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El acido fusarico, micotoxina producida por Fusarium spp., afecta
negativamente el crecimiento de Pseudomonas protegens Pf-5 mediante

el secuestro de hierro y la produccion de especies reactivas de oxigeno.
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Resumen

El acido fusarico es un metabolito producido por diversas especies de hongos fitopatégenos del
género Fusarium. Existen diversos trabajos que demuestran que este compuesto es téxico para
células vegetales y de mamiferos. P. protegens Pf-5 es una bacteria conocida por sus
propiedades de supresion de diversos fitopatdgenos del suelo, entre ellos Fusarium spp., sin
embargo existe inconsistencia en cuanto a la eficacia de biocontrol de estos fitopatégenos.
Teniendo en cuenta la toxicidad del acido fusarico en células vegetales y de mamiferos, el
objetivo de este trabajo fue evaluar la toxicidad y estudiar los efectos del acido fusarico en
distintas caracteristicas relacionadas con el biocontrol en P. protegens Pf-5.

Los resultados obtenidos demuestran que el acido fusérico afecta negativamente el
crecimiento, pero incrementa la formacién de biopeliculas. Por otro lado, cuando P. protegens
Pf-5 se cultivd en presencia de acido fusarico, se observé un notable incremento en la
produccion del sideréforo pioverdina, asi como un aumento en la produccion de biosurfactantes
y en la cantidad de especies reactivas de oxigeno. Mediante titulacion espectrofotométrica se
pudo determinar que el acido fusarico es capaz de quelar hierro.

De acuerdo con los datos obtenidos en este trabajo, el acido fusarico es toxico para P.
protegens Pf-5, lo cual incidiria negativamente en la eficacia de biocontrol de enfermedades de
marchitamiento causadas por Fusarium spp. productores de acido fusarico. Entre los

mecanismos de toxicidad se encontrarian el secuestro de hierro y el estrés oxidativo.
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Fusaric acid, mycotoxin produced by Fusarium spp., negatively affects
growth of Pseudomonas protegens Pf-5 by means of iron sequestration

and production of reactive oxygen species.

Abstract

Fusaric acid is a metabolite produced by several phytopathogenic fungi of the genus Fusarium.
Several works have demonstrated that this compound is toxic for plant and mammalian cells. P.
protegens Pf-5 is very well known because of its ability to suppress several soil-borne
phytopathogens, including Fusarium spp., however biocontrol efficiency is not consistent.
Taking into account the toxicity of fusaric acid for plant and mammalian cells, the main aim of
this work was to evaluate the toxicity and to study the effects of fusaric acid in different
physiological traits related to biocontrol in P. protegens Pf-5.

The results demonstrate that fusaric acid negatively affects growth, but increases bacterial
biofilm formation. When P. protegens Pf-5 was grown in the presence of fusaric acid, a notable
increase in the production of the siderophore pyoverdine, as well as an increment in
biosurfactant production and reactive oxygen species were observed. Spectrophotometric
titrations revealed that fusaric acid chelates iron.

According to the data obtained in this study, fusaric acid is toxic to P. protegens Pf-5, which
would negatively affect biocontrol efficiency of wilt plant diseases caused by Fusarium spp, able
to produce fusaric acid. Chelation of iron and oxidative stress would be some of the

mechanisms of fusaric acid toxicity in P. protegens Pf-5.

Keywords: fusaric acid, Pseudomonas protegens, siderophores.
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Introduccion

El acido fusarico (AF, acido 5-butilpiridin-2-carboxilico) [1] es un metabolito fungico producido
por varias especies de Fusarium spp., que contribuye a las enfermedades de marchitamiento y
pudricién en diversos cultivos [1-3], entre los cuales se incluyen miembros de las familias
Gramineae, Leguminosae, Alliaceae y Solanaceae. Estas enfermedades causan importantes
pérdidas econdmicas a nivel mundial [4-9]. Actualmente, la aplicacién de fungicidas sintéticos
es la estrategia mas utilizada para el control de las enfermedades producidas por especies de
Fusarium. Sin embargo, debido a los efectos nocivos de los fungicidas en el medio ambiente y
a la aparicion de cepas de hongos resistentes, el uso de rizobacterias como agentes de

biocontrol se presenta como una alternativa promisoria.

Varios estudios han demostrado que las Pseudomonas spp. fluorescentes pueden colonizar
raices infectadas con Fusarium oxysporum [10], el productor principal de acido fusarico, y
suprimir las enfermedades causadas por estos hongos [11-13]. Sin embargo, diversos factores,
entre los cuales podemos mencionar las propiedades fisico-quimicas del suelo y las
interacciones que tienen lugar en la rizésfera entre plantas, hongos y bacterias, modulan la
eficacia de biocontrol de patégenos de suelo [14]. Para ilustrar este aspecto, podemos citar
trabajos que demostraron que el AF limita la produccion del metabolito anti-fungico fenazina-1-
carboxamida en P. chlororaphis [15,16] y reprime la expresion de genes involucrados en la
sintesis del antibidtico 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG) en P. fluorescens, tanto in vitro como in
vivo [12,17]. Estos resultados sugirieron que el AF disminuye la capacidad de estas cepas de
Pseudomonas para competir con los patégenos de suelo. Por otro lado, el AF es téxico para
células vegetales y de mamiferos [2,3,18], y varios mecanismos -aun no del todo esclarecidos-

contribuirian a la toxicidad de este compuesto.

A excepcién del efecto del AF en la produccion de antibiéticos importantes para el biocontrol,
se ha estudiado muy poco acerca de la influencia de este metabolito fungico en Pseudomonas
spp. fluorescentes. Por este motivo, el objetivo del presente trabajo fue analizar los efectos del
AF en el crecimiento, la formacion de biopeliculas, la produccion de surfactantes, la produccion
de pioverdinas y de especies reactivas de oxigeno en la cepa Pseudomonas protegens Pf-5, la
cual es bien conocida por sus propiedades de supresidn del crecimiento de diversos patégenos

de suelo.

Materiales y métodos
Condiciones de cultivo

P. protegens Pf-5 [19] se cultivd con agitacién a 30 °C en medio LB o0 medio minimo E, [20]
suplementado con 1 mM MgSOy,, 0,1% (vol/vol) de solucién de microelementos [20] y glucosa a
una concentracion final de 0,6% (m/vol). El medio sélido se preparé agregando 1,5% (m/vol) de

agar. En caso necesario los cultivos se suplementaron con AF (Sigma, St. Louis, Mo.) a partir
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de una solucién madre con una concentracion de 280 mM, la cual se preparé disolviendo el

compuesto en 18% (vol/vol) de metanol y ajustando el pH a 6,5 con 2 N NaOH.

Para evaluar el efecto del AF en el crecimiento, las células de un cultivo crecido durante toda la
noche en medio E, suplementado con glucosa, se inocularon en medio fresco (con o sin AF).
La densidad optica inicial de la suspension bacteriana a 600 nm (DOgq) se ajusté a 0,05. Los

cultivos se crecieron en frascos Erlenmeyer a 30 °C con agitacién constante a 180 rpm.

Ensayos de cuantificacién de bacterias adheridas (formacion de biopeliculas)

Se realiz6 un cultivo de P. protegens Pf-5 durante toda la noche en medio E, suplementado con
glucosa. Se utilizé una alicuota de este cultivo para inocular placas de poliestireno de 96
pocillos que contenian 150 ul de medio fresco con o sin AF, de manera de obtener una DOggq
inicial de 0,05. Las placas se incubaron durante 24 h a 30 °C en camara humeda. Después de
la incubacion, se midié la DOgg de la suspension de bacterias no adheridas (plancténicas), se
eliminé todo el contenido de la placa y la misma se lavé con agua para eliminar todas las
bacterias no adheridas a la superficie de poliestireno. La biomasa de las bacterias adheridas
(biopelicula) se cuantific6 mediante su tincién con cristal violeta y posterior determinacion de la
absorbancia a 595 nm (Asgs), de acuerdo al protocol de Merritt et al. [21]. Los valores obtenidos
se normalizaron a la biomasa (DOgq) de las bacterias no adheridas. Este ensayo se repitio tres
veces utilizando tres cultivos independientes en cada repeticion y diez réplicas para cada

cultivo.

Determinacion de la produccién de surfactantes

Se utilizaron cultivos crecidos en medio E, suplementado con glucosa en ausencia o presencia
de 2 y 4 mM de AF, los cuales ser incubaron durante 14 h a 30 °C. Se centrifugd una alicuota
de 5 mL de cada cultivo a 13.000 rpm para obtener el sobrenadante y se midi6é la tension
superficial de cada sobrenadante usando un tensiometro de Du Nouy. Cada determinacion se

realizé por triplicado a partir de tres cultivos independientes.

Cuantificacién de especies reactivas de oxigeno (ERQO)

Las bacterias se cultivaron durante 14 h en medio minimo E; suplementado con glucosa, en
ausencia o presencia de 2 y 4 mM de AF. A fin de realizar un control positivo de estrés
oxidativo, se incubd una suspension de P. protegens Pf-5 con una DOgqq igual a 0,5 con 3 mM
de H,O, durante 1 h. Posteriormente, los cultivos se centrifugaron a baja velocidad y el pellet
(botdn de células) obtenido se resuspendié en NaCl 0,09% (m/vol). Una alicuota de esta
suspension se mezclé con la sonda diacetato de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) a
una concentracion final de 50 mM. La mezcla se incubé a 30°C durante una hora y se
centrifugé a baja velocidad para retirar la sonda no internalizada. Finalmente, el pellet se
resuspendié en NaCl 0,09%. Se determiné la cantidad de células positivas (que presentaron

fluorescencia) por citometria de flujo usando un equipo FACS Ariall BD Cell Sorter (BD
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Bioscience) con un filtro FIT-C (Blue Diodo 488). El andlisis de los datos se realizé usando el
software Flow Explorer 4.2. Cada determinacién se realizé por triplicado a partir de tres cultivos

independientes.

Determinacion de la produccion de pioverdinas

La produccion de pioverdinas se cuantifico utilizando los sobrenadantes de cultivos crecidos en
medio minimo E, suplementado con glucosa en ausencia o presencia de 2 y 4 mM de AF, por
un periodo de tiempo de 35 hs. Luego de separar las células del medio por centrifugacion
(13.000 rpm), se colocaron 150 pl del sobrenadante en una placa de microtitulacion de 96
pocillos con fondo plano y se determind la produccion de pioverdinas por medicion de la
fluorescencia emitida a 520 nm luego de la excitacion con una longitud de onda de 420 nm. Las
determinaciones se realizaron por triplicado a partir de tres cultivos independientes. Los valores
de fluorescencia obtenidos se normalizaron a la biomasa (DOgy) de los cultivos y se

expresaron como unidades relativas de fluorescencia (URF).

Determinacién de la formacién de quelatos por titulacién espectrofotométrica

El AF se diluyé en agua Milli-Q a una concentracion final de 0,14 mM. El espectro de absorcion
UV del AF solo o el AF incubado con concentraciones crecientes de Fe** y Fe®* se analizé por
espectrofotometria (Ultrospec 2100 pro, GE Healthcare) en el intervalo de longitud de onda
entre 200 y 300 nm. Se prepararon soluciones frescas de los cationes correspondientes a una
concentracién de 0,01M en 0,01 N HCI, las cuales se mezclaron con AF y se incubaron durante
2 min para luego proceder a su medicion. EI AF mostré un maximo de absorcion a 270 nm
(Az70), Y la intensidad se vio afectada por la unién al hierro. La intensidad de absorcién medida
a 270 nm se utilizé por lo tanto, para calcular la constante de afinidad (Ky5) del AF para los
iones feérrico y ferroso. La Ky5 se corresponde con la concentracion del cation que causa un
cambio en la absorcion a 270 nm igual a la mitad de la maxima intensidad. Para obtener el
valor de KO0.5 los datos se ajustaron al programa SigmaPlot (Jandel Scientific), utilizando la
siguiente ecuacion: AAx7o/Azzg = (AA70/Aszomax)X[M]/(Kos+[M]), donde AA,7q es el cambio
observado luego del agregado del catién correspondiente, A270 es la absorcién inicial del AF
en ausencia de hierro, AAy7¢/Arzomax corresponde al cambio de absorcidn maxima producido
por el hierro, y [M] es la concentracién de Fe” o Fe®* utilizada. Todas las mediciones se

realizaron un minimo de tres veces.

Resultados
El AF afecta negativamente la viabilidad celular y el crecimiento

Para evaluar el efecto del AF sobre el crecimiento de P. protegens Pf-5, se comenzé por
determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) de AF para esta bacteria. P. protegens Pf-
5 se cultivd en medio E, suplementado con glucosa, al cual se le agregaron concentraciones

crecientes de AF (2 a 12 mM). Bajo estas condiciones, se observé que el crecimiento
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bacteriano fue completamente inhibido al utilizar concentraciones de AF superiores a 7 mM. A
partir de este resultado, se decidié trabajar con dos concentraciones sub-inhibitorias de AF, 2
mM y 4 mM, a fin de evaluar los efectos de esta micotoxina sobre caracteristicas fisiolégicas de

P. protegens Pf-5 relacionadas con la supervivencia en la rizosfera y el control biolégico.

Al analizar el efecto del AF sobre el crecimiento bacteriano, se observé que el agregado de
este compuesto a una concentracion de 2 mM no afectaba significativamente la velocidad de
crecimiento durante la fase exponencial (4 2mm aF= 2,0 h™ M sin AF=2,2 h'1). Sin embargo, luego
de 14 hs de cultivo, tiempo en el cual se alcanzaba la fase estacionaria de crecimiento, la
densidad dptica del cultivo disminuy6 significativamente (p< 0,05), sugiriendo una posible lisis
celular. Si bien el cultivo crecido en ausencia de AF también mostré una disminucion de la
densidad 6ptica, dicha disminucién no fue tan pronunciada como la observada al agregar AF.
Por otra parte, cuando el medio de cultivo se suplementé con 4 mM de AF, los valores de
densidad optica obtenidos fueron significativamente menores (p<0,05) a los observados para
los cultivos crecidos en ausencia de AF, tanto durante la fase exponencial como durante la fase
estacionaria. La velocidad de crecimiento del cultivo crecido con 4 mM de AF result6 mucho
menor que la del cultivo crecido sin el agregado de este compuesto (U 4 mm aF= 1,2 h™, M sin
Ar=2,2 h™") (Figura 1). A fin de evaluar si la disminucién de la densidad dptica durante la fase
estacionaria se correspondia con un menor numero de células viables (UFC/ml), se realizaron
recuentos en placa a distintos tiempos, los cuales confirmaron que en presencia de AF el
numero de UFC/ml era significativamente menor (luego de 29 hs de cultivo se obtuvo un valor
de 8,17 x 10" + 5,86 x 10" UFC/ml para el cultivo crecido sin AF; 2,97 x 10" + 3,51 x 10°
UFC/ml para el cultivo crecido con 2 mM de AF y 2,67 x 10° + 5,77 x 108 UFC/ml para el cultivo
crecido con 4 mM de AF).----Los valores de concentracién de Fe en lombrices expuestas a
distintos niveles de suspensiones de NPs en suelo artificial durante 10 dias se presentan en la
Fig. 1.
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Fig. 1. Efecto del AF en el crecimiento de P. protegens Pf-5 en medio minimo E,
suplementado con glucosa. El crecimiento bacteriano se monitore6 cada tres horas por
medicion de la absorbancia a 600 nm (DOgqg). Los valores representan el promedio entre las
densidades 6pticas de tres cultivos independientes + el desvio estandar (D.S). Los datos fueron
analizados usando como prueba estadistica ANOVA de un factor. Los asteriscos sobre las
barras de error indican que existen diferencias significativas respecto del control sin AF.

El AF produce un incremento en la formacioén de biopeliculas

La capacidad de las bacterias para adherirse a una superficie y formar biopeliculas es
importante para su supervivencia en una gran variedad de ambientes y esta estructura
organizada es la que predomina cuando las bacterias colonizan la superficie de la raiz [22-24].
Teniendo esto en cuenta, se evalud el efecto del AF sobre la capacidad de formacion de
biopeliculas en P. protegens Pf-5. Los resultados mostraron que la formacién de biopeliculas se
incremento significativamente (p<0,05) en presencia de concentraciones sub-inhibitorias de AF,

observandose un mayor incremento en presencia de 4 mM de AF (Figura 2).

Bacterias adheridas
(As95/DOgg0)
N (%] Y [4)] [*)] ~J

-AF 2 mM AF 4 mM AF

Fig. 2. Efecto del AF en la formacion de biopeliculas en cultivos de P. protegens Pf-5. La
capacidad de formacion de biopeliculas se evalud luego de 24 hs de incubacion a 30 °C en
medio minimo suplementado con glucosa, con o sin el agregado de AF. Las bacterias se
incubaron sin agitacién en placas de poliestireno de 96 pocillos. Los valores representan el
promedio entre la proporcion de bacterias adheridas (Asgs/DOgoo) de tres cultivos
independientes * D.S. Los datos fueron analizados usando como prueba estadistica ANOVA de
un factor. Los asteriscos sobre las barras de error indican que existen diferencias significativas
respecto del control sin AF.

El AF incrementa la produccion de surfactantes

Debido a que algunos surfactantes producidos por Pseudomonas del grupo fluorescente tienen
un papel importante en la formacion de biopeliculas bacterianas [25,26], se estudié si la
producciéon de los mismos se veia afectada en presencia de AF. La produccion de estos

compuestos se evaluo a través de la medicion de la tension superficial (A) de los sobrenadantes
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obtenidos a partir de cultivos crecidos en medio E, suplementado con glucosa. Los resultados,
que se muestran en la Tabla 1, se expresaron como el porcentaje de diminucién de A,

considerando como 0% la tension superficial del medio sin inocular y sin AF (Control 1).

En primer lugar, se determiné la tensién superficial de los sobrenadantes de cultivos crecidos
en ausencia de AF (Control 2). Bajo estas condiciones, se observd una disminucion de la
tension superficial, lo cual indica que P. protegens Pf-5 produce surfactantes cuando se cultiva
en medio E, suplementado con glucosa (produccién basal de surfactantes). También se
determind si el AF tiene propiedades surfactantes per se. Para esto se agregé al medio de
cultivo sin inocular, AF a dos concentraciones finales: 2 y 4 mM (Controles 3a y 3b,
respectivamente). El agregado de AF al medio de cultivo produjo una disminucion en la tensién
superficial, que fue menor a la observada para el Control 2. Posteriormente, se midio la tension
superficial de los sobrenadantes de cultivos crecidos en presencia de 2 y 4 mM de AF
(Tratamiento A y B, respectivamente). En este caso, se observé un porcentaje de disminucién
de A superior al observado para los controles 2 y 3. Para descartar que este ultimo resultado se
debiera a un efecto aditivo entre el AF adicionado y los surfactantes producidos por P.
protegens, se realizd un control adicional (Control 4). Para esto se agreg6 al sobrenadante del
cultivo crecido en ausencia de micotoxina, AF a una concentracion final de 2 y 4 mM (controles
4a y 4b, respectivamente). Bajo estas condiciones, se observé un porcentaje de disminucion de
A mayor al observado en el control 2. Sin embargo, esta disminucién fue significativamente
menor (p<0,05) a la observada en los tratamientos A y B, por lo que inferimos que en presencia

de concentraciones sub-inhibitorias de AF hay un aumento en la produccién de surfactantes.

Condicién % reduccién A £ D.S
Control 1 Medio de cultivo sin inocular y sin AF 00,0+00
Control 2 Sobrenadante de cultivo sin AF 295+05
Control 3a Medio de cultivo + 2 mM AF 232+08
Control 3b Medio de cultivo + 4 mM AF 263+21
Control 4a Sobrenadante de cultivo sin AF + 2 mM AF 388+13
Control 4b Sobrenadante de cultivo sin AF + 4 mM AF 425+1.0
Tratamiento A Sobrenadante de cultive con 2 mM AF *»7.0+£05
Tratamiento B Sobrenadante de cultive con 4 mM AF *B75+£05

Tabla 1. Efectos del AF sobre la produccion de surfactantes. P. protegens Pf-5 se cultivd
en presencia y ausencia de AF durante 14 h a 30 °C con agitacion. Se centrifugd una alicuota
de 5 ml de cada cultivo para obtener el sobrenadante, al cual se le midié la tensién superficial
utilizando el tensiémetro de Du Nolly. Los valores representan la media de los porcentajes de
reduccién de la tensién superficial (A) de tres cultivos independientes + D.S. Los datos fueron
analizados usando como prueba estadistica ANOVA de un factor. Los asteriscos indican que
existen diferencias significativas respecto de los controles analizados.
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El AF produce un incremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO)

Compuestos ciclicos como el AF y el paraquat (dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo) pueden
generar O, (anién superoxido) y causar estrés oxidativo. El dafo celular por estrés oxidativo

puede provocar la muerte celular debido a la destruccion de las macromoléculas [27,28].

Con el fin de determinar si el AF incrementaba la produccién de ERO, se realizaron cultivos de
P. protegens Pf-5 en medio minimo E, suplementado con glucosa en ausencia y presencia de 2
y 4 mM de AF. Al mismo tiempo, se realizd un control positivo de estrés oxidativo, incubando
una suspension de P. protegens Pf-5 con 3 mM de H,O, durante 1 h. La producciéon de ERO se
determino utilizando la sonda DCFH-DA (diacetato de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina). Hempel
y colaboradores [29] demostraron que el DCFH-DA es capaz de sensar indirectamente O, ya
que el anion superdxido es reducido a perdxido de hidrogeno mediante la accion de la
superoxido dismutasa en el interior celular. EIl DCFH-DA solo se activa dentro de la célula, ya
que al atravesar la membrana celular este compuesto es hidrolizado por esterasas pasando a
su forma no fluorescente DCFH (2’,7’-diclorodihidrofluoresceina). Finalmente, el DCFH sufre
una reaccién de oxidacion con los radicales de oxigeno pasando a su forma fluorescente DCF.
La intensidad de fluorescencia obtenida es proporcional a los niveles de ERO intracelulares. El
porcentaje de células ERO positivas (células que presentan fluorescencia) fue analizado por

citometria de flujo.

Como puede observarse en la Figura 3 A y B, el tamafio (FSC) y la complejidad celular (SSC)
(referido a la complejidad del nucleo y la granulosidad celular) de P. protegens Pf-5 no se
modificaron cuando las bacterias se incubaron con 3 mM de H,O, (Figura 3A) o bien cuando se
cultivaron en presencia de concentraciones sub-inhibitorias de AF (Figura 3B). Cuando las
células se incubaron con H,O, el porcentaje de células reactivas a la sonda fue del 2,4%,
superior al obtenido para el control sin AF (Figura 3B). Cuando las bacterias se cultivaron en
presencia de 4 mM de AF (Figura 3C, recuadros 5y 6 y Figura 3D) se observd un aumento
significativo (p<0,05) en el porcentaje de células ERO positivas, respecto al control sin AF
(Figura 3C recuadros 1 y 2 y Figura 3D). Como puede observarse en el histograma 6 de la
Figura 3C, en presencia de 4 mM de AF se observé la aparicion de una nueva poblacion de
células con una intensidad de fluorescencia mayor que la poblacion de células observada en
los cultivos que fueron incubados sin AF (Figura 3C, recuadros 1y 2 y Figura 3D) o con 2 mM
de AF (Figura 3C, recuadros 3 y 4 y Figura 3D).
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Fig. 3. Efecto del AF en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en
cultivos de P. protegens Pf-5. Una alicuota del pellet celular resuspendido en solucién
fisiolégica se mezclé con la sonda DCFH-DA. La cantidad de células ERO positivas (células
que presentan fluorescencia) se midié por citometria de flujo usando un equipo FACS Ariall BD
CellSorter con un filtro FIT-C. A. Como control positivo de estrés oxidativo se incubd una
suspension de P. protegens Pf-5 con 3 mM de H,0O, durante 1 h. 1. Grafico de puntos de FSC
(Forward scattering) vs SSC (Sidescattering), el cual representa el tamafio celular y el
contenido de granulos, respectivamente. 2. Grafico de puntos FSC vs FITC-A, el cual
representa el tamano celular y el numero de células que emiten fluorescencia, respectivamente.
En color rojo se indica el porcentaje de células ERO positivas. 3. Histograma Frequency vs
FITC-A, que representa el numero de células y la intensidad de fluorescencia emitida,
respectivamente. B, C y D. Se utilizaron cultivos crecidos durante 14 hs en medio minimo con o
sin AF. B. Graficos de puntos de FSC vs SSC. C. Graficos de puntos FSC vs FITC-A (1, 3y 5)
e histogramas Frequency vs. FITC-A (2, 4 y 6). Se expone una de las muestras mas
representativas de cada condicion. 1y 2: cultivo incubado sin AF; 3 y 4: cultivo incubado con 2
mM de AF; 5 y 6: cultivo incubado con 4 mM de AF. En color rojo se indica el porcentaje de
células ERO positivas. FITC: isotiocianato de fluoresceina. D. Comparacion del porcentaje de
células ERO positivas en ausencia y presencia de AF. Los valores representan la media entre
los porcentajes de células ERO positivas (células que presentan fluorescencia) de tres cultivos
independientes + D.S. Los datos fueron analizados usando la prueba estadistica de Kruskal-
Wallis.

El AF promueve la produccién de pioverdina

En condiciones de escasez de hierro, P. protegens Pf-5 produce dos tipos de sideréforos,
dendéminados pioverdina y enanto-pioquelina [30,31] que tienen una alta afinidad por este
elemento. La produccion de sideroforos es una estrategia fundamental para la supervivencia de
las bacterias en la rizésfera, ademas de representar un mecanismo importante en el control de

fitopatdgenos por parte de Pseudomonas del grupo fluorescente [32,33].

Basados en la importancia de estos compuestos, se evalué el efecto de concentraciones sub-
inhibitorias (2 y 4 mM) de AF sobre la produccién de pioverdinas durante el crecimiento en
medio minimo suplementado con glucosa, observandose un aumento en la produccion de
estos sideroforos (Figura 4A) en presencia de ambas concentraciones de AF, luego de la
entrada en la fase estacionaria de crecimiento (Figura 1). Asimismo, como se puede observar
en la Figura 4A, el incremento en la produccion de pioverdinas fue mayor a mayor
concentracién de AF agregada al medio de cultivo. La Figura 4B muestra la emision de
fluorescencia del sobrenadante de los cultivos, usando un transiluminador de luz ultravioleta

(UV), luego de 16 hs de crecimiento.
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Fig. 4. Efecto del AF en la produccion de pioverdinas en cultivos de P. protegens Pf-5. A.
La produccion de pioverdinas se cuantificd cada tres horas en el sobrenadante de cultivos
crecidos en medio minimo suplementados con glucosa con o sin el agregado de AF, a través
de la medicién de la fluorescencia emitida a 520 nm luego de la excitacion a 420 nm. La
intensidad de fluorescencia obtenida en cada caso se normalizé a la DOgqyo de los cultivos y se
expresa como unidades relativas de fluorescencia (URF). Se muestra el promedio de las
mediciones de tres cultivos independientes + D.S. Los datos fueron analizados usando como
prueba estadistica ANOVA de un factor. Los asteriscos sobre las barras de error indican que
existen diferencias significativas respecto del control sin AF. B. Emision de fluorescencia de los
sobrenadantes de los cultivos de P. protegens Pf-5 crecidos en medio minimo durante 16 hs,
con o sin el agregado de AF, al exponer los tubos a la luz ultravioleta (UV).

Por otra parte, dado que la produccion de pioverdinas se induce en condiciones de baja
disponibilidad de hierro en el medio, se decidié evaluar el efecto de distintas concentraciones
de hierro (10 y 100 uM de sulfato de hierro) en la produccion de pioverdinas en presencia y
ausencia de AF (Figura 5). Cuando el medio de cultivo se suplementé con 10 uM de sulfato de
hierro (concentracién que aporta la solucién de trazas del medio de crecimiento) y AF, se
observé un incremento significativo en la produccién de pioverdinas en presencia de ambas
concentraciones de AF, respecto del control sin AF. Sin embargo, cuando las bacterias se
cultivaron en condiciones de exceso de hierro (100 yM de FeZ+) y AF, no se observaron
diferencias significativas en la produccién de estos sideroforos entre los cultivos crecidos en
ausencia y presencia de AF. Este ultimo resultado demostré que cuando el medio contiene
altas concentraciones de hierro, la presencia de AF no afecta la produccion de pioverdinas.
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Fig. 5. Efecto de la concentracion de Fe2+ en la produccion de pioverdinas en cultivos de
P. protegens Pf-5 crecidos en presencia y ausencia de AF. El medio de cultivo se
suplementé con 10 y 100 yM de FeSO,.7H,0. La producciéon de pioverdinas se cuantificd
después de 16 hs de cultivo por medicion de la fluorescencia emitida a 520 nm luego de la
excitacion a 420 nm. La intensidad de fluorescencia obtenida en cada caso se normaliz6 a la
DO de los cultivos y se expresa como unidades relativas de fluorescencia (URF). Los valores
representan el promedio entre las URF de tres cultivos independientes + D.S. Los datos fueron
analizados usando como prueba estadistica ANOVA de un factor. Los asteriscos sobre las
barras de error indican que existen diferencias significativas respecto del control sin AF.

El AF es capaz de quelar hierro

El resultado anterior demostré que el AF incrementa la produccion de pioverdinas. Teniendo en
cuenta que las pioverdinas se sintetizan y secretan cuando el hierro no se encuentra disponible
para el microorganismo [30], se decidio evaluar la capacidad del AF de unirse y formar quelatos
con los cationes Fe** y Fe®* mediante titulacion espectrofotométrica [32,35]. El AF fue capaz de
unirse y formar quelatos estables con el ion férrico y ferroso, obteniéndose una constante de
afinidad (Kq5)=55 uM para Fe®* y 10 uM para el Fe*. Este resultado demuestra que el AF
posee la propiedad de quelar el hierro, haciéndolo no disponible para la célula, siendo el i6n

ferroso el que posee mayor afinidad.

Discusién

El objetivo de este trabajo fue realizar un estudio que comprendiera el andlisis de los efectos de
la micotoxina denominada acido fusarico (AF) sobre distintas caracteristicas de P. protegens
Pf-5, de manera de obtener un conocimiento mas abarcador de la interaccion Pseudomonas-
Fusarium. Cuando se analiz6 el efecto del AF en el crecimiento bacteriano en medio minimo
(Figura 1), se observé una significativa disminucion en la velocidad de crecimiento durante la
fase exponencial en los cultivos crecidos con el agregado de 4 mM AF, pero no en los cultivos
crecidos en presencia de 2 mM AF. Sin embargo, la viabilidad celular disminuyé

significativamente luego de la entrada de las células en la fase estacionaria de crecimiento en
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presencia de ambas concentraciones de AF. Estos resultados demuestran que, aunque P.
protegens Pf-5 es capaz de crecer en presencia de concentraciones de AF = 7mM, esta
micotoxina genera una disminucion significativa en su tasa de crecimiento y en la viabilidad
celular. Trabajos realizados con rizobacterias Gram positivas con propiedades biocontroladoras
pertenecientes a los géneros Bacillus y Paenibacillus indican que son mucho mas susceptibles
que P. protegens Pf-5 al AF [36,37].

Dado que el AF esta involucrado en la patogenia de enfermedades de marchitamiento de un
gran numero de especies vegetales [38], existen varios trabajos que han estudiado su efecto
en este tipo de células, encontrandose que el AF inhibe la respiraciéon celular [39], afecta la
permeabilidad y el potencial de membrana [38,40,41] e incrementa el nivel de especies
reactivas de oxigeno (ERO) [42]. En coincidencia con este ultimo resultado, en este trabajo
observamos un incremento significativo en la producciéon de ERO al cultivar a P. protegens Pf-5
en aerobiosis en presencia de 4 mM de AF (Figura 3). El incremento en los niveles de ERO
puede ocasionar inactivacién enzimatica, dafos en el DNA y peroxidacion de lipidos [43], lo
cual explicaria la marcada disminucion en la densidad celular observada al cultivar las células

bacterianas en presencia de la micotoxina (Figura 1).

Por otro lado, en presencia de AF se observo un incremento en la formacion de biopeliculas
(Figura 2) y en la produccién de surfactantes (Tabla 1). En P. chlororaphis se reporté que el AF
disminuye la produccion de acil-homoserin-lactonas (AHLs) [16], moléculas sefal involucradas
en la comunicacion célula-célula (quorum sensing) en bacterias Gram negativas. Las sefiales
que llevan a la produccién de biopeliculas en Pseudomonas spp. son muy complejas y
responden a la presencia de AHLs, por este motivo una alteracion en la produccion de estas
moléculas en respuesta al AF podria ser en parte responsable del efecto del AF sobre la
formacién de biopeliculas. Las AHLs producidas por P. protegens Pf-5 aun no han sido
caracterizadas. Si bien hemos intentado, mediante el uso de cepas biosensoras de AHLs de
distinto numero de carbonos, detectar la produccion de AHLs en esta bacteria, no hemos
obtenido resultados positivos con ninguno de los biosensores utilizados (datos no mostrados).
Asimismo, tal como ocurre con la resistencia a los antibidticos [44], es posible que la estructura
multicelular de las biopeliculas bacterianas tenga la finalidad de incrementar la resistencia a la
micotoxina. En cuanto a la produccion de biosurfactantes, Bruijn y colaboradores demostraron
que los biosurfactantes producidos por una cepa de P. fluorescens son necesarios para la
unién de las células a distintas superficies y que mutantes incapaces de producirlos mostraban
una marcada incapacidad de formacion de biopeliculas [25,26]. En concordancia con lo
anterior, nuestros resultados demuestran que el AF ademas de incrementar la formacion de

biopeliculas, aumenta la produccion de surfactantes en cultivos de P. protegens Pf-5.

Una de las respuestas de P. protegens Pf-5 ante la presencia de AF fue un marcado
incremento en la produccion de pioverdinas. Dicho incremento fue ademas dependiente de la
concentracion de AF agregada (Figura 4). Mediante experimentos de microarrays se ha

demostrado que la expresioén de varios genes involucrados en la biosintesis de pioverdina y el
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transporte de hierro se incrementa en presencia de AF en P. chlororaphis [16]. Un trabajo mas
reciente en el cual se analizé el transcriptoma de P. protegens Pf-5 en respuesta a la limitacion
de hierro, también reveld que la expresién de los genes involucrados en la biosintesis de
pioverdina y enanto-pioquelina (otro sideréforo producido por P. protegens), aumentaba
marcadamente en estas condiciones [45]. Ademas, en células eucariotas el AF inhibe el
crecimiento y el acido picolinico, un compuesto estructuralmente similar al AF, impide la
incorporacion de hierro en las células [18]. Dado que las pioverdinas son sintetizadas en
condiciones en las cuales el hierro se encuentra escasamente disponible para las bacterias
[30], los antecedentes previos y los resultados obtenidos en este trabajo nos sugirieron que el
AF se uniria al hierro, haciendo que este compuesto esté inaccesible para las células. A fin de
confirmar esta hipétesis realizamos analisis por espectrofotometria que confirmaron que el AF
es capaz de quelar tanto el catién férrico como el ferroso, siendo el Fe** el que posee mayor
afinidad por el AF. Dado que el hierro es un elemento presente en varias proteinas y coenzimas
fundamentales para el crecimiento, su limitacién como resultado del secuestro mediado por el
AF podria provocar una disminucién en la velocidad de crecimiento y la viabilidad celular, tal

como se observo en la Figura 1.

Un resumen de los resultados obtenidos en este trabajo se encuentra diagramado en la Figura
6. Los mismos aportan los primeros conocimientos de los efectos del AF sobre caracteristicas
de P. protegens Pf-5 relacionadas con su capacidad de supervivencia, colonizacion y
competencia en la rizésfera, los cuales podrian ser aplicados en la mejora de esta cepa para
ser usada como un inoculante en suelos contaminados con Fusarium spp. productores de AF.
Se ha demostrado que el AF afecta negativamente el crecimiento y la viabilidad, lo cual podria
ser explicado en parte por el incremento en la produccion de ERO vy el secuestro de hierro por
el AF. Asimismo, las propiedades anfipaticas del AF y su capacidad de quelar metales, también
podrian provocar una disminucion en la estabilidad de las membranas celulares como ocurre
en células vegetales, y de esta manera contribuir a la muerte celular [38,40]. Ademas, se
observé que el AF incrementa la produccién de surfactantes y la formacion de biopeliculas
bacterianas. Estos efectos podrian llegar a estar relacionados. Suponemos que la induccién de
la formacion de biopeliculas por parte del AF se deberia a su efecto toxico y que dicha
estructura multicelular proporcionaria a las bacterias una mayor capacidad de tolerancia a este
compuesto. Sin embargo, esta hipotesis deberia ser probada. Finalmente, observamos que el
AF es capaz de quelar Fe?* y Fe*, lo cual provocaria una disminucién del hierro disponible
para las células bacterianas, induciendo la expresién de pioverdinas y en ultima instancia
afectando el crecimiento y la viabilidad. Varios estudios han demostrado la importancia de los
sideroforos en la supresion de enfermedades vegetales causadas por Fusarium spp.
productores de AF [46-48]. Los resultados obtenidos en este trabajo proporcionan una
explicacion para dicho efecto, ya que la capacidad de secretar pioverdinas parece ser una
estrategia adaptativa para incrementar la supervivencia en presencia de este quelante de
hierro. Esto ultimo, remarca la importancia de utilizar cepas que produzcan niveles elevados de

sideréforos en suelos contaminados con productores de AF y al mismo tiempo pone de
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relevancia la importancia de la fertilizacion de los suelos con hierro para el biocontrol de las

enfermedades provocadas por Fusarium.

AUMENTO DE LA i i
PRODUCCION DE —[ ACIDO FUSARICO ]——)COMPUESTO AROMATICO
SURFACTANTES CHCH,CHCH,
L |
TIENE PROPIEDADES AN
SURFACTANTES COOH
AUMENTO EN LA v l
FORMACION DE e 5
BIOFILMS QUELAN::,?E te DISMINUCION EN LA
y ESTABILIDAD DE LAS
MEMBRANAS CELULARES
v
DISMINUCION DE
LA CANTIDAD DE
HIERRO
DISPONIBLE
L 4
l & GENERACION DE ERO J
AUMENTO EN LA
PRODUCCION DE
PIOVERDINAS
INHIBICION DEL CRECIMIENTO Y
MUERTE CELULAR

Fig. 6. Esquema de los efectos del acido fusarico en P. protegens Pf-5. En recuadros:
resultados de los experimentos realizados. Sin recuadrar: posible explicacion que conduzca al
efecto observado en los experimentos realizados. Los signos mas (+) reflejan la suma de los
efectos.
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