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Resumen

En la interaccion de las plantas con bacterias patégenas ocurren complejos procesos de
sefializacion, tanto en e vegetal como en e microorganismo, que determinan que una
infeccion sea exitosa o por € contrario contrarrestada por las defensas del hospedador. El éxito
de una infeccién depende, en gran parte, de que € patdgeno sea capaz de inhibir o retardar la
activacion de las respuestas defensivas de la planta. Diversos estudios recientes comenzaron a
esclarecer, a nivel molecular, cdmo las plantas detectan la presencia de los patdgenos y como
éstos logran evadir la respuesta defensiva del hospedador.

"Signalling in the interaction between phytopathogenic bacteria and their
host"
Abstract

In the interaction of plants with pathogenic bacteria several complex signalling events take
place, both in the host and in the microorganism, which determine wether the outcome will be
a successful infection or an adeguate defense by the host. The success of an infection depends
to a large extent on the ability of the pathogen to inhibit or delay the activation of defensive
responses from the plant. Severa recent studies have begun to shed light on how, at a
molecular level, plants detect the presence of pathogens and on how these bacteria manage to
evade defensive responses from the host.
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Introduccion

Las bacterias heterétrofas dependen de otros seres vivos para obtener su aimento. Algunas,
como las que descomponen los organismos muertos, o las comensales, obtienen compuestos
nutritivos sin causar mayores dafios a los organismos proveedores de dichos compuestos.
Otras, en cambio, los consiguen a través de lainvasion e interferencia con la fisiologia normal
de otros seres vivos, es decir que causan una enfermedad. Los organismos atacados por este
tipo de bacterias, llamadas patdgenas, poseen distintas estructuras y mecanismos para
defenderse. Por este motivo, las bacterias atacantes adquirieron a lo largo de la evolucion
mecanismos sofisticados para interferir con sus mecanismos defensivos, asi como también para
detectar la presencia de bacterias congéneres, esenciales colaboradores para llevar a cabo
infecciones exitosas. En este articulo se describirdn hallazgos recientes sobre los mecanismos
moleculares y de sefializacion que ocurren durante la interaccion entre bacterias fitopatégenas
y sus hospedadores.

Defensas de las plantas contra |los atagues de patdgenos Una bacteria, u otro fitopatdgeno, que
intente penetrar en el interior de una planta para obtener compuestos nutritivos deberd sortear,
en primer lugar, diversas estructuras y mecanismos defensivos. Las plantas, en su parte aérea,
se encuentran cubiertas por una cuticula cerosa hidrofébica que las protegen tanto de la pérdida
de agua como de la invasion de patégenos, |os cuales normalmente son incapaces de degradar
esa cuticula. En consecuencia, las bacterias invasoras deben penetrar en la planta a través de
aperturas naturales como los estomas, 0 a través de heridas producidas por dafio mecanico,
como el que provocan los animales herbivoros o |os insectos masticadores. Una vez dentro de
la planta, las bacterias permanecen en e espacio intercelular o dentro de los vasos de
conduccién, donde deben hacer frente a diversas amenazas. Las plantas, si bien no poseen
células especiaizadas en la defensa contra patdgenos como los animales, son capaces de
detectar répidamente la presencia de bacterias invasoras y de poner en marcha una serie de
mecanismos defensivos que pueden incluir:

» Respuesta hipersensible (conocida también como HR, por sus siglas en inglés): consiste en
una rgpida muerte de células alrededor del sitio de infeccién, que guarda cierta similitud con la
muerte celular programada de los animales (figura 1). La muerte celular es precedida por la
produccién de especies reactivas de oxigeno, como €l perdxido de hidrégeno, que participarian
tanto en la muerte del patdgeno como en el refuerzo de la pared celular a través de cambios
guimicos. Dicha molécula, al igual que & 6xido nitrico que también es sintetizado durante en
larespuesta hipersensible, participaria también en la sefializacion hacia otras células.



» Répida sintesis de fitoalexinas, término que engloba a diversos compuestos quimicos con
actividad antimicrobiana provenientes del metabolismo fenilpropanoide. Las diversas enzimas
necesarias para su sintesis son producidas de novo en e momento de lainfeccidn.

» Formacion de diminutos engrosamientos de la pared cdular en € sitio de entrada del
patdgeno. Estos engrosamientos estan constituidos principalmente por callosa, un polimero
formado por un glucano b1-3, y lignina, un polimero fendlico altamente complejo, y sirven
como una barrera fisica que bloguea €l avance de la bacteria.

e Sintesis de diversas proteinas involucradas en la defensa antimicrobiana, conocidas
colectivamente por sus siglas en inglés PR (por pathogenesis-related). Estas proteinas incluyen
enzimas capaces de degradar la pared celular de los microorganismos, polipéptidos con
actividad antimicrobiana y componentes de las cascadas de transduccion de sefidles que

coordinan la respuesta defensiva.

http://www.nysaes.cornell.edu/pubs/press/current/images/031021Code3L .j pg

Figura 1. Respuesta hipersensible en una hoja de tabaco infectada con la
bacteria Agrobacterium vitis. Fuente:
http://www.nysaes.cornel | .edu/pubs/press/current/031017Code.html

Ademés de estas respuestas inducidas por bacterias, las plantas suelen amacenar en las
vacuolas de las células, de maneraindependiente de la presencia del patégeno, compuestos con
actividad antimicrobiana como saponinas y glucosinolatos. En afiadidura a las respuestas
defensivas localizadas en €l sitio de la infeccidn, numerosos patdgenos son capaces de activar,
en el término de horas, la induccién de respuestas defensivas similares en otros 6rganos de la
planta que pueden estar a considerable distancia. Al tener las defensas activadas, estos 6rganos
todavia no infectados se vuelven mucho mas resistentes a los patdgenos. Este fendbmeno se
conoce como resistencia sistémica adquirida o SAR, por sus siglas en inglés (systemic
acquired resistance). Aunque el mecanismo de transmision de la sefial a través de la planta no
esta compl etamente el ucidado, se sabe que la hormona écido sdicilico participade é.

Defensa basal o inespecifica Ahora bien, ante semejante bateria de respuestas defensivas,
¢como logran ciertas bacterias patdgenas llevar a cabo una infeccién exitosa? La reaidad es
gue la mayoria de las bacterias no logran hacerlo. Una prueba de ello es que las bacterias
patégenas suelen tener un rango de hospedador (es decir, de especies susceptibles de ser
infectadas) bastante reducido, y usualmente constituyen grupos taxondémicos definidos, como
ciertas familias de plantas. Cuando una bacteria fitopatdgena intenta atacar plantas
pertenecientes a cualquier otro grupo taxonémico distinto del de sus hospedadores habituales,



invariablemente no se desarrolla (salvo cuando las plantas estan afectadas por algunos tipos de
estrés, como la sequia o la desnutricion, que le impiden activar sus defensas). En este caso
actla un mecanismo de defensa denominado basal o inespecifica, que es activado por cas
cualquier bacteria, incluyendo las no patégenas y hasta bacterias inactivadas por calor. La
defensa basal también se activa por compuestos presentes en muchos grupos de bacterias,
como la flagelina (proteina que forma parte del flagelo bacteriano) o los lipopolisacaridos que
forman parte de la matriz extracelular bacteriana. Estos compuestos, conocidos colectivamente
como PAMPs (por € inglés pathogen-associated molecular patterns, 0 motivos moleculares
asociados a patdgenos) desencadenan una respuesta similar a la inmunidad innata de los
animales que activan las respuestas defensivas descriptas previamente, con la importante
excepcion de la respuesta hipersensible. Tanto en plantas como en animales los PAMPs son
percibidos a través de receptores tipo Tall, los cuales activan cascadas de MAP quinasas, lo

que indica que lainmunidad innata estaria conservada entre ambos grupos taxonémicos.

Defensa especifica o mediada por genes de resistencia (R) El rango de hospedador usualmente
reducido de los fitopatdgenos bacterianos provee una pista interesante para comprender cOmo
ocurren las interacciones planta-patdgeno compatibles (es decir, en las que se desarrolla
infeccion). Asi como en la guerra €l atacar por sorpresa, desorientar a enemigo, o interferir
con sus sistemas de alarma (como los radares o las telecomunicaciones) suelen ser factores
claves en € éxito, también las bacterias capaces de llevar a cabo infecciones exitosas son
capaces de sintetizar varios factores que, actuando en conjunto, logran retardar o suprimir las
respuestas defensivas del hospedador. Muchos de estos factores estén codificados por los
genes denominados Avr (por avirulencia), y actlan sobre blancos intracelulares muy
especificos del hospedador. Este posee a su vez genes que permiten contrarrestar la accién de
los genes Avr. Estos genes se denominan R (por resistencia).

El modelo denominado gen por gen, propuesto originalmente por Harold Flor (Flor, 1942),
postula que la resistencia de una planta a un patdgeno ocurre cuando la planta posee un gen
dominante de resistencia llamado R y e patdgeno expresa un gen complementario dominante
de avirulencia llamado Avr. En otras palabras, la infeccion sélo ocurre cuando la planta o €
patdgeno (0 ambos a mismo tiempo) carecen del alelo dominante del gen R o Awr
respectivamente. En este caso se habla de interaccion compatible, mientras que, cuando la
infeccion no progresa, la interaccion se denomina incompatible. Con el paso del tiempo se
comprob6 que este modelo explica la mayor parte de las interacciones planta-patdgeno, por 1o
gue hoy en dia sigue constituyendo el marco conceptual de referencia para € estudio de la
interaccion entre los vegetales y organismos patdgenos. A diferencia de lo que sucede en la
resistencia basal, en la defensa especifica mediada por genes de resistencia siempre ocurre la
respuesta hipersensible que, como se describi6 més arriba, consiste en una muerte celular
localizada. En la defensa especifica también se activan otros mecanismos defensivos descriptos
més arriba, pero por lo general la activacion es més rapida e intensa que en la defensa basal .



¢Qué proteinas codifican los genes de resistencia? A partir de la década de 1990 se
comenzaron aidentificar numerosos genes de resistenciay en la actualidad se conocen decenas
de ellos. La mayor parte de ellos codifican proteinas de localizacién citoplasmatica contienen
un dominio de unién a nucledtidos llamado NBS (por sus siglas en inglés nucleotide binding
site) y otro dominio rico en leucinas llamado LRR (por sus siglas en inglés leucine-rich

repeats). Otros genes de resistencia capaces de participar en la deteccion de genes Avr

codifican receptores del tipo RLK (por sus siglas en inglés receptor-like kinase) y RLP (por

sus siglas en inglésreceptor-like protein) (Lee et al., 2006)

Los dominios LRR se encuentran presentes en proteinas involucradas en el reconocimiento de
patégenos y en el desarrollo ontogenético tanto en plantas como en animales. Estos dominios
constan de tramos ricos en leucina u otros aminoacidos hidrofébicos a intervalos regulares
dentro de una secuencia de alrededor de 24 aminoacidos. Los dominios LRR participan en la
interaccion proteina-proteina en muchos organismos. Sobre la base de datos cristal ograficos de
algunas de estas proteinas se postulé un modelo segiin el cual los aminoécidos hidrofébicos
presentes en e dominio LRR forman una estructura conservada que esta en € interior de la
estructura, mientras que € resto de los aminoéacidos, muy variables entre proteinas, se
encuentran expuestos a solvente y dan la especificidad de lainteraccion (figura 2).

image004.gif

Figura 2. A) Estructura del una proteina con varios dominios ricos en
leucina (LRR), el inhibidor de ribonucleasa porcino. Tanto las [&minas?
en e interior de la herradura como las ?-hélices en € exterior se
encuentran expuestas a solvente y participan en la interaccion con otras
moléculas. B) Secuencia consenso del motivo LRR de la misma
proteina. X indica cualquier aminoécido alifatico. Fuente: Kobe B and
Deisenhofer J. (1993) Crystal structure of porcine ribonuclease inhibitor,
aprotein with leucine-rich repeats. Nature, 366: 751-756.

El andlisis del genoma de la planta Arabidopsis thaliana muestra que, dentro de unos 150
posibles genes de resistencia, los aminoacidos no hidrofébicos presentes dentro del dominio
LRR son hipervariables y tienen un ato cociente de sustituciones sinénimas versus las no
sindénimas. Ello da una fuerte evidencia de que los dominios LRR son responsables de la
especificidad de interaccion observada entre hospedadores y patégenos que poseen distintos
genes R y Avr. Es muy comun observar dentro de una poblacién de plantas que algunas son
resistentes a ciertas cepas de una especie de bacterias patdégenas, pero no a otras, dependiendo
de los alel os de genes R que posean.

A pesar de lo atractivo de este modelo, todavia en casi ningln caso se describié una
interaccion directa de proteinas Avr con proteinas de resistencia, por lo que se postula que los
productos de genes de resistencia podrian detectar €l pegado de las proteinas Avr a otros



blancos intracelulares. Una notable excepcién es el sistema estudiado originalmente por Harold
Flor, en e cual se demostro recientemente que si hay una interaccion directa entre los genes R
y Avr (Dodd et da., 2006). Muchos genes de resistencia poseen en su secuencia dominios
involucrados en sefializacion, como cierres de leucina (leucine Zzippers),
Toall/Interleukinel/resistance o dominios de proteinas quinasas. En consecuencia, se cree que
las proteinas codificadas por los genes R tienen dos tipos de funciones: reconocimiento de la
sefial derivada del Avr y activacion de vias de sefidizacion que desencadenan la respuesta
defensiva contra el patdgeno.

Genesdeavirulencia

L os productos de muchos genes Avr tienen dos efectos contrapuestos. Uno, presente en todos
ellos, es e de ser blanco directo o indirecto de los genes de resistencia, despertando de esa
manera la respuesta defensiva del hospedador. El segundo, descripto en un nimero cada vez
mayor de proteinas Avr, es el de interferir con las sefializacion defensiva del hospedador, como
se describe a continuacién. Por ggemplo, € gen AvrPtoB deP. syringae es capaz de suprimir la
muerte celular programada en plantas de tomate que no poseen el gen de resistencia Pto
(Abramovitch et al., 2006). La proteina AvrPtoB posee por un lado un dominio N-terminal que
[leva a un rapido desencadenamiento de la respuesta HR, y por otro, un dominio C-terminal
gue es necesario para la supresion de la respuesta HR estimulada por el dominio N-terminal.
Por lo tanto, una bacteria mutante que carece del dominio C-terminal de AvrPtoB es incapaz
de infectar, ya que desencadena rapidamente una respuesta HR.

Las bacterias fitopatdgenas residen en e espacio intercelular del hospedador, sin embargo
muchos productos de los genes Avr conocidos gjercen su efecto, tanto de estimular como de
interferir con las respuestas defensivas del hospedador, dentro de las células vegetales. Muchas
proteinas Avr son introducidas a través de sistemas de secrecidn especializados que las
transportan a través de las paredes celulares bacterianas primero, y del hospedador después. La
mayoria de los Avr son transportados por sistemas de secrecién tipo 111 (Alfano y Collmer,
2004).

Mientras que las proteinas de este sistema de secrecion involucradas en e transporte a través
de la pared bacteriana estan altamente conservadas entre patégenos, las que participan en la
interaccién con las células vegetales son mas variables, ya que estan especializadas segin €
rango de hospedador de la bacteria. A pesar de esta variabilidad, pueden ser agrupadas en tres
clases: subunidades del pilus Hrp, horquillas (hairpins en inglés) y factores de translocacion.
Los pili son proyecciones proteicas de 8 nm de didmetro que sirven de conducto para el
transporte de los efectores bacterianos a citosol vegetal. Las horquillas estarian involucradas
en la interaccién con la pared celular y la membrana plasmética, mientras que los factores de
trandocacion forman un poro en la membrana plasmética. Pseudomonas syringae, 1a bacteria
fitopatdgena mejor estudiada, posee més de 150 genes Avr y mas de 40 sistemas de transporte



tipo I11.

Los productos de los genes Avr son de naturaleza muy heterogénea y no son faciles de
identificar por mutagénesis por insercién de transposones, ya que su ausencia en general
produce un fenotipo débil en relacion ala patogenia. La secuenciacion de genomas bacterianos
facilitd mucho su identificacion a través de secuencias promotoras (ya que muchos genes Avr
estén corregulados) y por medio de dominios involucrados en la translocacién de sus productos
génicos através de los sistemas de secrecion de tipo 111, Latranscripcion de los genes Avr y de
los sistemas de secrecion se induce fuertemente cuando el patégeno se encuentra dentro del
hospedador. Sin embargo, en términos generales se puede decir que no habria factores
especificos del la plantas que induzcan estos genes, sino que una combinacion de factores,
variable segin el patégeno (como el contenido de azUcares especificos, o € pH), parecen
gatillar la sintesis de |os genes necesarios parala virulencia (Brencic y Winans, 2005).

En relacién con el modo de accién de los genes Avr en la supresion de la respuesta defensiva,
se encontr6 que muchos de los genes Avr identificados codifican productos con actividad
enzimatica. Varios productos de genes Avr codifican proteasas de cisteina que presentan
similitud de secuencia con proteinas de patdgenos animales que suprimen la respuesta inmune
innata y la adaptativa en mamiferos. Entre estas proteinas se encuentran AvrPpiGl de P.
syringae y AvrXv4 de Xanthomonas campestris (Roden et al., 2004). Estas proteinas ateran
las vias de sefidizacion a través de interferencia con la degradacion de proteinas en e
proteasoma ya gue clivan modificaciones SUMO (por €l inglés small ubiquitin-like modifier)

de componentes de sefidlizacion. Estas modificaciones marcan a las proteinas para su
degradacion en el proteasoma. EI gen AvrPphB de P. syringae codifica por una proteasa de
cisteina que cliva una quinasa del hospedador A. thaliana, denominada PBS1, que es necesaria
para el reconocimiento del mismo AvrPphB (Shao et al., 2003). Otros genes Avr codifican por
proteinas capaces de interferir con la sefializacion del hospedador, como fosfatasas de tirosina,
ADP ribosil transferasas o factores de transcripcion. El gen AvrBs2 de X. campestris codifica
por una proteina con similitud a otras involucradas en la modificacién de enlaces fosfodiéster,
pero no se conoce como interfiere con la sefializacién defensiva del hospedador.

Co-evolucion de genesderesistenciay avirulencia

Durante mucho tiempo se postulé un modelo de co-evolucion de los genes Ry Avr seguiin €
cual sus productos génicos interactuarian de manera directa. Asi, si apareciera una variante
génica de un gen Avr que permitiera evitar €l reconocimiento por € gen de resistencia, pero
gue alavez conservaralafuncién de supresion de la respuestainmune, la bacteria que poseala
nueva variante se volveria infectiva. En el hospedador se seleccionarian entonces nuevas
variantes del gen de resistencia correspondiente que reconocieran lanueva variante del Avr. En
los Ultimos afios cobré fuerza una variante de esta hipétesis que tiene en cuenta € gran nimero
de casos en los que se verificd que no existe una interaccion directa entre los genes R 'y Avr.



Esta nueva hipétesis, denominada “de guardia’, postula que los genes R “guardan” o
“protegen” alos blancos moleculares de las proteinas Avr (Dangl y Jones, 2001). Los genes R
detectarian, segin este modelo, las modificaciones provocadas por los genes Avr, como por
gjemplo la fosforilacion, sobre sus blancos intracelulares. Los receptores con dominios LRR
son fuertes candidatos a participar en la “guardia’, y ya existe alguna evidencia experimental
gue apoya esta supaosicion.

Otros mecanismos de supresion de las respuestas defensivas vegetales Si bien en la mayor
parte de las publicaciones recientes referidas a la supresion de la respuesta inmune de los
vegetales se estudia el rol de distintos genes Avr, ellos no son los Unicos efectores bacterianos
capaces de causar dicho efecto. Nuestro laboratorio viene estudiando desde hace varios afios el
rol de dos polisacaridos extracelulares presentes en bacterias fitopatdgenas del género
Xanthomonas, € exopolisacarido xantano y un glucano ciclico ?-1,2 de localizacion
periplasmatica. La observacién de que mutantes de X. campestris deficientes en la sintesis de
xantano tienen afectada su infectividad llevo a descubrimiento de que este polisacarido es
capaz de interferir con una de las respuestas defensivas descriptas previamente. El xantano
impide por refuerzo de la pared celular por deposicion de callosa (Yun et al., 2005). Ademas
de interferir con la patogenia, nuestro laboratorio encontré que estas mutantes tienen afectada
la capacidad de formar biofilms, estructuras ordenadas formadas por un conjunto de bacterias
gue son importantes para la patogenia (Torres et al., 2007). Otro trabajo de nuestro laboratorio
muestra que mutantes similares en Xantomonas axonopodis pv. citri tienen afectadas, ademas
de la patogenia, la capacidad de formar biofilms y de adherirse a la superficie foliar. Este
ultimo patdgeno afecta la produccién de citricos y causa importante pérdidas a los productores
de nuestro pais ya que no pueden exportar los frutos infectados. El estudio del rol del glucano
ciclico ?-1,2 de X. campestris en la patogenia revel6 que no solo impide la deposicion de
callosaa igual que € xantano, ademas retrasa la expresion de al menos un gen defensa, PR1y
también es capaz de hacerlo de manera sistémica. Al infiltrar plantas de Nicotiana
benthamiana con glucano ciclico ?-1,2 marcado radiactivamente, se encontrd que dicho
compuesto es transportado sistémicamente a través de la planta, donde es capaz de gjercer su
efecto supresor de la respuesta inmune (Rigano et al., 2007). Este es € primer supresor de la
respuesta inmune vegetal descripto que es capaz de ejercer su efecto de manera sistémica.
Otros resultados todavia no publicados del laboratorio muestran que X. campestris sintetiza un
compuesto difusible, presente en el sobrenadante del medio de cultivo bacteriano, que es capaz
de interferir con el cierre estomatico, lo cual facilita el ingreso de la bacteria a la planta por
medio de los estomas. Dado que una de las respuesta de las plantas frente a cualquier tipo de
bacteria es la induccién del cierre estomatico, puede decirse que este compuesto interfiere
también con la defensa del hospedador. El xantano, €l glucano ciclico ?-1,2 y el factor que
interfiere con el cierre estomatico tienen en coman que la sintesis, en los tres, esta regulada por
un mismo mecanismo, denominado rpf (por € inglés regulation of pathogenicity factors, o
regulacion de factores de patogenicidad), que es activado por un factor lipidico secretado por
la bacteria, denominado DSF. Este sistema, que permite a las bacterias detectar la densidad



celular, controla también la sintesis de enzimas hidroliticas que permiten a las bacterias
degradar la pared celular del hospedador. La percepcion de la densidad celular es muy
importante para las bacterias, ya que un gran nimero de bacterias tienen una chance muy
superior de llevar a cabo una infeccion exitosa que unas pocas. La percepcion de la
concentracion de DSF también le permitiria a las bacterias percibir si estan en un espacio
confinado, como puede ser €l interior de los tejidos del hospedador. Este sistema es distinto de
los que controlan la sintesis de genes Avr, y seria interesante investigar si existe coordinacién
entre ambos al momento de la infeccion. Un trabajo reciente sugiere que esto podria ser
posible, dado que se encontrd que la sintesis del factor de virulecia AvrXa2l del patégeno de
arroz Xanthomonas oryzae esta regulada por |a densidad de bacterias (Dodd et al., 2006).
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