

el

-

D
VirDA-DE pTHEL17 (ADN-T) Ti COMPLETO

Fig. 4.18. Hibridaciones de distintas sondas con el ADN total de los mutantes obtenidos de la cepa IVIA1.102 digerido con
EcoRI y Hindlll. M: marcador | Hindlll; C1: control negativo (cepa C58 sin el plasmido Ti). Se observa la semejanza en la
hibridacion con la sonda VirDA-DE entre la cepa salvaje y los mutantes, excepto el mutante T32 en la digestion con EcoRl, y
la falta de sefial en la cepa C1. Con la sonda del ADN-T no hay hibridacién en los mutantes no patdgenos, mientras el de
menor virulencia presenta el mismo perfil que la cepa parental. Con el Ti entero no hay diferencias entre los mutantes y la
cepa salvaje. Sorprendentemente no hay hibridacion con la cepa C58 ni con la C58C1.
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Figura 4.19. Hibridacion con la sonda preparada con el plasmido Ti de la cepa IVIA 1.102 sobre los
plasmidos de los mutantes obtenidos de esta cepa y separados mediante gel Eckhardt modificado. Se
observa que hay hibridacion en los plasmidos pero también en el cromosoma de las colonias.

4.4.6 Recuperacion de la virulencia de los mutantes procedentes de la cepa IVIA 1.102
con el plasmido pTHEL7.

Los clones T32 y T76 transformados con el plasmido pTHEL7 proporcionaron
tumores del mismo tamafio que la cepa parental al ser inoculadas en tomate (Figura 4.16).
Los resultados obtenidos en el andlisis de varianza indican que no se encuentran diferencias
al 1% de significacion en el peso entre los tumores inducidos por la cepa parental (IVIA
1102) y los mutantes complementados con pérdida de virulencia, lo que confirma la

recuperacion del fenotipo de plena virulencia en estos mutantes (Grafica 4.1)

*' “W‘ ‘ IVIA 1.102
e 6 ” T76 + pTHEL?

Figura 4.16. Tumores producidos por los clones T32 y T76 transformados con el plasmido pTHE17.
El tamafio de los tumores es semejante a los producidos por la cepa parental IVIA 1.102.
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Gréfica 4.1. Gréfico comparativo de los pesos de los tumores producidos por la cepa IVIA 1.102 y los
mutantes T32 y T76 transformados con el plasmido pTHE17.

4.4.7 Inoculacion de los mutantes transformados con los plasmidos de complementacion
en los huéspedes de donde proceden las cepas parentales inoculadas.

Con los clones complementados con plasmidos de las zonas presuntamente
alteradas, los resultados de las inoculaciones en los huéspedes de donde se obtuvieron las
cepas parentales fueron: con las inoculaciones en crisantemo de los mutantes procedentes
de la cepa IVIA 1.102 (T22, T38 y T67) no se produjeron tumores, mientras que con los
mutantes de virulencia reducida T32 y T76 se obtuvieron tumores de igual tamafio que
con la cepa IVIA 1.102. En las inoculaciones en cerezo de los mutantes procedentes de las
cepas C58 y C58R, el resultado fue negativo con el clon P72 transformado con los
diversos plasmidos, positivo con T1 transformado con el plasmido pTHEL17, y también
positivo con los clones 37 y 22 procedentes de la cepa C58R transformadas con el
plasmido pSM226.
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4.5 DISCUSION

Los plasmidos conteniendo distintas zonas de la region de virulencia y del ADN-T
se han empleado con éxito en la identificacion preliminar de las areas afectadas en la
mayoria de los mutantes analizados. S6lo uno de los mutantes (P72) no recupero el poder
patdgeno con ninguno de los plasmidos que poseen distintas zonas del plasmido Ti, lo que
parece indicar que posiblemente la causa de su fenotipo no patdgeno se deba a cambios en
genes del cromosoma. Respecto a los mutantes obtenidos en los experimentos de
inoculacion del huésped GF677 con la cepa resistente al antibidtico gentamicina (cepa
C58R) y en los experimentos in vitro mediante siembras sucesivas, se ha comprobado que
son similares entre si, y coinciden con un mutante preexistente en la suspension de
crioconservacion de la cepa inoculada. Por ello, no es sorprendente que todas las colonias
no patdgenas analizadas sean identicas, ya que podrian tratarse de clones del mutante. Las
caracteristicas tanto bioquimicas como moleculares que presentan, comparadas con las de
la cepa patogena C58R son idénticas en todos los analisis realizados.

Como resultado de este trabajo, se ha conseguido identificar la causa que ha
provocado la pérdida de patogenicidad, aunque se desconoce su origen. El sistema
utilizado para identificar el gen afectado o al menos delimitar el area afectada dentro del
plasmido Ti mediante PCR-RFLP no fue efectiva, por lo que fue necesaria la secuenciacion
de todo el operon virB, identificado previamente en los anélisis de complementacion como
el area afectada. La comparacion con la secuencia de la region vir del plasmido Ti de la
cepa parental permitio delimitar en un gen, virB5, la posible causa de la pérdida del poder
patogeno, lo cual se confirmd mediante complementacion con un plasmido que contenia
este mismo gen. Las colonias transformadas con este gen consiguieron recuperar la
capacidad de producir tumores. Este mutante presenta una mutacion semejante a las
observadas en los experimentos del grupo del profesor Dion (Bélanger et al., 1995), al
tratarse de una mutacion puntual en uno de los genes de la region vir.

La cepa C58R se recibio en el afio 1994 del laboratorio del Dr. Farrand, de la
Universidad de Urbana en Chicago, (EE.UU.), y desde entonces se ha mantenido en
crioconservacion en nuestro laboratorio. Los datos de que se dispone es que en EEUU no

se habia observado la aparicion de un mutante de esta cepa, pero tampoco se habian
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llevado a cabo experimentos que pudieran mostrar que este hecho hubiera ocurrido, por
lo que no se puede descartar que existiera esta mezcla de bacterias en el envio recibido.

El mantenimiento durante varios afios en la coleccion de bacterias en condiciones
de crioconservacion podria ser una causa que provocaria la aparicion de mutantes no
patdgenos, como se sefiala en el trabajo de Bashan y Okon, (1986) comentado en el Cap. 3
de esta memoria, por lo que podria ser también otro de los origenes del mutante.

Los resultados obtenidos con los mutantes procedentes de los experimentos de
inoculacion en huéspedes herbaceos muestran que en casi todos ellos (6 de 7 mutantes
obtenidos), los ensayos de complementacion han conseguido identificar el area afectada,
siendo en todos ellos el ADN-T. Respecto a los mutantes procedentes de la cepa C58, en
uno de ellos (P72) parece que los posibles cambios genéticos afectarian al cromosoma, ya
que la introduccion de genes del plasmido Ti no modifica la falta de capacidad de producir
tumores. El analisis del plasmido Tiy su cromosoma por separado permitiran identificar si
efectivamente es a nivel cromosomico donde reside el problema. Sin embargo, su
contenido en plasmidos presenta diferencias respecto a la cepa parental, ya que mientras el
pTi es del mismo tamario, el plasmido criptico es menor que el de C58, y ademas aparece
otro plasmido de mucho menor tamafio. Este plasmido criptico, de aproximadamente 300
kb, también aparece en el mutante T1, procedente de un tumor inducido en otra planta
huésped diferente, por lo que se observa que estos mutantes han sufrido cambios que
afectan a otras partes de su genoma, aunque se desconoce la influencia que estas
diferencias en el contenido en plasmidos pueden tener sobre el fenotipo de virulencia
atenuada. Con este mutante T1, se observa pérdida de patogenicidad al inocularlo en el
huésped tomate, pero se comprueba que sigue produciendo tumores tipo salvaje en el
huésped cerezo, del cual se aislo la cepa C58, por lo que este mutante presenta una
reduccion del rango de huéspedes, lo que entra en la definicion de pérdida de virulencia.
La causa de este cambio de fenotipo se ha identificado en la region del ADN-T mediante
amplificaciones de grandes fragmentos de ADN (2-3 kb) que de forma solapante mapean
los genes responsables del poder patdgeno. En este mutante se observa la presencia de una
insercion en la zona central del gen iaaM de un tamafio de 1.319 pb.

La secuenciacion y el analisis de la secuencia obtenida mediante comparaciones con

secuencias almacenadas en el GenBank ha permitido la identificacion de este inserto, que
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presenta una alta homologia de secuencia con el elemento de insercion 15426. Como se ha
descrito anteriormente (Otten et al., 1992) se han encontrado secuencias de insercion
cercanas a los genes iaa en varias cepas de Agrobacterium, por lo que este resultado se
encontraria entre las causas de pérdida del poder patogeno (y en forma mas amplia, de
variabilidad genética) por el mecanismo de transposicion. Ademas, en estudios en los que
se provocaron mutaciones en los genes iaaM e iaaH en distintas cepas de A. tumefaciens se
observo que se producian tumores de tipo salvaje en diversas especies de Nicotiana (Ooms
et al., 1981; Binns et al., 1982), por lo que a pesar de no producirse la proteina para la
produccion del &. indol-acético, la capacidad de producir tumores permanece, aunque si se
producia una reduccion del rango de huéspedes.

En los mutantes procedentes de la inoculacion de la cepa IVIA 1.102 podrian ser
varias las causas que han llevado a la pérdida del poder patdgeno. Por un lado, los dos
mutantes con pérdida de virulencia (T32, T76), procedentes del mismo tumor,
comparten las mismas caracteristicas genotipicas y fenotipicas, con la excepcion de la
formacion de raices adventicias mas abundantes por parte de uno de ellos. Su contenido en
plasmidos es idéntico, y los analisis moleculares realizados son coincidentes, sin embargo
difieren de la cepa salvaje IVIA 1.102 en la posesion de un plasmido criptico de mayor
tamafio que el pTi. En estos mutantes, es la zona del ADN-T la que parece afectada, ya
que la introduccion de un plasmido conteniendo estos genes produce la recuperacion de la
virulencia al mismo nivel que la cepa salvaje. Sin embargo, también la region vir parece
haber sufrido algun tipo de cambios, ya que se observan diferencias de tamafio en la banda
que hibrida con la sonda de 338 pb del gen virD2 en uno de los mutantes. Es necesario un
estudio mas amplio de los cambios producidos para conocer todas las causas que han
producido este fenotipo poco virulento y comprobar si en el otro mutante (T76) también
se han producido los mismos cambios.

Los mutantes obtenidos con pérdida del poder patégeno en el segundo
experimento con la cepa IVIA 1.102 (T22, T38 y T67) recuperan el poder patdgeno en
tomate, la planta de donde se han originado, mediante un plasmido que contiene los genes
del ADN-T. En cambio, cuando se inoculan en el huésped de donde procede la cepa

salvaje, crisantemo, no son capaces de producir tumores. Esto no es sorprendente, ya que
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en el ADN-T se encuentran genes que intervienen en el rango de huéspedes, y los genes
introducidos proceden de un plasmido Ti diferente al de la cepa IVIA 1.102.

Sin embargo, es a nivel del contenido en plasmidos donde encontramos las
mayores diferencias respecto a la cepa parental: mientras uno de los mutantes presenta un
plasmido del mismo tamafio que la cepa parental (T67), los otros dos poseen un plasmido
de aproximadamente el doble de tamafio. El hecho de poder complementar estas colonias
con plasmidos que contienen la region del ADN-T indica que poseen toda la region de
virulencia intacta, y por lo tanto se trata de un plasmido Ti modificado. Sin embargo,
todos los analisis realizados mediante amplificaciones de zonas del ADN-T vy las
hibridaciones con sondas de esa misma zona nos indican que estos mutantes han perdido
toda esta region, y que esa debe ser la causa de la pérdida de patogenicidad. En
condiciones normales, el analisis de estas colonias mediante iniciadores del ADN-T vy perfil
de plasmidos harian pensar que se trata de cepas no patdgenas con un plasmido criptico, de
gran tamafio. La formacion de tumores después de introducir genes del ADN-T nos indica
que el plasmido posee toda la maquinaria de genes de virulencia y transferencia del ADN-
T, como se comprueba, ademas, en los analisis mediante iniciadores de la region de
virulencia.

Estos mutantes nos plantean nuevas cuestiones: sus plasmidos podrian mostrar que
estamos frente a un fendmeno de formacion de un megaplasmido, como se podrian
producir en la naturaleza de forma natural. Se contaria con un plasmido intermediario, del
mutante T67, con el plasmido de igual tamafio que la cepa salvaje y que presenta cambios
similares a los mutantes T22 y T38, a partir del cual se formaria el plasmido de mayor
tamafio. Si esta hipotesis es cierta, se podria haber formado mediante una duplicacion y
formacion de un cointegrado, 0 mediante recombinaciones con zonas de los cromosomas,
y/0 con plasmidos de otras cepas. La recuperacion del poder patogeno se produciria
porque los genes de virulencia se encuentran en el plasmido o se encuentran duplicados en
el cromosoma. Tanto esta hipotesis como la de la recombinacion con posibles regiones
homologas del cromosoma podria apoyarse en el hecho descrito recientemente de la
presencia en el cromosoma de Agrobacterium de genes similares en secuencia a los de la
region vir, lo que permitiria esa recombinacion y la formacion de plasmidos de mayor

tamarfio (Leloup et al., 2002), asi como reordenaciones a gran escala entre plasmidos y
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cromosoma observados en cepas del género Rhizobium (Sullivan y Ronson 1998; Mavingui
etal., 2002). El hecho de que se obtengan idénticos perfiles de hibridacion con la sonda de
la region vir entre la cepa salvaje y el mutante T67, que posee un plasmido de igual
tamario, pero también con los mutantes T22 y T38, que presentan un plasmido de tamafio
mayor, no deja de resultar sorprendente, aunque al ser la sonda de pequefio tamafo es
probable que no sea adecuada para poner de manifiesto cambios a nivel de grandes
regiones del plasmido. Tambien es inesperada la falta de hibridacion del clon T67 con la
sonda del ADN-T, al igual que los mutantes T22 y T38, ya que parece indicar que los
plasmidos presentan una composicion semejante, a pesar de la diferencia de tamafio, ya
que se esperaria que dieran unos perfiles de hibridacion distintos debido a esta diferencia.

La semejanza en los perfiles obtenidos con la sonda del plasmido Ti completo,
aunque pueda tener algo de cromosoma en la misma, como parece demostrarse con la
hibridacion del gel Eckhardt, no parece logica, ya que con la sonda del ADN-T no se
produce hibridacion con los mutantes, y esta falta de hibridacion deberia observarse
tambien con el ADN total de las muestras con la sonda del plasmido Ti. El empleo de una
sonda consistente en el plasmido Ti totalmente purificado de cromosoma proporcionaria
mas informacion sobre la composicion de los plasmidos de las colonias mutantes. El
analisis exhaustivo con sondas de distintas zonas del plasmido Ti permitiria averiguar qué
zonas presentan diferencias entre el plasmido Ti de la cepa IVIA 1.102 y los plasmidos de
los mutantes, ademas de comprobar si hay zonas repetidas y donde se encuentran. Los
perfiles obtenidos en los analisis realizados indican que existe una gran semejanza en la
secuencia de los plasmidos entre los tres mutantes, mientras que si se observan diferencias
en la region del ADN-T respecto a la cepa salvaje IVIA 1.102.

La aparicion de otros plasmidos de diferente tamafio en casi todos los mutantes que
se han analizado en este trabajo muestra la facilidad de la variabilidad genética en
Agrobacterium, lo que puede conducir a la formacion de recombinantes que podrian dar
lugar a nuevos fenotipos. Los resultados obtenidos en este trabajo parecen probar estas
recombinaciones. El analisis de las modificaciones genéticas observadas en los mutantes
obtenidos en este trabajo muestran gran variabilidad en las causas de pérdida de
patogenicidad, teniendo en cuenta el pequefio nimero de mutantes evaluados. Esto

sugiere que si se ampliara el estudio a otras caracteristicas fenotipicas y genotipicas,
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ademas del fenotipo patdgeno/no patogeno, posiblemente la variacion que presentarian

entre ellas seria mayor.
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4.6. CONCLUSIONES

1. Se ha caracterizado un mutante no patogeno de la cepa C58R. La pérdida del
poder patogeno se debe a una mutacion puntual que ha producido una delecion de
un nucleotido en la posicion 8.882 del gen virB5 en el plasmido Ti. Esta delecion
impide la formacion de la proteina VirB5, esencial para la patogénesis de la
bacteria.

2. Se ha caracterizado un mutante procedente de la cepa C58, denominado T1,
obtenido en un tumor producido en tomate. Este mutante presenta pérdida de
patogenicidad al inocularse en tomate, pero si produce tumores de tipo salvaje en
el huésped de donde se aislo la cepa parental, cerezo, lo que indica que se ha
producido una reduccion del rango de huéspedes. La causa ha sido la aparicion de
un elemento de insercion (1S426) en el gen iaaM del ADN-T, en la posicion

17.760, que también impide la formacion de la proteina correspondiente.

3. @) Se ha realizado una caracterizacion preliminar de las causas que han provocado la
perdida del poder patdgeno en tres mutantes (T22, T38 'y T67) procedentes de la
cepa IVIA 1.102 aislados de un tumor de tomate. Todos recuperan el fenotipo
patogeno en este huésped al complementar con genes de la region del ADN-T. En
dos de ellos se observa la presencia un plasmido de mayor tamafio que el pTi de la
cepa salvaje. En el tercer mutante, el plasmido no presenta diferencias de tamafio
apreciables.

b) Los mutantes no presentan homologia con sondas del ADN-T, lo que indicaria la
falta de esos genes, lo que se confirma mediante analisis de amplificacion con
diversos iniciadores de esa zona.

¢) El plasmido Ti del mutante T67, que presenta el mismo tamafio que el de la
cepa salvaje IVIA 1.102, posee caracteristicas semejantes a los mutantes con el
plasmido de mayor tamafio en lo que respecta a la falta de amplificacion de la zona
del ADN-T, en los perfiles de hibridacion con las distintas sondas empleadas y en

los patrones de bandas en el analisis de RAPDs con el iniciador OPE-7.
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d) Todos los plasmidos de los clones no patdgenos presentan el mismo perfil de
hibridacion con sondas de la region vir, asi como el mismo comportamiento con los
distintos iniciadores ensayados de esa zona.

e) Todos estos mutantes recuperan el poder patogeno mediante la introduccion de

genes de la zona del ADN-T, lo que demuestra que la maquinaria vir es funcional.

Se ha realizado un analisis preliminar de las causas que han provocado la pérdida de
virulencia en dos mutantes (T32, T76) procedentes de un tumor de tomate
inoculado con la cepa IVIA 1.102. Estos mutantes deben de estar afectados en la
region del ADN-T, ya que plasmidos que contienen esos genes provocan la
recuperacion de la virulencia a sus niveles normales. Sin embargo, se observan
diferencias también en la region vir en uno de ellos, por lo que no habria que

excluir la actuacion conjunta de varias causas sobre ese fenotipo poco virulento.

El anlisis del contenido en plasmidos que poseen todos los mutantes aparecidos en
este trabajo muestran que han sufrido cambios, ya sea a nivel del tamafio de los
mismos, como en el nimero que contienen, 0 ambos casos a la vez, respecto a las
respectivas cepas parentales. Solo uno de los mutantes (T67), presenta el mismo

plasmido y del mismo tamafio que la cepa de la que procede.
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5. DISCUSION GENERAL

La enfermedad de los tumores en cuello y raices (CROWN GALL), producida por la
bacteria A. tumefaciens, ha sido estudiada desde muy diversos enfoques, tanto fisiologicos,
como moleculares, epidemioldgicos, biotecnologicos, etc. y ha promovido la realizacion
de distintos trabajos con vistas a reducir las pérdidas ocasionadas por la enfermedad y
controlar su expansion (termoterapia, solarizacion, control biologico con otros
microorganismos...) (New y Kerr, 1972; Schroth y Moller, 1976; Moore y Allen, 1986;
Ophel et al., 1990; Canfield et al., 1992; Vicedo et al., 1993; Raio et al., 1994). En otra
linea, se ha aprovechado la compleja maquinaria de transferencia genética para introducir
mejoras en los vegetales de forma rapida eliminando, incluso, las barreras entre especies y
reinos (Melcher y Hooykas, 1987; Kado, 1991; Winans, 1992; Hooykas y Beijersberger,
1994; Hooykaas y Schilperoort, 1992; Sheng y Citovsky, 1996; Christie, 1997; Kunik et
al. 2001).

Sin embargo, la dindmica de las poblaciones de Agrobacterium en su habitat natural
(suelo) asi como en los nichos ecoldgicos que coloniza e invade (raices, cuello de las
plantas) ha sido estudiada a un nivel més elemental, y solo se han constatado algunos
hechos sorprendentes, entre ellos, el predominio de las poblaciones de cepas no patogenas
frente a las patogenas en los nichos (tumores) donde, tedricamente, estaria favorecida la
presencia de cepas productoras de tumores (Kerr, 1969; Schroth, 1971; Michel et al.,
1990; Canfield y Moore, 1991). También ha sido investigada la relacion entre tipos de
plasmidos inductores de tumores y el fondo cromosdmico en el que se encuentran, o los
intercambios genéticos entre plasmidos de distintas cepas, pero no la evolucion posterior
de los mismos (Otten et al., 1992; Ponsonnet y Nesme, 1994; Pionnat et al., 1999).

Un aspecto que ha sido estudiado en algunos trabajos, y que quiza esta relacionado
con el predominio de poblaciones no patogenas frente a las patdgenas, es el de la pérdida
de la capacidad de producir la enfermedad (patogenicidad) en aislados obtenidos de los
tumores provocados por cepas patogenas. Este seria, en teoria, un ambiente donde parece
que habria mayor ventaja selectiva para estas cepas (Canfield y Moore, 1991; Bélanger et
al., 1993, 1995; Moore y Canfield, 1996) dada por la formacion de las opinas. Dado que
las opinas estan producidas en el tejido tumoral por las propias células vegetales, debido a

la insercion de genes transferidos del plasmido Ti que codifican su sintesis, y que son
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catabolizadas por las bacterias que las han producido, deberia implicar una ventaja
nutricional para las cepas de Agrobacterium patdgenas frente a otros microorganismos. Esta
ventaja se veria incrementada por dos efectos adicionales que producen estas sustancias: a)
favorecen la transferencia conjugativa del plasmido Ti entre bacterias patdgenas y
receptoras, con lo cual se extenderia el nimero de bacterias poseedoras del plasmido, Y,
por tanto, la poblacion de cepas patogenas, y b) ser las opinas quimioatrayentes de cepas
que poseen el plasmido, que se acercarian al tejido tumoral y favorecerian la
recombinacion genética entre cepas, dando lugar a nuevos tipos de plasmidos (Petit et al.,
1978; Ellis et al., 1982; 1984).

Sin embargo, todas estas ventajas no parecen traducirse en el resultado esperado,
un aumento del nimero de colonias patogenas frente a las no patdgenas. Como se ha
observado en esta memoria, incluso en tumores producidos en condiciones “controladas”,
donde solo se esperaria encontrar clones procedentes de la cepa inoculada, se han
encontrado en mayor nimero cepas no patogenas de Agrobacterium sp.

En este trabajo, por tanto, se ha pretendido ampliar los estudios anteriores sobre la
aparicion de cepas no patogenas a partir de colonias patogenas, tanto en el nimero de
huéspedes utilizados como en el de cepas empleadas, y con ello, poder conocer y
confirmar: a) si hay una interaccion especifica entre una cepa dada y los huéspedes a los
que coloniza; b) si hay circunstancias que favorezcan en mayor medida esta pérdida del
fenotipo; c) si esta perdida se puede producir en ausencia de cualquier sustancia que la
pudiera favorecer o producir, como ocurre en los tumores de las plantas. La
caracterizacion de los mutantes que se aislaran podria proporcionar la comprobacion de las
hipotesis que se pudieran plantear. Asi, en el futuro, se podrian intentar provocar esas
condiciones y con ello conseguir otro sistema eficaz de control de la enfermedad.

Sin embargo, los resultados que se han obtenido en este trabajo muestran la
presencia, en tumores provocados por diversas cepas en distintos huéspedes, de:

- Distintos tipos de colonias no patégenas en gran nimero frente a colonias

patdgenas, sin relacion aparente entre ellas.
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- clones mutantes que presentan atenuacion de la virulencia y pérdida de poder
patogeno, ambos en muy escaso nimero. La disminucion de la virulencia se
refleja en una produccion de tumores de menor tamafio, pero también en la
reduccion del rango de huéspedes.

El aislamiento de agrobacterias no patogenas en gran nimero, en ambientes donde
se esperaria encontrar mayoritariamente cepas patdgenas (suelos con incidencia de
aparicion de la enfermedad), ha sido comprobado en trabajos recientes (Krimi et al.,
2002), y por ello los resultados obtenidos que se han comentado anteriormente no son del
todo sorprendentes. Ademas, las causas de peérdida del poder patogeno/virulencia
observados en los trabajos realizados para estudiar la pérdida de patogenicidad por parte de
cepas patogenas se deben mayoritariamente a cambios en el plasmido Ti, y en la
caracterizacion de los mutantes aislados en esta memoria, el tipo de cambios que se han
encontrado coincide con las descritas: mutaciones puntuales, elementos de insercion
(Fortin et al., 1992; Bélanger et al., 1995).

El empleo de un sistema de identificacion basado en la amplificacion inespecifica de
fragmentos del genoma de las bacterias (RAPDs), ha permitido la distincion entre las
colonias aisladas, de forma que los resultados iniciales en cuanto a nimero de mutantes no
patogenos aparecidos en los diferentes experimentos de inoculacion se ha comprobado que
no siempre reflejaban la ocurrencia de mutaciones de las cepas inoculadas. Teniendo en
cuenta que en dos experimentos de este trabajo se han aislado colonias que presentaban la
misma resistencia a antibioticos que las cepas previamente inoculadas, pero que no eran
colonias de Agrobacterium, es posible que haya ocurrido algo similar en otros trabajos en los
que se ha observado la presencia de cepas no patogenas en tumores. El sistema
desarrollado en esta memoria constituye, pues, una herramienta muy valiosa para
confirmar la identidad de aislados de A. tumefaciens en experimentos que requieran el
analisis de un nimero elevado de clones en poco tiempo y un alto grado de fiabilidad.

En las condiciones empleadas, con las cepas utilizadas y los huéspedes inoculados,
se ha observado una frecuencia muy baja de aparicion de mutantes no patogenicos o poco
virulentos, en comparacion con otros trabajos realizados sobre este tema (Canfield y
Moore, 1991; Bélanger et al., 1993; 1995). El huésped manzano, del que se aislaron en

dichos trabajos un gran nimero de colonias no patogenas, podria explicar esas diferencias,
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al ser una especie que presenta caracteristicas especiales por la dificultad para aislar este
tipo de colonias, aunque en algln otro huésped como el arandano también se ha observado
esta dificultad (Moore y Canfield, 1996).

Es dificil explicar la procedencia de las cepas no patogenas aisladas de tumores que
no derivan de las inoculadas. La explicacion maés probable es que estas bacterias ya
estuvieran presentes en las plantas adquiridas en el vivero, o que provengan del agua de
riego, o de otras fuentes (Faivre-Amiot, 1984) y que hubieran accedido al tumor a traves
de las heridas que sirvieron de entrada al patdgeno. También se desconoce si presentan
ventajas selectivas frente a las patogenas.

Los siete mutantes obtenidos en esta memoria provienen de aislamientos de
tumores en huéspedes herbaceos, y no se ha conseguido aislar ninguno procedente de
huéspedes lefiosos habituales de este patdgeno. Los Unicos mutantes obtenidos a partir de
tumores producidos en uno de los huéspedes habituales (un hibrido melocotonero x
almendro, GF677) se ha demostrado que procedian de un clon que estaba presente en el
indculo inicial de una cepa patogena que se empled para producir los tumores. Este
mutante también se consiguio aislar a partir de un experimento de siembra sucesiva en un
medio general. En la caracterizacion de este mutante, se ha confirmado que la causa de la
pérdida de patogenicidad era una mutacion puntual en un gen de la region vir, pero
desconocemos las causas que han podido provocarla, ya que podria haberse originado por
las manipulaciones geneéticas en su plasmido Ti antes de ser enviada a nuestro laboratorio
(Von Bodman et al., 1992).

Estos siete mutantes provienen de dos cepas, C58 e IVIA 1.102, vy presentan, en
su mayoria, modificaciones en el plasmido Ti que, ademas, se concentran
fundamentalmente en la region del ADN-T.

De la cepa C58 se han aislado dos mutantes. Uno de ellos (P72) no recupera el
poder patdgeno en experimentos de complementacion con genes del plasmido Ti, lo que
sugiere que los cambios sufridos afectan a genes cromosomicos. En el otro mutante
estudiado (T1), ha sido la insercion en uno de los oncogenes del ADN-T de un elemento
de insercion, la causa de la atenuacion de la virulencia, en forma de disminucion del rango
de huéspedes. Pero ambos mutantes presentan un contenido en plasmidos diferente al de

la cepa parental, ya que ademas del plasmido Ti, el mutante P72 presenta un plasmido
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criptico de menor tamafio que el criptico de C58 y otro de tamafio inferior al pTi,
mientras el mutante T1 contiene un plasmido criptico de igual tamafio que el del mutante
P72 pero no presenta ninguno de pequefio tamafo.

De los cinco mutantes procedentes de la cepa IVIA 1.102 todos recuperan el poder
patogeno o el nivel de virulencia con genes de la region del ADN-T. En cuatro de ellos se
observan diferencias en el numero o tamafio de los plasmidos que contienen respecto a la
cepa parental, mientras uno de ellos contiene un pTi del mismo tamafio. Las posibles
causas que han provocado la perdida de poder patdgeno podrian ser semejantes a las que se
ha comprobado que proporcionan reordenamientos a gran escala en el genoma de
bacterias de la familia Rhizobiaceae y de otras familias: mediante fusion de replicones y
escisiones promovidos principalmente por elementos de insercion (Flores et al., 1988;
Sullivan et al., 1995; Sullivan y Ronson, 1998). Es posible, por tanto, que el fenomeno de
perdida del poder patdgeno en Agrobacterium pueda ser debido a reorganizaciones
gendmicas ademas de a mutaciones puntuales e inserciones de elementos transponibles.

En estos trabajos se han documentado cambios en el genoma de bacterias de la
familia Rhizobiaceae, que se habian postulado previamente, como la recombinacion entre
plasmidos y cromosoma. Aunque no se conocen bien los origenes y la dindmica de la
formacion de estados genomicos alternativos de las bacterias y sus consecuencias
bioldgicas, se ha demostrado la formacion de cointegrados entre distintos plasmidos
presentes en una cepa y el cromosoma que contiene, dando lugar a diferentes
reorganizaciones y posiblemente a diferencias fenotipicas que podrian dar lugar a ventajas
adaptativas (Mavingui et al., 2002). Ademas, estas nuevas estructuras gendémicas parecen
ser inestables, ya que pueden revertir al estado original, apareciendo de nuevo cepas con
plasmidos de tamafio similar a los plasmidos presentes en la cepa parental.

Asi pues, no es extrafio que la mayoria de los mutantes obtenidos en esta memoria
presenten diferencias a nivel de contenido en plasmidos, ya sea en numero como en
tamafio. Asimismo, las pequefias diferencias en los perfiles de bandas obtenidos con uno de
los iniciadores de RAPDs (OPE-7) con los mutantes T22, T38 y T67 podrian ser
provocados por reordenaciones que afectaran al cromosoma de estas cepas, debido a estos

fendmenos.
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Este estudio del contenido en plasmidos de los mutantes obtenidos con las cepas
C58 e IVIA 1.102 se ha abordado como consecuencia de los resultados obtenidos en su
caracterizacion, por lo que también seria interesante estudiar el contenido en plasmidos de
todas las colonias patdgenas y no patogenas aisladas, y observar las variaciones que
presentan. Este es un fenomeno observado en seis de los siete mutantes obtenidos, lo cual
parece indicar que es algo muy comun.

¢Tenemos quiza la prueba de la formacion de un nuevo plasmido a partir de uno
intermediario? Conocer la composicion de estos plasmidos nos permitiria saber qué
mecanismos han podido dar lugar a su formacion, y conocer mejor como se produce la
evolucion de plasmidos en Agrobacterium. Si estas reorganizaciones son reversibles, como se
ha comprobado, ¢se producira un intercambio entre ambos estados fenotipicos de forma
continuada?. Las cepas no patogenas aparecidas en gran nimero y de las que se desconoce
su origen, ;fueron anteriormente patogenas? ;Podrian ser en realidad las mismas que se
han inoculado y que han sufrido reorganizaciones que les han dado ventajas frente a las
patogenas, que esos cambios incluyeran la pérdida de patogenicidad y que afectaran de tal
manera al genoma que producirian en el analisis mediante RAPDs un patron de bandas
diferente?. Quiza el emplear diferentes pruebas de analisis molecular y ver si con todas
ellas los resultados son distintos o hay semejanzas, permitiria obtener una respuesta.

¢Como se produce la evolucion en las poblaciones de Agrobacterium respecto al
caracter patogeno/no patogeno?. Todas estas cuestiones que surgen a partir de los datos
obtenidos en nuestro trabajo nos pueden indicar hacia donde dirigir futuros estudios en el
campo de la dindmica de poblaciones, evolucion fenotipica del caracter patdgeno/no

patogeno y evolucion del genoma en poblaciones de Agrobacterium.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

1-

Se ha puesto a punto un sistema de identificacion de cepas de Agrobacterium sp.
mediante la amplificacion al azar con iniciadores inespecificos (RAPDs) que facilita
la discriminacion de cepas y permite, comparando los patrones obtenidos con los

de una cepa determinada, confirmar la identidad de colonias tipo Agrobacterium.

El sistema se puede emplear tanto con ADN purificado como con suspensiones
bacterianas, que pueden mantenerse tanto en congelacion (—20°C) como en frio
(8°C), sin mostrar alteracion en los resultados. Se ha confirmado su validez en

diversos experimentos de inoculacion con distintas cepas y huespedes.

Los experimentos de inoculacion con la cepa C58R, marcada con un plasmido con
resistencia a un antibidtico, proporcionaron un elevado nimero de colonias que
presentaron pérdida del poder patogeno (18%). Sin embargo, se ha demostrado
que estos mutantes provenian de una mezcla preexistente en la suspension
crioconservada, lo que también se ha puesto de manifiesto en experimentos de

siembras sucesivas en un medio general.

La caracterizacion molecular de uno de estos mutantes presentes en los cultivos de
C58R, indica que la pérdida del poder patogeno es debida a una mutacion puntual
que ha producido una delecion de un nucledtido en la posicion 8.882 del gen virB5

en el plasmido Ti.

Utilizando dos cepas de A. tumefaciens, no se observo la aparicion de mutantes no
patogenos en siembras sucesivas, a diferencia de lo que ocurre en otros modelos

bacterianos.

No se ha conseguido aislar colonias mutantes con fenotipo no patdgeno en las
1.619 colonias procedentes de aislamientos de los tumores causados por dos cepas
de A. tumefaciens inoculadas en 10 huéspedes lefiosos habituales de la bacteria. Las

colonias tipo Agrobacterium no patogenas aisladas mostraron distinto perfil de
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RAPDs que los de las cepas previamente inoculadas, lo que parece demostrar que

no proceden de las cepas parentales.

7- Se han conseguido aislar 7 mutantes de 4.000 colonias analizadas en los

experimentos de inoculacion de cinco cepas patdgenas en dos huéspedes
herbéceos, lo que representa un porcentaje bajo de aparicion de este fendmeno
(0.18%). De los siete mutantes aislados, tres presentaron pérdida parcial de

virulencia. Los otros cuatro casos presentaron pérdida total de virulencia.

8- Se ha caracterizado un mutante procedente de la cepa C58, denominado T1,

obtenido en un tumor producido en tomate. Este mutante presenta pérdida de
virulencia por reduccion del rango de huéspedes. La causa ha sido la aparicion de
un elemento de insercion (1S426) en el gen iaaM del ADN-T, en la posicion

17.760, que impide la formacion de la proteina correspondiente.

9- Se ha realizado un analisis preliminar de las causas que han provocado la pérdida de

virulencia en dos mutantes (T32, T76) procedentes de un tumor de tomate
inoculado con la cepa IVIA 1.102. Estos mutantes deben de estar afectados en la
region del ADN-T, ya que la complementacion con plasmidos que contienen esos
genes provocan la recuperacion de la virulencia a sus niveles normales. Sin
embargo, se observan diferencias tambien en la region vir en uno de ellos, por lo
que no habria que excluir la actuacion conjunta de varias causas sobre ese fenotipo

poco virulento.

10- Se ha realizado una caracterizacion preliminar de tres mutantes (T22, T38'y T67)

170

procedentes de la cepa IVIA 1.102 aislados de un tumor de tomate. Todos
recuperaron el fenotipo patdgeno en este huésped al complementar con genes de la
region del ADN-T. En dos de ellos se observo la presencia de un plasmido de
mayor tamafo que el pTi de la cepa salvaje. En el tercer mutante, el plasmido Ti

no presento diferencias de tamafio apreciables.
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11- Todos los mutantes aislados en este trabajo menos uno presentaron diferencias en
el nimero o tamafio de los plasmidos que contienen respecto a las cepas patogenas
parentales, lo que podria indicar que se han producido cambios debido a

reorganizaciones con otros plasmidos o sus cromosomas.
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ANEXO

Abreviaturas empleadas
ADN: Acido Desorribonucleico
ADN-T: ADN Transferente

AFLP: Polimorfismos en los fragmentos amplificados selectivamente por PCR de fragmentos

de restriccion gendémica

ANOVA: Anélisis Normalizado de Varianza

ARN:: Acido Ribonucleico

A-T: Contenido en adenina+citosina

BrEt: Bromuro de etidio

Ch: Carbenicilina

Cn: Cloranfenicol

dNTPs: desoxi Nucleotidos Trifosfato

DO: Densidad Optica

EDTA: Acido Etilen Diamino Tetraacético

Gm: Gentamicina

HEPES: Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfonico
IBMCP: Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas
IS: Secuencia de insercion

IVIA: Instituto valenciano de Investigaciones Agrarias
Kan: Kanamicina

Kb: kilobase

Kv: kilovolts

LB: medio de Luria-Bertani

ml: mililitros

min: minutos

MQ: Agua ultrapura, sistema MilliQ

ul: microlitros

UF: microFaradays
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OMG: Organismo Modificado Genéticamente

ORF: Pauta de lectura abierta

Johmios

pb: Pares de Bases

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

pTi: Plasmido Inductor de Tumores

PYGA: Medio patata levadura dextrosa agar

pv: Patovar

PVP: Polivinil Pirrolidona

RAPDs: Polimorfismos de ADN amplificados al azar
REP-PCR: Polimorfismos de ADN mediante iniciadores de secuencias conservadas: ERIC,
BOX, REP

RFLP: Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion
rpm: revoluciones por minuto

SDS: Dodecil Sulfato Sédico

SDS-PAGE: Gel de Poliacrilamida en presencia de SDS
sp: especie

Str: Estreptomicina

ta: temperatura ambiente

TAE: Tampon Tris Acético EDTA

Tet: Tetraciclina

Tris: Hidroximetil aminometano

vir: Region de virulencia

ufc: unidades formadoras de colonias

UV: Radiacion ultravioleta

VBNC: Viable pero no Cultivable
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