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Nuestro grupo de investigacion esta llevando a eebanalisis genomico funcional de la interaccion
establecida entre el agente causante de la tubsigutlel olivo, Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi (Psv), y su planta huéspedtea europaea L. (ver también comunicacion presentada por |.
Pérez-Martinez). Tras la penetracion de Psv enejaos vegetales a través de heridas en ramas y
brotes, la multiplicacion del patdgeno desencadgrahipertrofia e hiperplasia de los mismos y, en
consecuencia, la formacién de tumores (agallasedim trabajo planteamos utilizar una estrategia de
genomica funcionalSgnature Tagged Mutagenesis (STM), para la identificacion de genes de Psv
necesarios para su multiplicacion dentro de logldsjdel olivo. Esta estrategia, basada en la
utilizacion de una coleccion de transposones ef#gios (region central variable de 40 pares de bases
detectable mediante hibridaci®uthern), combina la fuerza del analisis mutacional coodpacidad

de seguir simultdneamente el comportamiento de rapli@ nidmero de mutantes en un unico
hospedador. Utilizando una mezcla de transposamesTn5-STM (D. Holden, Imperial College,
Londres), se construyd0 una coleccion de aproximadén 5000 inserciones diferentes en el
cromosoma y plasmidos nativos de la cepa de refier&sv48 (NCPPB 3335). El andlisis en masa de
los mutantes se esta llevando a cabo mediantelawdn simultanea de una mezcla homogénea de 48
mutantes diferentes (en total®10* UFC) en plantas de olivo cultivadasvitro. Treinta dias después
de la infeccién, los tumores desarrollados albert@.0’ UFC; la proporcion de células portadoras
de cada una de las etiquetas dependera de la dagaldl mutante correspondiente de multiplicarse y
sobrevivir dentro del tumor. Tras una segunda rodelamultiplicacionin vivo, los mutantes no
detectados se inoculan en proporcion 1:1 juntolaarepa silvestre. Actualmente se han identificado
17 mutantes, de aproximadamente 2000 analizadog supervivencia en olivo se encuentra
significativamente reducida con respecto a la gepantal. La identificacion del punto de insercion
del transposon y el andlisis de las secuenciagitzantes al mismo han revelado la identidad del gen
interrumpido en cada uno de estos mutantes. Dietantas se encuentran afectados en genes
implicados en el metabolismo central o de los &cidacléicos; dos, en genes relacionados con
virulencia y secrecion; tres, en genes implicadomdormacion de envueltas celulares; uno, enam g
implicado en respuesta a estrés y adaptacion amabierun mutante, afectado en un gen implicado en
guimiotaxis.

PS5



