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RESUMEN

Fusarium se caracteriza por ser patégeno en diferentes hospederos, como humanos, animales y
plantas, donde se han identificado diversos factores de patogenicidad como la produccion de
diferentes enzimas y toxinas, capacidad de adherencia y sintesis de sideréforos. En los Ultimos
afios se ha reportado la importancia de los sider6foros en la homeostasis de hierro y en la
virulencia en hospederos vegetales y animales. Debido a la importancia de los sideréforos y a que
han sido poco reportados en especies de Fusarium, en el presente estudio se evalud la produccién
de sideréforos como factor de patogenicidad de doce aislamientos de Fusarium spp. de diferentes
hospederos (animal, humano y planta), mediante la técnica semicuantitativa de CAS-CAA placa y
cuantitativa de sideroforos totales (Chromo azurol S®), sideréforos tipo hidroxamato y tipo
catecolato. Adicionalmente, se evalu6 el comportamiento de los aislamientos frente a condiciones
limitantes de hierro, en agar extracto malta suplementado con 20mg/L de hidroxiquinolina.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se determiné que el aislamiento 108, de la especie F. solani
proveniente de micosis superficial animal, tuvo la mayor produccién en el ensayo en placa y en la
cuantifiacién de sideréforos totales. Seguido del aislamiento 161 (F. verticillioides obtenido de
micosis superficial animal), tanto cuantitativa como cualitativamente. En los ensayos en placa se
destacé también el aislamiento 310, correspondiente a F. oxysporum de origen vegetal; mientras
que en el ensayo cuantitativo de sideréforos totales se destaco el 201 perteneciente a la especie F.
sporotrichioides, aislado a partir de onicomicosis humana. Por otra parte, los alislamientos que
tuvieron menor produccion en ambos ensayos fueron el 406 y 409 de la especie F. oxysporum
provenientes de fungemias humanas. Estos resultados indican relacion clara entre la sintesis de
siderdforos y la naturaleza del hospedero o la especie del aislamiento.

Adicionalmente, la cuantificacion de sideréforos tipo hidroxamato en relaciéon a la cuantificacion de
sider6foros totales no presenté los valores esperados, teniendo en cuenta que este tipo de
siderdforos son los que principalmente han sido reportados en especies flngicas. Los aislamientos
con mayor produccion de sideréforos tipo hidroxamato fueron el 203 (F. verticillioides) y 310 (F.
oxysporum) de origen superficial humano y de origen vegetal, respectivamente; por el contrario los
aislamientos 404 (F. solani), 409 (F. oxysporum) y 108 (F. solani) sintetizaron la menor cantidad de
estos metabolitos. En cuanto a los sideré6foros tipo catecolato no se obtuvo cuantificacion para
ninguno de los doce aislamientos.

Por dltimo, para la evaluacion del crecimiento en condiciones limitantes de hierro se eligio la
concentracion 20 mg/L de 8-hidroxiquinolina por inducir estrés pero no letalidad en los
aislamientos. Los aislamientos con menores porcentajes de inhibicion del crecimiento radial fueron
310 (F. oxysporum) y 161 (F. verticillioides), mientras que el aislamiento 404 (F. solani) obtuvo un
porcentaje de inhibiciébn del crecimiento radial superior al 80%. Se obtuvo una relacion
inversamente proporcional entre la produccion de sideréforos y el crecimiento en medio hipoférrico.

La produccion de siderdforos para los doce aislamientos en el ensayo en placa y para la mayoria
de estos en medio liquido, evidencié que no hay relacién con el origen del aislamiento o con la
especie, al igual que el desarrollo en condiciones limitantes de hierro.



1. INTRODUCCION

Fusarium es un género de hongos oportunistas que pueden causar infecciones en humanos,
especialmente si estos son inmunocomprometidos, ya que la susceptibilidad particular del
hospedero es un factor determinante en el establecimiento y desarrollo de la infeccion (Nelson et
al., 1994). La fusariosis es la principal micosis que afecta a pacientes inmunocomprometidos y la
segunda enfermedad mas comun causada por hongos filamentosos (Salah et al., 2015). Fusarium
también puede causar infecciones superficiales en individuos inmunocompetentes e
inmunocomprometidos, generando queratitis, onicomicosis y dermatomicosis (Salah et al., 2015).
Por otra parte, Fusarium causa enfermedades en plantas como marchitamiento vascular, pudricién
de la raiz, chancros, bakanae, fusariosis en espigas y sarna en granos de cereales, entre otras
(Nelson et al., 1994; Agrios et al., 1995). Al igual que otros hongos filamentosos patégenos,
Fusarium puede ser considerado como un patdgeno multihospedero capaz de infectar tanto a
plantas como a animales y humanos (Di Prieto y Gonzélez Roncero, 2004), utilizando mecanismos
de virulencia compartidos entre hongos patdégenos (Ortoneda et al., 2004).

Las especies de Fusarium poseen varios mecanismos celulares y moleculares que le confieren su
capacidad patogénica, entre estos mecanismos se encuentran la sintesis de toxinas y enzimas
liticas y su capacidad de adherencia a diferentes tejidos (Lin et al., 2005; Prados et al., 2006).
Ademas de estos mecanismos, Fusarium spp. produce sideréforos, determinantes en la
patogenicidad de animales y plantas (Oide et al., 2006). Estas moléculas de bajo peso molecular
son utilizadas para atrapar el hierro libre, necesario en procesos celulares incluyendo la
respiracion, el ciclo de los é&cidos tricarboxilicos, detoxificacion del estrés oxidativo, asi como
también para la sintesis de aminoacidos, desoxirribonucleétidos, lipidos y esteroles (Hass et al.,
2008). La interaccion siderdforo-hospedero, para el desarrollo de la enfermedad, ocurre por la
accion de transportadores seguida por la reduccion de Fe3* para facilitar el intercambio del hierro al
medio extracelular (Johnson, 2008). La capacidad patogénica de los sider6foros se evidencié en un
estudio en 2006 realizado por Oide y colaboradores donde demostraron la disminucién de la
virulencia en plantas de cereales luego de la delecién del gen NSP6, que codifica para una enzima
necesaria para la sintesis de sideréforos.

La presente investigacién busca evaluar la produccién de sider6foros y el comportamiento frente a
condiciones limitantes de hierro en aislamientos de Fusarium spp. para caracterizar la capacidad
patogénica de los mismos. Asimismo, este proyecto permitird profundizar en el estudio de los
factores de patogenicidad de diferentes especies de Fusarium aisladas de lesiones de humanos,
animales y plantas, en el marco del proyecto: ¢Fusarium spp. un modelo de patogenicidad
multihospedero?.



2. REFERENTES CONCEPTUALES — MARCO TEORICO

2.1 Generalidades de Fusarium

Fusarium es un género de hongos filamentosos que se encuentra habitualmente distribuido en el
suelo, donde varias especies han sido consideradas durante mucho tiempo como importantes
patdégenos de plantas causando diferentes enfermedades en cereales de importancia econémica a
nivel mundial (Geng et al., 2014), como trigo, cebada, arroz, avena y maiz (Mati¢ et al., 2013).
También afecta significativamente otros cultivos como algodon, tabaco, café, cafia de azucar,
arboles de sombra, frutales, hortalizas y ornamentales (Di Pietro et al., 2003). Dentro de las
especies mas prevalentes se encuentra F. oxysporum, agente causal de marchitamiento vascular
en una amplia variedad de cultivos econdmicamente importantes (Madrid et al., 2002).

Algunas especies de Fusarium han sido reportadas como patdégenas en humanos, produciendo un
amplio espectro de infecciones oportunistas e infecciones invasivas como la fusariosis, en
pacientes gravemente inmunocomprometidos (Madrid et al., 2002; Salah et al., 2015). Otras
infecciones superficiales, como la queratitis o endoftalmitis causadas, frecuentemente por F. solani
y F. oxysporum (Godoy et al., 2004; Chang et al., 2006) y la onicomicosis, se manifiestan con
frecuencia en personas inmunocompetentes y usualmente se asocian con un trauma previo (Salah
et al., 2015). Ocasionalmente, algunas especies de Fusarium pueden causar infecciones en los
animales, causando meningitis y encefalitis tanto en animales grandes como pequefios (Evans et
al., 2004).

2.2 Mecanismos de patogenicidad de Fusarium

La patogenicidad es definida como la capacidad de un microorganismo de causar dafio en un
hospedero, por lo que los mecanismos de patogenicidad definen el grado de virulencia de la
enfermedad (Casadevall, 2007). Los hongos filamentosos patdégenos de humanos y animales
poseen diferentes mecanismos de patogenicidad entre los que se encuentran la capacidad de
crecer a 37°C, soportar el pH fisiolégico, sintetizar enzimas liticas, producir pigmentos, sintetizar
siderdforos, ademés de la capacidad de adherencia, incluso a catéteres o lentes de contacto,
favoreciendo la colonizacién de un tejido (Nelson et al., 1994; Shinton, 2014). Los hongos
filamentosos patégenos de las plantas, también denominados fitopatégenos, han desarrollado
estrategias para reconocer sus hospederos, penetrar e invadir el tejido de la planta, superar las
defensas del hospedero y optimizar su crecimiento en la planta (Hass et al. 2008). Para esto el
hongo debe percibir sefiales quimicas vy fisicas del hospedero y responder con el metabolismo
adecuado y cambios morfogenéticos necesarios para el desarrollo patogénico, incluyendo el
crecimiento hifal dirigido, la adherencia a la superficie de la planta, la diferenciacién de estructuras
especializadas de infeccion y la secrecion de enzimas liticas y toxinas (Di Pietro et al., 2001).

Fusarium spp. produce un amplio rango de metabolitos secundarios biolégicamente activos, como
las micotoxinas que son perjudiciales para humanos y animales. Las fumonisinas son una clase de
micotoxinas producidas por este microorganismo. Entre las especies de Fusarium aisladas de
arroz, se destacan F. verticillioides y F. proliferatum como mayores productores de estas toxinas
(Mati¢ et al., 2013). Ademas de las fumonisinas, Fusarium produce otras toxinas como
zearalenonas, moniliformina y tricotecenos (Nesic et al., 2014). Este género es también es capaz
de producir enzimas como las colagenasas, proteasas y queratinasas, que son necesarias para
colonizar tejidos en hospederos humanos y animales (Nelson et al., 1994; Pekkarinen et al. 2000).
Junto con estas enzimas, Fusarium spp. produce una serie enzimas que le permiten degradar la



pared y otros componentes celulares de plantas, dentro de las cuales se encuentran celulasas,
xilanasas, pectinasas, lipasas y amilasas (Wanijiru et al., 2002; Yamamura & Shim, 2008). Sin
embargo, se ha demostrado que Fusarium spp. puede ingresar al hospedero a través de aberturas
naturales en las raices generadas por el proceso de ramificacion o heridas generadas por
nematodos o insectos mordedores (Sella et al., 2013).

Otro mecanismo de patogenicidad que posee Fusarium spp. es la produccion de sideréforos,
moléculas de bajo peso molecular sintetizadas por los microorganismos para quelar hierro
(Renshaw et al., 2002). Estas moléculas son de vital importancia ya que permiten mantener el
equilibrio adecuado de hierro entre la deficiencia y toxicidad, y un control ajustado de los sistemas
de captacion y almacenamiento del mismo (Hass et al, 2008).

2.3 Importancia del hierro para los microorganismos

El hierro es un elemento esencial para los microorganismos ya que es un cofactor de varias
enzimas y actlia en los procesos de transporte y reacciones redox, por lo que se ha estimado que
una concentracion de al menos 1 uM de hierro es necesaria para su crecimiento; sin embargo, esta
concentraciéon varia para los diferentes organismos (Neilands 1995). Para garantizar la
concentracién necesaria de este elemento se requiere de mecanismos altamente sincronizados
para mantener el balance entre la toma, el almacenamiento y el consumo de este metal, procesos
conocidos como homeostasis del hierro (Yong-Sung et al., 2007; Lépez-Berges et al. 2012).

En una condicion limitada de hierro, los hongos producen sideréforos para secuestrar iones
férricos, que se unen a receptores de membrana externa especificos con alta afinidad, donde
algunos grupos de donantes para la quelacion de Fe3* son hidroxamatos, thiohidroxamatos y
catecolatos (Silva-Stenico et al., 2005). Ademas, algunos hongos fitopatdgenos producen
compuestos Unicos que funcionan tanto como toxinas y como queladores de hierro (Renshaw et
al., 2002).

Existen varios mecanismos de adquisicién de hierro, separados en los sistemas de alta y baja
afinidad; donde el funcionamiento del sistema de alta afinidad se ha visto asociado a condiciones
limitantes de hierro, mientras que los sistemas de baja afinidad son importantes durante periodos
de abundancia relativa de hierro. Por lo anterior, los hongos patégenos con frecuencia se
encuentran en situaciones en la que los sistemas de alta afinidad son necesarias para permitir la
supervivencia dentro del hospedero. Los sistemas de alta afinidad se clasifican en dos tipos
principales, asimilacién reductora de hierro y la captacion de hierro de siderdforos mediada (o
asimilacion de hierro no reduccionista) (Johnson 2008).

2.4 Sider6foros

La mayoria de los microorganismos como bacterias y hongos expresan mecanismos especificos
para la adquisicién de hierro de los hospederos que infectan para su propia supervivencia. Esto se
debe principalmente a que el hierro juega un papel catalizador clave en varias reacciones celulares
vitales; ademas este no esta disponible en numerosos ambientes por lo que es necesario captarlo
o secuestrarlo del medio (Johnson, 2008). Este sistema de captacion estd mediado principalmente
por la produccion de una molécula de bajo peso molecular (Mr <1,500 Da) denominada sideréforo
(Johnson 2008; Howard 1999). Dependiendo del grupo quimico principal que participa en la
guelacion del hierro, los sideroforos se clasifican en catecolatos, carboxilatos e hidroxamatos, intra
o0 extracelulares; aunque algunos de ellos no pertenecen exclusivamente a alguna de estas clases
(Hass et al. 2008; Mossialos et al., 2009). Sin embargo, los hongos producen principalmente



sideréforos de tipo hidroxamato (Renshaw et al.,, 2002). Oide y colaboradores en el 2007
demostraron que al menos en los hongos Ascomicetos solo se requieren sideréforos extracelulares
para la patogenicidad en plantas.

Otros estudios han evidenciado que algunos sider6foros fangicos actian como determinantes de
patogenicidad, dado que los componentes de la ruta reductora asimilativa del hierro son necesarios
para la virulencia (Hass et al. 2008). Sin embargo, se han encontrado reportes donde las especies
no patégenas de Fusarium producen mas sideréforos que las especies patogénicas, dando una
ventaja e incluso potencial inhibitorio a las no patdgenas frente a las que son capaces de producir
enfermedad (Renshaw et al., 2002).

Adicionalmente, los sideré6foros tienen un papel en el mantenimiento de interacciones simbi6ticas
entre hongos y plantas (Johnson 2008); en primer lugar, la formacion de sider6foros puede
solubilizar el hierro que antes no se encontraba de forma disponible para la planta, y en segundo
lugar, la mayor produccion de sideréforos por microorganismos no patégenos frente a los
patdégenos, puede reducir el crecimiento de microorganismos con capacidad de infectar la planta, al
suprimir el hierro disponible en el medio (Renshaw et al., 2002).

Aunque se sabe poco acerca de la produccién de sider6foros como un mecanismo de
patogenicidad de especies del género Fusarium, un estudio realizado por Oide y colaboradores
(2006) reportaron por primera vez el papel de sideréforos extracelulares en la virulencia a las
plantas. Los resultados mostraron que los mutantes deficientes en la capacidad para biosintetizar
siderdforos extracelulares son hipersensibles a estrés oxidativo y bajo contenido de hierro (Hass et
al., 2008); ademas de comprobar que reducen la patogenicidad en plantas de arroz y avena, por
parte de los fitopatégenos Cochliobolus miyabeanus, Fusarium graminearum y Alternaria
brassicicola (Oide et al., 2007). El genoma de F. graminearum fue analizado por Tobiasen et al.
(2007), quienes identificaron los genes NPS, NPS1, NPS2 y NPS6, relacionados con la biosintesis
de sideréforos hidroxamato, ferricrocina y fusarina, respectivamente. Recientemente se ha
reportado que en ausencia del gen NPS2, responsable de la sintesis de sideroforos intracelulares,
se inhibe la produccién de esporas sexuales (Oide et al., 2014). En el caso de delecion del gen
NPS6, requerido para la biosintesis de sideréforos extracelulares, no se afecta la reproduccion
sexual pero si la sensibilidad a la captacién de hierro, al estrés oxidativo y se genera una
disminucién en la virulencia (Oide et al. 2014).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad de produccion de sideréforos por parte de Fusarium spp. de diferente
origen y su crecimiento en presencia y ausencia de un agente quelante de hierro.

3.2 Objetivos especificos

e Evaluar semicuantitativa y cuantitativamente la produccién de sider6foros de doce
aislamientos de Fusarium spp. de diferente origen de hospedero.

e Determinar la influencia de un agente quelante de hierro en el crecimiento de doce
aislamientos de Fusarium spp.



4. METODOLOGIA

4.1 Aislamientos de Fusarium spp.

Se trabajé con un total de 12 aislamientos de Fusarium spp. distribuidos de acuerdo a su origen
(Tabla 1). Los aislamientos se encuentran en la colecciéon de microorganismos de la Unidad de
Investigaciones Agropecuarias de la Pontificia Universidad Javeriana — Bogota. Se establecio un
banco de trabajo por la técnica de conservacion en papel filtro almacenado a temperatura de

refrigeracion.

Tabla 1. Aislamientos de Fusarium spp. en estudio.

Q”ge'." de Cédigo Especie Caracteristicas de la lesién de aislamiento
aislamiento
108 F. solani Micosis superficial - Ojo de bovino
Animal T L - .
(superficial) 161 F. verticillioides Micosis superficial - Cola de canino
162 F. oxysporum Micosis superficial - Lomo superior de canino
201 F. sporotrichioides Onicomicosis
Humano T "
(superficial) 203 F. verticillioides Queratitis
205 F. oxysporum Onicomicosis
Marchitamiento vascular - Haces vasculares de
310 F. oxysporum
planta de tomate
Marchitamiento vascular - Haces vasculares de
Vegetal 314 F. oxysporum planta de clavel
319 F. oxysporum Marchitamiento vascular - Haces vasculares de
planta de gulupa
204 E. solani Fungemia - Hemocqltlyo de paciente
neutropénico
Hurpano 406 F. oxysporum Fungemia - Hemocqltl_vo de paciente
(sistémico) neutropénico
409 F. oxysporum Fungemia - Hemocultivo de paciente

neutropénico

Como control positivo para la evaluacion de sider6foros se utilizé un aislamiento de Fusarium
graminearum, especie reportada en literatura como productora de sideroéforos.




4.2 Evaluacion semicuantitativa de la produccién de sider6foros

La evaluacion semicuantitativa de la produccion de sideroforos se realizé en el medio CAS-CAA
(Caballero et al., 2007) (Anexo 4), la cual se evidencio por la formaciéon de un halo color rosa-
purpura o amarillo alrededor de la colonia. Para esto, se inoculé 50 pL de suspension conidial (106
conidios/mL) con agar agua (10g/L, proporcion 1:1) en un pozo en el centro de la placa de agar, las
placas se incubaron durante 7 dias a 28°C, midiendo el diametro del halo desarrollado en placa el
quinto dia de incubacién. La prueba se llevé a cabo con cuatro réplicas.

Adicionalmente, se realiz6 un ensayo modificando la base del medio utilizando las sales del caldo
Simmon y Tessman (1963) (Anexo 4), para comparar si la composicién del medio puede o no
influenciar en la presentacion del halo de produccion de sideréforos. Las condiciones de siembra y
periodos de incubacién fueron los mismos que los del medio CAS-CAA (Caballero et al., 2007).

4.3. Cuantificacion de sider6foros totales, tipo hidroxamato y tipo catecolato

Los aislamientos de Fusarium spp. se cultivaron en caldo Simon & Tessman (1963) (Anexo 4) para
inducir la produccion de sideréforos. Los cultivos se realizaron en frascos compota con un volumen
de 20mL de caldo Simon y Tessman + 200uL de suspension conidial (10% conidios/mL). Estos
frascos se incubaron durante 6 dias en agitacion (120rpm) a 28°C. El dltimo dia incubacién se tomé
una alicouta de 10mL del cultivo y centrifugé a 4000 rpm por 15 min (Thermo Scientific, CL10).
Posteriormente, el sobrenadante fue separado en tubos eppendorf para centrifugar nuevamente a
10000 rpm por 10 min para separar la biomasa fungica restante (microcentrifuga SCILOGEX,
D2012). El sobrenadante obtenido se utilizé para la cuantificacion de sideréforos por las pruebas
colorimétricas. Las pruebas contaron con cuatro réplicas biolégicas y tres réplicas técnicas por
cada réplica biol6gica.

4.3.1 Cuantificacion de sideroéforos totales.

La curva de calibracion para sideréforos totales con el reactivo CAS se realiz6 con diluciones entre
25 y 600 pg/mL a partir de un stock de 1mg/mL de deferroxamina mesilato (Anexo 1). El reactivo
CAS se prepar6 a partir de 60mL de solucion de HDTMA (10mM), 15mL de solucién de hierro
(ImM FeClsz-6H20, 10mM HCI), 75mL de solucion de CAS acusoso (2mM), los cuales se aforaron
en un balon de 1L (Schwyn y Neilands, 1987). La reaccion tuvo una relaciéon 1:1 (0,5mL de muestra
+ 0,5mL de reactivo CAS), el tiempo de incubacién a temperatura ambiente fue de 4 horas (Radzki
et al. 2013) y posteriormente se realizé la lectura de absorbancia en el espectrofotémetro a 630nm
(Caballero et al., 2007). El blanco de lectura se realizé con 0,15mL de FeClz-6H20 1mM (10mM
HCI) y 0,6 mL de HDTMA 10mM aforados a un volumen de 10 mL. Este blanco también fue leido
en una relacién 1:1 (0,5mL medio control + 0,5mL de blanco). Finalmente, a partir de los valores de
absorbancia obtenidos, se graficé la curva patrén para la posterior cuantificaciéon de sideréforos
totales de los 12 aislamientos de Fusarium spp.

La reaccion de cuantificacion de sideréforos totales para los aislamientos de Fusarium spp. tuvo un
volumen final de 1 mL (0,5mL de muestra + 0,5mL de reactivo CAS) (Schwyn y Neilands, 1987).
Posterior al tiempo de reaccion (30 minutos), se realizé la lectura de absorbancia en el
espectrofotdmetro a 630nm. El blanco de lectura se realiz6 con una relacion 1:1 (0,5mL de medio
Simon y Tessman sin inocular + 0,5mL de reactivo CAS).



4.3.2 Cuantificacion de sideroforos tipo hidroxamato.

La curva de calibracién para siderdforos tipo hidroxamato se llevd a cabo con el reactivo de Atkin
(1970) a partir de diluciones de un stock de 1mg/mL de deferroxamina mesilato entre 25 y
800ug/mL (Anexo 1). La reaccion tuvo una relacion 1:1 (0,5mL de muestra + 0,5mL de reactivo de
Atkin) y se realiz6 la lectura de absorbancias en el espectrofotémetro a 480nm (Shin et al., 2001).
El blanco de lectura se realizd con una relacion 1:1 (0,5mL de agua + 0,5mL de reactivo de Atkin).
A partir de los valores de absorbancia obtenidos, se graficé la curva patrén para la posterior
cuantificacion de sideréforos tipo hidroxamato de los 12 aislamientos de Fusarium spp.

La reaccion tuvo un volumen final de 1 mL (0,5mL de muestra + 0,5mL de reactivo de Atkin) (Atkin
et al., 1970). Inmediatamente después de mezclar la muestra y el reactivo, se realizé la lectura de
absorbancia en el espectrofotometro a 480nm. El blanco de lectura se realizé con una relacién 1:1
(0,5mL de medio Simon y Tessman sin inocular + 0,5mL de reactivo de Atkin).

4.3.3 Cuantificacion de sideré6foros tipo catecolato.

La curva de calibracion para sideréforos tipo catecolato se realizé a partir de una serie diluciones
del stock de Catecol entre 0 y 70ug/mL (Anexo 1). La deteccién se realizé por el test de Arnow
(Arnow et al., 1937) con una relacion 1:4 (0,5mL de muestra + 0,5mL de HCI (0,5N) + 0,5mL del
reactivo nitrito de molibdato, 0,5mL de NaOH (1N) y 0,5 mL de agua destilada). El blanco de lectura
se realiz6 con una relacion 1:4 (ImL de agua destilada + 0,5 de HCI (0,5N) + 0,5mL del reactivo
nitrito de molibdato + 0,5mL de NaOH (1N)). Posteriormente se realizd la lectura de absorbancias
en el espectrofotbmetro a 515nm (Howard 1999). Finalmente, a partir de los valores de
absorbancia obtenidos, se graficé la curva patrén para la posterior cuantificaciéon de sideroéforos tipo
catecolato de las 12 aislamientos de Fusarium spp.

La reaccion de cuantificacion se realiz6 a un volumen final de 2,5mL correspondiente a 0,5mL de la
muestra + 0,5mL de HCI 0,5N + 0,5mL de reactivo molibdato de sodio + 0,5mL de NaOH 0,1N y
0,5mL de agua destilada. Después de reaccionar, se realizé la lectura de absorbancia en el
espectrofotometro a 515nm. El blanco de lectura se realizé reemplazando el volumen de muestra
por el medio Simon y Tessman sin inocular.

4.4. Crecimiento de Fusarium spp. en condiciones limitantes de hierro

La determinacion de la concentracion de hidroxiquinolina (agente quelante de hierro) en agar
extracto de malta (Anexo 4), se llevo a cabo evaluando concentraciones de 5, 10, 20, 30, 40 y 50
mg/L. Los ensayos se realizaron con el control positivo F. graminearum utilizando disco de agar
micelio y 5 réplicas por cada concentracion. Las placas se llevaron a incubacién por un periodo de
siete dias a temperatura de 28°C, evaluando el diametro del crecimiento del hongo cada 24 horas.
El control de crecimiento se realizé en agar extracto de malta sin suplemento de hidroxiquinolina.

Luego de determinar 20 mg/mL como la concentracion de hidroxiquinolina que inhibia el
crecimiento del microorganismo pero no era letal para este, se evaluaron los 12 aislamientos de
Fusarium spp. sembrando una suspension conidial (108 conidios/mL) con agar agua (10g/L,
proporcién 1:1) en un pozo en el centro de la placa de agar. Cada aislamiento cont6é con cinco
réplicas ademas de las cinco de control sin suplemento de hidroxiquinolina. Las placas se llevaron
a incubacién por un periodo de 7 dias a temperatura de 28°C, evaluando el diametro del
crecimiento de la colonia cada 24 horas.



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Aislamientos de Fusarium spp.

A partir del banco de conservacién en papel filtro, se recuperaron los doce aislamientos del estudio
y el control positivo, F. graminearum, en PDA y agar avena. La viabilidad y pureza del banco de
trabajo fue buena, ya que la morfologia tanto macroscopica como microscopica corresponde a la
descrita previamente para los mismos aislamientos (Linares, 2010). La pureza de los aislamientos
se comprobd realizando lamina en fresco con azul de lactofenol, observando la formacion tipica de
microconidios hialinos, unicelulares, de forma ovoide a cilindrica. En algunos aislamientos, se
encontraron macroconidios hialinos, multicelulares, rectos, con células curvadas o en punta.

5.2 Evaluacién semicuantitativa de la produccién de sider6foros de los aislamientos de
Fusarium spp.

La evaluacién semicuantitativa de produccion de sideréforos en medio CAS-CAA placa de los doce
aislamientos de Fusarium spp. se realiz6 en base a los ensayos con el control positivo F.
graminearum. El quinto dia de crecimiento fue seleccionado como el de mayor produccién de
siderdforos con respecto a la medicién del halo producido y el analisis del area bajo la curva
(Anexo 2). El halo presentd una coloracién rosada hacia el centro y azul-violeta hacia la periferia
(Figura 1).

Figura 1. Produccion de sideréforos por parte de Fusarium graminearum en medio CAS-CAA placa en los dias
3 (A), 4(B) y 5(C) de crecimiento a 28°C.

Los resultados obtenidos en el ensayo semicuantitativo de produccién de sider6foros en medio
CAS-CAA evidenciaron que la totalidad de los aislamientos de Fusarium sp. produjeron un halo
rosado hacia el centro y azul-violeta hacia la perifera, sin mostrar diferencias notorias entre ellos
(Figura 2). Sin embargo, el aislamiento que presentdé mayor produccion fue el aislamiento 108. Este
aislamiento identificado como F. solani, fue obtenido a partir de una muestra superficial de origen
animal. Aunque no han sido reportado numerosos estudios sobre la produccién de sideroforos por
parte de esta especie, Dutta y colaboradores en 2006 evaluaron la produccion de siderérofos en



nueve aislamientos flngicos, encontrando a F. solani como productor de sideréforos en el ensayo
de CAS-CAA placa, Unicamente en concentraciones bajas de hierro.

108 161 162

201 203 205

310 314 319

404 406 409

Figura 2. Produccion de sideréforos de los 12 aislamientos de Fusarium spp. en medio CAS-CAA placa en el
cuarto dia de crecimiento a 28°C.




Entre otros aislamientos que presentaron valores altos de produccion de sider6foros en CAS placa,
se encuentran los aislamientos 161 y 310, identificados como F. verticilliodes y F. oxysporum,
respectivamente. Estudios previos han reportado la expresion de genes relacionados con el hierro
en especies de Fusarium. En el caso de F. verticiliodes se ha reportado la produccién de
sidero6foros extracelulares evaluada mediante la expresion de FRI1, gen responsable del transporte
hierro-sideréforos; encontrando produccion y expresiéon Gnicamente en medios no suplementados
con hierro (Lopez-Errazqin et al. 2006). Mientras que en F. oxysporum se han hecho
comparaciones buscando genes NRPS reportados en otras especies fungicas; de los once
encontrados, se evidencid un gen que codifica para la ornitina N(5)-monooxigenasa SidA,
encargada de catalizar el paso inicial en las vias de biosintesis de sideroforos intra y extracelulares
(Lopez-Berges et al. 2013). Por lo anterior, se comprueba que estos dos aislamientos tienen la
capacidad de regular la produccién de metabolitos asociados a la captacion de hierro.

Por otro lado, los aislamientos que obtuvieron una menor produccién de sideréforos en placa
fueron 409 y 406, identificados como F. oxysporum. Estos dos difieren de los mencionados
anteriormente por el origen de aislamiento; siendo estos Ultimos pertenecientes al grupo de
fungemias humanas. Las diferencias en el comportamiento de los aislamientos de origen humano
sistémico pueden deberse a que en mamiferos el hierro esta fuertemente unido a proteinas de
transporte como la transferina, la ferritina y la lactoferrina; por lo que se dificulta la captacion
microbiana de hierro (Hass, 2008). Estas condiciones hipoférricas favorecerian la expresion de
metabolitos involucrados en la captacién de hierro como los sideréforos, sin embargo en hongos
patégenos de humanos y animales, como Cryptococcus neoformans, se han reportado otros
mecanismos para dicha captacion, entre estos se encuentran las melaninas, las reductasas y el
acido 3-hidroxiantranilico encargados de la reduccion de ion férrico al ion ferroso (Kronstad et al.
2013). Estos mecanismos de adquisicién de hierro son conservados entre los patdgenos fangicos,
por lo que los aislamientos 409 y 406 pueden estar usando alguno de estos, para la captacién de
hierro.

En cuanto a los resultados obtenidos en el ensayo de CAS placa con la base de sales Simon y
Tessman, se observaron dos patrones de halo, indicando la produccién de sideréforos en los doce
aislamientos de Fusarium spp. (Figura 3). El primero, con tonalidades rosadas-amarillas y el
segundo, con Unica coloracién amarilla palida. Aunque no han sido reportados experimentos con
este medio modificado, estudios previos han reportado tonalidades similares en el medio CAS-
CAA, indicando cambios de la coloracién azul inicial a tonos en la gama del parpura, magenta y
naranja (Milagres et al. 1999, Machuca y Milagres 2003, Caballero 2006). La coloracion del halo
que se produce en el medio ha sido asociado al tipo de sideréforo producido; en el caso de una
tonalidad amarilla se ha relacionado con sideréforos tipo carboxilato y/o hidroxamato, mientras que
las coloraciones rosadas indican principalmente la producciéon de sideréforos tipo catecolato
(Pérez-Miranda et al. 2007). Sin embargo, el pH tiene un papel fundamental en la reaccién
colorimétrica de CAS, ya que el reactivo CAS liquido es sensible a cambios de pH, adquiriendo
tonalidades puarpuras en pH alcalino (Heui et al. 2001). Adicionalmente, Payne (1994) menciona
que la medida de absorbancia para sidero6foros tipo hidroxamato se hace en funcién del pH, debido
a que en pH neutro los monohidroxamatos presentan color rojo a naranja, mientras que en pH
menor o igual a 5 su color vira a parpura. EI cambio de pH en el medio puede deberse al
metabolismo de la glucosa, liberando acidos organicos como citrico, fumarico o glucénico mediante
la via de asimilacion de las pentosas (Ruiz, 2013).



Ademas del color observado en este ensayo, los halos producidos en los doce aislamientos de
Fusarium spp. son minimos en comparacion con los evidenciados en medio CAS-CAA; lo que se
observa realmente es el cambio del color en el reverso de la colonia (Anexo 3). Debido al cambio
del medio CAS-CAA con las sales del medio Simon y Tessman, la sintesis de los sider6foros
puede verse influenciada, posiblemente en la difusion de las moléculas de sideroforos.

108 162

314




Figura 3. Produccién de sideréforos de los 12 aislamientos de Fusarium spp. en medio CAS-CAA con la base
de sales Simon y Tessman en el quinto dia de crecimiento a 28°C.

Los resultados obtenidos por el andlisis de varianza (ANOVA de un factor) de los datos de area
bajo la curva de la medicion del halo hasta el quinto dia de incubacién fueron agrupados creando
grupos homogéneos de acuerdo a la prueba de comparacion mdltiple de Duncan, donde se
obtuvieron un total de cinco subconjuntos (Anexo 2). Estas agrupaciones exponen los aislamientos
con mayor y menor produccion de sideréforos evaluados semicuantitativamente (Figura 4),
evidenciando que no hay una relacion directa entre el origen de los aislamientos y la produccion de
sideréforos en placa, ya que los subconjuntos no estaban agrupados por aislamientos del mismo
origen. Adicionalmente, no se observé relacién entre aislamientos de una misma especie de

Fusarium.
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Figura 4. Evaluacion semicuantitativa de la produccion de sider6foros de los 12 aislamientos de Fusarium spp.
en medio CAS-CAA mediante el andlisis de area bajo la curva a 28°C.

5.3 Cuantificacion de sideroforos totales, tipo hidroxamato y tipo catecolato

La seleccion del medio para la cuantificacion de sideroforos totales, tipo hidroxamato y tipo
catecolato se fundament6 en que el medio Simon y Tessman es libre de hierro, por lo que induce la
produccion de sideréforos de los aislamientos de actinobacterias (Franco-Correa et al. 2010). El
sexto dia de crecimiento fue el elegido para la cuantificacion de los sideréforos, siendo el dia



reportado como el de maxima produccion en estudios previos del grupo de investigacion (Osso y
Royet, 2008).

5.3.1 Cuantificacion de sider6foros totales

La evaluacién cuantitativa de la produccion de sideréforos totales en los doce aislamientos de
Fusarium spp. evidencio su capacidad de producir sideréforos pues la reaccion con el reactivo CAS
mostrd coloracion purpura a rosado. Los resultados obtenidos por el analisis de varianza (ANOVA
de un factor) de la cuantificacién de siderdforos totales en el sexto dia de incubacién fueron
agrupados de acuerdo a la prueba de comparacion multiple de Duncan, donde se obtuvieron un
total de ocho subconjuntos (Anexo 2). Estas agrupaciones evidencian que no hay una relacion
directa entre el origen de los aislamientos y la produccion cuantitativa de sideroforos totales, puesto
que los subconjuntos no se encuentran agrupados por series del mismo origen.

Reportes previos indican que diversas especies de Fusarium poseen el gen NRPS6, que ha sido
asociado a la produccion de sideréforos extracelulares, especificamente las Fusarininas (Hansen et
al. 2012). Dentro de los aislamientos, se destaca el 108, identificado como F. solani como el mayor
productor de sideréforos en medio liquido, seguido de los aislamientos 161 y 201 identificados
como F. verticillioides y F. sporotrichioides, respectivamente. Por otro lado, dentro de los
aislamientos con menor produccién de sideréforos totales se encontraron 406 y 409, ambos
aislados a partir de una muestra sistémica de origen humano, e identificados como F. oxysporum.
El aislamiento 319 fue el Unico que no presentd produccion de sideréforos totales (Figura 5). Con
respecto a este Ultimo resultado, y teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el ensayo de
CAS-CAA placa, la ausencia de produccién de siderdforos totales por este aislamiento puede
deberse a que la cantidad producida no fue suficiente para ser detectada por el ensayo con el
reactivo CAS liquido, como fue sugerido por Machuca y Milagres (2003), quienes evaluaron la
produccion de sider6foros por Aspergillus spp., obteniendo resultados positivos en el ensayo
semicuantitivo y ausencia para algunas especies en el cuantitativo.

Segun los resultados obtenidos, los aislamientos de origen humano sistémico (aislamientos 406 y
409) son aquellos que presentaron menor produccion de sideréforos totales. Aunque este tipo de
aislamientos cuentan con una condicion de termotolerancia que les permite sobrevivir y colonizar
hospederos homeotermos (Ying y Feng, 2004), en hospederos humanos la sintesis y la viabilidad
de los sider6foros puede verse disminuida por la respuesta inmune inata que desarrolla el
hospedero, al verse afectado por el patégeno (Goetz et al. 2002). Un ejemplo de esta respuesta
inmunoldgica es reportada por Yang y colaboradores (2002) quienes demuestran que los
hospederos mamiferos poseen una proteina denominada lipocalina, que es capaz de secuestrar
los sideréforos microbianos. Aunque no se realizé una evaluacion in vivo, estos aislamientos
podrian captar hierro de su hospederio a partir de otros mecanismos diferentes a los sider6foros
(Seccién 5.2).

5.3.2 Cuantificacion de sideré6foros tipo hidroxamato

La reaccion de cuantificacion de sideroforos tipo hidroxamato con el reactivo de Atkin mostré una
coloracion en la gama del naranja palido para los doce aislamientos de Fusarium spp. Respecto al
andlisis de varianza, se generaron seis subconjuntos por la prueba de comparacion mdultiple de
Duncan (Anexo 2), los cuales no evidenciaron relaciones entre el origen de los aislamientos, es
decir que la produccion de siderdforos tipo hidroxamato no esta asociada a la procedencia del
hospedero.



Los aislamientos que presentaron las mayores concentraciones fueron aquellos identificados como
F. verticillioides (203) y F.oxysporum (310), mientras que 409 (F. oxysporum), 404 y 108 (F. solani)
fueron los que presentaron menor produccion de sideréforos tipo hidroxamato (Figura 5). La
principal produccion de sideréforos tipo hidroxamato ha sido asociada a los hongos filamentosos y
algunas bacterias Gram positivas (Szebesczyk et al. 2016). Cuatro siderdforos tipo hidroxamato
han sido reportados, entre ellos fusarininas presentes en F. verticilliodes, F. oxysporum y F.solani
(Winkelmann 1992). En el caso de F. verticilliodes se han reportado micoferritinas, sideréforo tipo
hidroxamato en medios con bajas concentraciones de hierro (Validandi et al. 2009). Ademas, F.
verticilliodes tiene relaciones filogenéticas con F. oxysporum muy estrechas, compartiendo 12
genes NRPS, por lo que ambas especies se ven asociadas a las mayores concentraciones de
produccion de sideroforos tipo hidroxamato con respecto al resto de los aislamientos (Hansen et al.
2012).

5.3.3 Cuantificacion de sideré6foros tipo catecolato

La evaluacion de la produccion de sideroforos tipo catecolato no fue detectable para los doce
aislamientos de Fusarium spp. (Figura 5). Aunque la produccion de siderdforos ha sido reportada
en diferentes géneros microbianos, los sideréforos tipo catecolato predominan en bacterias Gram
negativas (Szebesczyk et al. 2016). Si bien en hongos filamentosos no se han reportado
estructuras definidas como siderdfos tipo catecolato, en Gloephyllum trabeum, hongo de
prodredumbre de la madera, se han descrito compuestos quelantes de metal estructuralmente
similares a los catecolato con la capacidad de unirse al ion férrico y reducir el ion ferroso (Machuca
et al. 2007).
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Figura 5. Evaluacion cuantitativa de la produccién de sideréforos de los 12 aislamientos de Fusarium spp. en
medio liquido Simon y Tessman en el sexto dia de crecimiento. Sideroforos totales (ST) y Sideroforos tipo
hidroxamato (SH). La serie 100, 200, 300 y 400 corresponden a aislamientos de origen superficial animal,
humano superficial, vegetal y humano sistémico, respectivamente.

5.4 Crecimiento de Fusarium spp. en condiciones limitantes de hierro

Para establecer la concentracion adecuada del agente quelante de hierro que permitiera observar
el estrés inducido por su acciéon y no un efecto letal para los microorganismos, se evalué el
crecimiento radial de F. graminearum durante 7 dias en diferentes concentraciones de 8-
hidroxiquinolina (figuras 6 y 7). Se determind la concentracion de 20mg/L para la evaluacién con
los doce aislamientos de Fusarium spp., por presentar inhibiciéon evidente respecto al crecimiento
radial en 5 y 10 mg/L, con un porcentaje de 36,05%, en el Ultimo dia de crecimiento.
Posteriormente se realizé un analisis de varianza (ANOVA de un factor) de los datos de area bajo
la curva de la medicion de crecimiento radial (Anexo 2), seleccionando la menor concentracion que
inhibi6 significativamente el crecimiento radial basado en las agrupaciones de Duncan.
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Figura 6. Cinética de crecimiento (diametro de extension de la colonia) de Fusarium graminearum a diferentes
concentraciones hidroxiquinolina en medio extracto malta.

La evaluacion del comportamiento de los 12 aislamientos de Fusarium spp. de diferente origen
frente a 8-hidroxiquinolina se determind mediante el porcentaje de inhibicion de crecimiento radial



(PICR) (Figura 8). A partir de este analisis se observo que el aislamiento 404 (F. solani) presenté el
mayor porcentaje de inhibicidn (80,1%). Ademas, el total de los aislamientos evaluados superé el
50% de inhibicién de crecimiento radial demostrando asi la importancia del hierro para el desarrollo
de los hongos, ya que se ha demostrado que el hierro unido a moléculas de hidroxiquinolina causa
dafios oxidativos, asi como ruptura de cadenas de ADN en células fangicas cultivadas (Pierre et

al., 2003).

50 mg/L
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Figura 7. Crecimiento de Fusarium graminearum en agar extracto malta a diferentes concentraciones de 8-
hidrixiquinolina durante siete dias a 28°C.

Con respecto al andlisis de varianza de los datos del porcentaje de inhibicion de crecimiento radial
(PICR) (Anexo 2), se obtuvo un total de seis subconjutos de acuerdo al agrupamiento de la prueba
de comparacion mdltiple de Duncan; en los que no se evidenciaron relaciones entre el origen de
los aislamientos (Figura 8 y figura 9). Es decir que la inhibicion es independiente de la naturaleza
del hospedero, ya que en el andlisis estadistico los aislamientos mas inhibidos fueron de diferente



origen. Adicionalmente, no se observo relacién entre aislamientos de una misma especie de
Fusarium.
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Figura 8. Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial de los 12 aislamientos de Fusarium spp en medio
extracto de malta frente a 20mg/L de 8-hidroxiquinolina el séptimo dia de crecimiento.

La hidroxiquinolina es un agente quelante lipofilico (Hoyos-Carvajal et al. 2009) conocido por
poseer una gran afinidad por hierro, especialmente la 8-hidroxiquinolina que ha demostrado ser
eficaz captando hierro de forma in vitro (Mouralian et al., 2005), sin afectar la morfologia de las
colonias (Szaniszlo 2013). La captacion de hierro la realiza mediante la formacién de cinco anillos
estables u oxinatos que atrapan varios metales, ya que son de baja selectividad (Pierre et al.,
2003). Estos metales son requeridos para el funcionamiento de la ADN polimerasa y para la
sintesis protéica, por lo que la 8-hidroxiquinolina puede inhibir simultaneamente dos o mas
actividades metabdlicas dependiendo de su concentracién intracelular (Mils 1978). A pesar de la
capacidad inhibicion en procesos celulares, la quelacién por 8-hidroxiquinolina puede verse
afectada por disminucion del pH y la cantidad de iones divalentes que se encuentren en el medio
(Fraser y Creanor 1974). El efecto en el crecimiento que tiene la 8-hidroxiquinolina sobre los doce
aislamientos de Fusarium spp. con respecto a lo evidenciado en el medio control (extracto de
malta, anexo 4) se observa de forma mas clara en la figura 9.
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Figura 9. Efecto de la concentracion de hidroxiquinolina (20mg/L) en el crecimiento de 12 aislamientos de
Fusarium spp. en medio extracto malta mediante comparacion del area bajo la curva del crecimiento radial

durante 7 dias de crecimiento a 28°C.

Una de las principales causas de los altos porcentajes de inhibicion de crecimiento radial en los
doce aislamientos de Fusarium spp. por parte del quelante, se debe a su capacidad de separar y
retener mas fuertemente el hierro de las moléculas flngicas encargadas de la captacion
(Symeonidis 2009). Por esto, los quelantes bidticos o abidticos pueden ser utilizados para
caracterizar y tratar enfermedades humanas causadas por sobre carga de hierro, también pueden
utilizarse quelantes similares para aliviar toxicidad por exceso de hierro en plantas (Pierre et al.

2003).

Por otro lado, segun los resultados obtenidos la capacidad de crecimiento de los hongos en medios
hipoférricos y su relacion con la produccién de sideréforos es inversamente proporcional, ya que se
observa una significativa reduccién de crecimiento a mayores concentraciones de hidroxiquinolina
(figura 7). Si bien se ha reportado que a una menor concentracion de hierro la produccion de
sider6foros aumenta (Dutta et al. 2006), en medios sin ninguna traza de este elemento, los
microorganismos no pueden desarrollarse. Esto quiere decir que el medio debe tener una
concentracién de al menos 1 UM de hierro, que es necesaria para el crecimiento microbiano
(Neilands 1995), y en concentraciones superiores de 30mg/L (Figura 7) el agente quelante reduce
casi al 100% esta disponibilidad, causando inhibicion de los microorganismos.



5.5 Anélisis de correlacidon entre produccion de sider6foros y crecimiento en condiciones
limitantes de hierro

A partir del analisis de correlaciones (coeficiente de Pearson) realizado entre los datos del ensayo
cuantitativo de produccién de siderdforos, area bajo la curva de CAS-CAA placa y porcentaje de
inhibicién de crecimiento radial por 8-hidroxiquinolina, se evalué la interaccién entre todos los
resultados (Tabla 1).

La correlacién obtenida entre la produccién de sideroforos totales y de tipo hidroxamato fue
positiva, indicando una leve relacion proporcional. Sin embargo, esta relacion no es
estadisticamente significativa Este resultado concuerda con lo reportado previamente en literatura
donde la produccion de sidero6foros tipo hidroxamato ha sido asociada principalmente a los hongos
(Szebesczyk et al. 2016).

En el analisis entre la cuantificacion de sideroforos totales y la sintesis de sideréforos en el ensayo
en placa se obtuvo una correlacion significativa con un coeficiente de 0,699. Esta correlacion
positiva también fue determinada por Machuca y colaboradores (2007), quienes observaron una
variacion en la produccion de sideréforos totales comparando los resultados obtenidos en placa
con respecto a los obtenidos en medio liquido, asocidndola a la capacidad de los sider6foros para
difundirse en cultivos liquidos a diferencia de los cultivos agarizados. Por el contrario, la correlacion
entre la cuantificacién de sideréforos tipo hidroxamato y la produccion de sider6foros totales en el
ensayo en placa no fue significativa, indicando que podria haber mayor produccion de sideréforos
tipo carboxilato que también ha sido reportada en hongos (Pérez-Miranda, 2007).

Los coeficientes de correlacion entre la produccién de sideroforos totales y sideréforos tipo
hidroxamato con respecto al porcentaje de inhibicién de crecimiento radial por 8-hidroxiquinolina
indican relaciones inversamente proporcionales. Esta asociacion era esperada, ya que la sintesis
de sider6foros depende de la disponibilidad de hierro en el medio, aumentando la produccién en
condiciones deficientes de este microelemento (Machuca y Milagres, 2003). De igual forma, la
correlaciéon entre la produccion de sideréforos evaluada semicuantitativamente y la inhibicion de
crecimiento radial por 8-hidroxiquinolina fue negativa.

El andlisis de correlacion integré todos los resultados, determinando las relaciones esperadas
aunque sin significancia estadistica en la mayoria de los casos. La falta de significancia indica que
hay diferencias entre los datos analizados evidenciando nuevamente que no hubo relacién entre el
origen de los aislamientos y los resultados de cada evaluacion; esto se debe a que los sideréforos
no son factores de patogenicidad exclusivos de un tipo de hospedero por tanto no necesariamente
predomina su produccién en aislamientos de un mismo origen (Hass, 2008).


http://www.sciencedirect.com.ezproxy.javeriana.edu.co:2048/science/article/pii/S0010854516300145

Tabla 1. Matriz de correlacion entre las diferentes pruebas para la evaluacion cuantitativa de la produccion de
sideroforos (sider6foros totales y sideréforos hidroxamato), el area bajo la curva en CAS-CAA (CAS-CAA

ABC) y porcentaje de inhibicion de crecimiento radial por 8-hidroxiquinolina (PICR).

Correlaciones

Sideroforos Sideroforos
totales hidroxamato CASabc PICRHQ

Sideroforos |Correlacién de Pearson 1 ,126 ,696 -,498
totales p-valor 213 000 000
Sideréforos |Correlacién de Pearson ,126 1 ,104 - 472
hidroxamato [z 07 213 440 000
CASabc Correlaciéon de Pearson ,696 ,104 1 -,232

p-valor ,000 440 ,083
PICRHQ Correlacion de Pearson -,498 -472 -,232 1

p-valor ,000 ,000 ,083




6. CONCLUSIONES

Los aislamientos con mayor actividad en la evaluacién de la produccion de sider6foros en CAS-
CAA placa fueron los aislamientos 108 de origen animal superficial identificado como F. solani,
161 de origen animal superficial identificado como F. verticilliodes y 310 de origen vegetal,
identificado como F. oxysporum, lo que permite relacionar la produccion de sideréforos como
posible mecanismo de patogenicidad en diferentes hospederos.

No se observaron halos de produccion de sider6foros comparables entre el medio CAS-CAA y
el medio CAS + sales del caldo Simon y Tessman en los doce aislamientos de Fusarium spp.,
debido a la diferencia en coloraciéon que puede asociarse al tipo de sideréforo o al pH del
medio; y el tamafio del halo relacionado con la capacidad de difusiéon de los metabolitos en el
medio.

La mayoria de los aislamientos sintetizaron sideréforos totales y tipo hidroxamato, confirmando
que no existe relacion entre el origen del aislamiento o la especie con la cantidad o tipo de
sideréforos producido.

La evaluacién de la produccion de siderédforos tipo catecolato no fue detectable para los doce
aislamientos de Fusarium spp., este resultado puede estar asociado a la sensibilidad de la
técnica de cuantificacién o a que este tipo de sideréforos ha sido poco reportado en hongos.

La correlacién entre la cuantificacion de sideréforos tipo hidroxamato y la produccion de
sider6foros totales en el ensayo en placa no fue significativa, indicando que podria haber
mayor produccién de siderdéforos tipo carboxilato para los doce aislamientos de Fusarium spp.

La evaluacién del comportamiento de los doce aislamientos de Fusarium spp. en medio
extracto de malta suplementado con 20mg/L de hidroxiquinolina, permiti6 establecer el
porcentaje de inhibicion micelial, donde el total de los aislamientos evaluados superé el 50% de
inhibicion de crecimiento radial.

Se encontrd una relacion inversamente proporcional entre la produccion de sideroforos y el
crecimiento en medio hipoférrico, lo que podria explicar que los aislamientos de Fusarium spp.
usan estos metabolitos como mecanismo de captacién de hierro.

La produccion de sideréforos para los doce aislamientos en el ensayo en placa y para la
mayoria de estos en medio liquido, evidencié que no hay relacion entre la produccién de estas
moléculas y el origen del aislamiento o la especie. Igualmente no se obtuvo una relacion entre
la produccion de sideréforos en ambos ensayos y el desarrollo en condiciones limitantes de
hierro.
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8. ANEXOS

ANEXO 1. Preparacién de reactivos y curvas de calibracion para cuantificacion de
sideroforos

= CUANTIFICACION DE SIDEROFOROS TOTALES
Preparacion de reactivos:

Reactivo CAS liquido modificado (Schwyn & Neilands, 1987):

Componentes mL/L
1mM FeCls - 6H20 (10mM HCI) 15
Solucién acuosa CAS 2mM 7.5
CTAB 10mM (1,82mg/L) 6

Mezclar lentamente las soluciones de 6H20 y CTAB. Posteriormente, esta se agita y se agrega
lentamente a la solucién acuosa CAS. Mantener esta solucidén en oscuridad.

= Curvade calibracién de sider6foros totales

A partir de un stock de Deferroxamina mesilato de 10mg/mL se preparé un stock de
1mg/mL, con el cual se realiz6 la curva.

0,8 - y =-0,001x + 0,6987

R2 = 0,9807
0,7 -

0,6
0,5
0,4 -
0,3
0,2 -
0,1 -

0

Absorbancia 630 nm

0 200 400 600 800
Deferroxamina mesilato (ug/mL)

= Reaccién colorimétrica de la curva de sider6foros totales



ILAAARAS

Técnica para la cuantificacion de sider6foros totales (Schwyn & Neilands, 1987):
(Volumen final de reaccion: 1mL)

1. A0,5mL de la muestra, adicionar 0,5mL del reactivo CAS liquido modificado.

2. Homogenizar con vortex y mantener a temperatura ambiente durante 30 minutos.

3. Realizar lectura de absorbancia a 630nm en espectrofotometro GENESYSTM 10 UV
de barrido, Referencia: 335906.

El blanco de lectura, corresponde a la mezcla de FeClz—-6H20 (10mM HCI) y CTAB,
reemplazando el volumen de la solucién CAS (Chromo Azurol S) por agua destilada.

CUANTIFICACION SIDEROFOROS TIPO HIDROXAMATO

Preparacion de reactivos:

Reactivo Atkin (1970):

5mM Fe(ClOa4)s en 0,14M HCIO4 (Acido perclérico)

Curva de calibracién de sider6foros tipo hidroxamato
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« W = o
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Técnica modificada para la cuantificacién de sider6foros tipo hidroxamato (Atkin et

al., 1970):

(Volumen final de reaccion: 1ml)

1. A0,5mL de la muestra, se le adiciona a 0,5mL del reactivo de Atkin.

2. Homogenizar con Vortex y leer a una absorbancia de 480nm en espectrofotémetro
GENESYSTM 10 UV de barrido, Referencia: 335906.

El blanco de lectura, se realiza con 0,5mL del reactivo de Atkin y 0,5mL de agua destilada.

CUANTIFICACION DE SIDEROFOROS TIPO CATECOLATO

Preparacion de reactivos:

Reactivo catecolato (Arnow, 1937):

1. HCIO,5N

NaOH 1IN

3. Reactivo molibdato (Naz2MoOas -2H20)/nitrito (NaNO2) 10g de cada uno en 100mL de
agua destilada.

n

Curva de calibracién de sider6foros tipo catecolato

Se preparé una solucién patrén de catecol a una concentracion de 100ug/mL. A partir de
este stock se realizaron diluciones para la preparacion de las diferentes concentraciones
para la curva de calibracion.
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= Reaccion colorimétrica de la curva de sider6foros tipo catecolato

= Técnica para la cuantificacion de sidero6foros tipo catecolato (Arnow, 1937):
(Volumen final de reaccién: 2,5mL)

1. Aun0,5mL de la muestra se le agrega 0,5mL de HCI 0,5N

2. A la mezcla anterior, adicionar 0,5mL del reactivo de molibdato/nitrito (se debe

observar una coloracion amarilla intensa).

Afadir 0,5mL de NaOH (1N) (se observa un cambio de color a rojo cereza).

Se agrega 0,5mL de agua destilada.

5. Finalmente, tras homogenizar, se realiza la lectura a una longitud de onda de 515nm
en espectrofotometro GENESYSTM 10UV de barrido, Referencia: 335906

Hpw

El blanco de lectura es: 0,5mL de HCI 0,5N + 0,5mL del reactivo de molibdato/nitrito +
0,5mL de NaOH + 1mL de agua destilada



» Andlisis de varianza de la produccion semicuantitaiva de sider6foros en medio CAS-

Anexo 2. Andlisis de varianza - ANOVA

CAA placa por parte del Fusarium graminearum.

Datos de area bajo la curva:

ANOVA
ABCCAS F. graminearum
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos | 5229,662 6 871,610 103,710 ,000
Intra-grupos 235,320 28 8,404
Total 5464,981 34
ABCCAS F. graminearum
Subconjunto para alfa = 0.05
tmtoHQ N 1 2 3 4
Duncana,b 40 5 3,5000
50 5 3,5000
30 5 7,3460 7,3460
20 5 10,8180
10 4 25,3100
5 3 31,1533
0 8 32,3300
Sig. ,065 ,079 1,000 541

= Analisis de varianza de la produccién semicuantitaiva de sider6foros en medio CAS-

CAA placa por parte de los 12 aislamientos de Fusarium spp.

Datos de area bajo la curva:

ANOVA
ABCCAS
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos 50,777 11 4,616 8,477 ,000
Intra-grupos 24,505 45 ,545
Total 75,282 56




ABCCAS

Subconjunto

para alfa =
TMTO N 0.05

1 2 3 4 5
Duncana,b 409 5 6,2350

406 5 6,9400 6,9400
319 5 7,3900 7,3900
404 5 7,4600 7,4600
162 5 8,2450 8,2450
201 4 8,3375 8,3375
314 5 8,3625 8,3625
205 4 8,4063 8,4063
203 5 8,4150 8,4150
310 5 8,7900 8,7900
161 4 9,0906 9,0906
108 5 9,7875
Sig. ,150 ,315 ,070 ,135 ,055

= Analisis de varianza de la produccion cuantitaiva de sideréforos en medio Simon y
Tessman (1963)

Cuantificacién de sideréforos totales:

ANOVA
Totales
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 2226742,764 11 202431,160 223,740 ,000
Intra-grupos 82333,131 91 904,760
Total 2309075,895 102




Totales

Subconjunto para alfa = 0.05
Aislamiento N 1 2 3 4 5 6 7 8
Duncana,b 319 9 ,000
409 5 15,100
406 6 118,867
314 9 158,033
404 8 172,825
162 6 263,033
310 12 286,533 | 286,533
205 9 303,589 | 303,589
203 9 327,811
201 376,478
161 378,144
108 12 506,867
Sig. 317 1,000 327 121 ,258 ,110 912 1,000
Cuantificacion de siderdforos tipo hidroxamato:
ANOVA
Hidroxamatos
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos 71568,486 11 6506,226 34,510 ,000
Intra-grupos 21303,906 113 188,530
Total 92872,392 124
Hidroxamatos
Subconjunto para alfa = 0.05
Aislamiento N 1 2 3 4 5 6
Duncana,b 108 11 43,0818
409 9| 47,9000
404 9| 55,2889| 55,2889
314 12 66,4000 | 66,4000
319 9 67,6222 67,6222
161 12 72,8167 72,8167
162 10 73,2500 73,2500
406 11 84,1273
205 85,7333
310 103,8444
203 12 108,9833
201 12 122,5250
Sig. ,059 ,056 ,310 ,053 ,399 1,000




» Andlisis de varianza del area bajo la curva del crecimiento en diferentes
concentraciones de 8-hidroxiquinolina.
ANOVA
PICRHQ
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1721,423 11 156,493 15,568 ,000
Intra-grupos 482,504 48 10,052
Total 2203,926 59
Area bajo la curva F. gramineraum
Subconjunto para alfa = 0.05
tmtoHQ N 1 2 3 4
Duncana,b 40 5 3,5000
50 5 3,5000
30 5 7,3460 7,3460
20 5 10,8180
10 4 25,3100
5 3 31,1533
0 8 32,3300
Sig. ,065 ,079 1,000 ,541

= Analisis de varianza del porcentaje de inhibicién del crecimiento radial a 20mg/L de
hidroxiguinolina

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 5229,662 6 871,610 103,710 ,000
Intra-grupos 235,320 28 8,404
Total 5464,981 34




PICRHQ

TMTO

Subconjunto para alfa = 0.05

1
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4
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161
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Anexo 3. Ensayo semicuantitativo CAS placa + sales Simon y Tessman




Anexo 4. Medios de cultivo

= Medio CAS-CAA (Caballero et al. 2007): preparacion para 1L

COMPONENTE
Solucién 1: 900mL Solucién 2: 100mL

Glucosa 29t A) Solucién acuosa CAS (6,05g/L) 10 mL
Manitol 2g/L

NH,Cl L1glL B) CTAB (7,29g/L) 10 mL
KoHPO,.3H, 09g

MgSO,.7H,0 0,259 C) 1mM FeClI3.6H20 (10mM HCI) 10 mL
Agar 15g/L

Preparacion:

Solucion 1:

Aforar con agua destilada y disolver cada uno de los componentes, ajustar a pH a 6,8.

Solucion 2:

Mezclar lentamente las soluciones A y C; posteriormente, esta mezcla se agrega y se
agita paulatinamente a la solucién de CTAB y se afora en un bal6n de 100 mL.

Mantener esta solucién en oscuridad.

Mezclar la solucion 1y 2, autoclavar a 15lb de presion y 121°C. Finalmente, dejar

enfriar el medio hasta obtener temperatura aproximadamente de 45°C y servir en cajas

de petri.

= Medio extracto malta control.

= Medio extracto de malta suplementado con hidroxiquinolina (20mg/L)

COMPONENTES g/L
Glucosa 4
Extracto de levadura 10
Extracto de malta 4
Agar 15

COMPONENTES g/L
Glucosa 4
|
Extracto de malta 4
Agar 15

Hidroxiquinolina 0,02




Preparacion:

Aforar con agua destilada y disolver cada uno de los componentes, posteriormente se
adiciona la solucién de hidroxiquinolina (10mg/L) y se autoclava (15lb de presiéon y
121°C9). Finalmente, se deja enfriar el medio hasta obtener una temperatura
aproximadamente de 45°C y se sirve en cajas de petri.

= Medio PDA
COMPONENTES g/L
Extracto de papa 4
Glucosa 20
Agar-agar 15

= Medio Simon & Tessman modificado (Simon & Tessman, 1963)

Componentes g/L
Glucosa 2
Manitol 2
Cloruro de sodio (NaCl) 5,8
Cloruro de potasio (KCI) 3,7
Cloruro de calcio dihidratado (CaCl,.2H,0) 0,15
Tris-HCI 12,1
Cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl,.6H,0) 0,1
Cloruro de amonio (NH,CI) 1,1
Sulfato de sodio dibasico (Na,SO,) 0,142
Fosfato de potasio (KH,PO,) 0,272

Aforar con agua destilada y disolver cada uno de los componentes, ajustar a pH a 7,4.



= Medio Simon & Tessman modificado (Simon & Tessman, 1963) + Soluciéon 2 CAS-CAA:
Preparacién para 1L

Componentes

Solucién 3: 900mL g/L Solucién 2: 100 mL
Glucosa 2 A) Solucion acuosa CAS (6,05g/L) 10
Manitol 2
Cloruro de sodio (NaCl) 5,8
Cloruro de potasio (KCI) 3,7 B) CTAB (7,29¢g/L) 10
Cloruro de calcio dihidratado 0,1
(CacCl,.2H,0) 5
Tris-HCI 12,
Cloruro de magnesio hexahidratado 0,1 C) 1mM FeCI3.6H20 (10mM 10
(MgCl,.6H,0) HCI)
Cloruro de amonio (NH,CI) 1,1
Sulfato de sodio dibasico (Na,S0,) 0,1
Fosfato de potasio (KH,PO,) 0,2

Preparacion:

Solucién 1:
Aforar con agua destilada y disolver cada uno de los componentes, ajustar a pH a 7,4.

Solucién 2:

Mezclar lentamente las soluciones A y C; posteriormente, esta se agrega y se
agita paulatinamente a la solucion de CTAB y se afora en un balén de 100 mL. Mantener
esta solucién en oscuridad.

Mezclar la solucion 3 y 2, autoclavar a 15lb de presion y 121°C. Finalmente, dejar enfriar el
medio hasta obtener temperatura aproximadamente de 45°C y servir en cajas de petri.




