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Resumen

El cancro es una enfermedad que afecta a los citricos causando lesiones en hoja, tallo y fruto. La bacteria
causante de la enfermedad, Xanthomonas citri subesp. citri, afecta una gran variedad de citricos causando grandes
pérdidas econémicas. La bacteria puede propagarse por causas naturales como lluvias y vientos o en forma
artificial por la accién del hombre y la utilizacién de material infectado. El proceso de infeccion de Xanthomonas
citri subesp. citri es normalmente a través de los estomas o lesiones presentes en la planta y depende en parte de
su capacidad de sobrevivir en forma epifitica en la superficie vegetal. La capacidad de formar peliculas de biofilm
y comunicarse mediante sefiales de quérum sensing son dos formas de alcanzar esta sobrevida en el exterior de
la planta. Actualmente el método de control mas utilizado en campo son formulaciones quimica ricas en cobre,
lo cual resulta una amenaza para el medio ambiente ademas del riesgo de generar cepas resistentes. Este trabajo
tuvo como objetivos identificar moléculas organicas capaces de interferir en estos dos procesos bacterianos y
buscar una combinacién prometedora con cobre para ser utilizada como control eficiente de la enfermedad. A
su vez, se buscé evidenciar el papel de la formacién de biofilm y la sefializacién por quérum sensing utilizando
cepas deficientes en genes implicados en estos procesos.

En primer lugar, se buscaron moléculas organicas pequefias capaces de interferir en la formacién de biofilm y la
sefializacién por factores de quérum sensing e interferir asi en su capacidad de sobrevivir las adversidades del
ambiente previas al establecimiento de la infeccién. Para este primer objetivo se utilizaron donadores de 6xido
nitrico, D — aminoacidos, antibiéticos y DSF como candidatos a interferit con la formacién de biofilm e
inhibidores de la sintesis de 4acidos grasos como inhibidores de la sefializacion por quérum sensing. Para los
potenciales inhibidores de la formacién de biofilm, se observé un efecto de algunos de estos compuestos en
superficie abidtica en medio minimo y medio rico. Para los inhibidores de la sintesis de acidos grasos se probo
su capacidad inhibitoria mediante un ensayo de fenotipo. A su vez, se combinaron los compuestos capaces de
interferir con uno de estos procesos bacterianos con sulfato de cobre. Se probé la concentracién minima
inhibitoria de los compuestos en conjunto con sulfato de cobre y se seleccioné una combinacién patra ser
evaluada en fruto y en superficie bidtica. Se encontr6 que el aminodcido D — arginina en conjunto con sulfato de
cobre puede ser una combinacién prometedora para controlar la formacion de biofilm en Xanthomonas citri
subesp. citri e interferir as{ en la eficiencia de la infeccidn en citricos. Se identificé al inhibidor de la sintesis de
acidos grasos triclosan como capaz de interferir con la sefializacion por quérum sensing.

En segundo lugar, se utilizaron tres cepas deficientes en genes relevantes para la formacién de biofilm (rpfF,
gumD y 1fbC) y en particular de sefiales de quorum sensing (rpfF) para observar el efecto de estos dos procesos en
la infeccién en hoja y fruto. Se realizaron curvas de crecimiento en pomelo Duncan y naranjo Valenciano y se

monitored el desarrollo de sintomas en cada caso.
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Introduccion

Enfermedad del cancro en citricos

La enfermedad del cancro es una de las enfermedades mas dafiinas y temidas por los productores de citricos.
Esta enfermedad es ademas una de las mas distribuidas mundialmente, aunque su gravedad varfa con las
diferentes especies y variedades de citricos, asi como también con las condiciones climéticas del pafs donde se
cultiva (A.K. Das, 2003). Los paises que tienen la enfermedad del cancro tienen mayores costos de produccion,
ademas de que en ciertos casos algunos cultivares son tan susceptibles que no pueden ser cultivados y pierden la
posibilidad de comercializar en el mercado nacional e internacional por los embargos y cuarentenas exigidas
(Gottwald et al., 2001). Los frutos enfermos son la principal pérdida econémica, porque no pueden ser vendidos
como frutos frescos (A.K. Das, 2003; Gottwald et al., 2002; Pruvost et al., 2002). Como la enfermedad puede
ser diseminada a través de éstos, los paises donde la enfermedad no esta presente son particularmente estrictos

en el comercio de frutos con los paises donde existe la enfermedad (Schoulties et al., 1987).

Los sintomas que se pueden ver en las plantas son caracteristicos y se trata de lesiones necrdticas con cierto
relieve (A.K. Das, 2003; Gottwald et al., 2002). Estas lesiones se pueden observar en hojas, ramas y frutos. En
las hojas, se ven inicialmente como lesiones aceitosas circulares, de unos 2-10 mm de didmetro (normalmente
del mismo tamafio) (Figura 1). Comunmente las lesiones aparecen en primera instancia en la zona abaxial de la
hoja (A.K. Das, 2003; Casabuono et al., 2011) lo que refleja la entrada de la bacteria a través de los estomas
luego de la dispersién por lluvias. La bacteria responsable de esta enfermedad puede dispersarse por lluvias o la
accion humana llegando a nuevos tejidos. En la superficie de hojas y frutos esta permanece un tiempo como
epifitica donde debe sobrevivir adversidades ambientales. Posteriormente, al desarrollarse la enfermedad, pueden

romperse ambas supetficies de la epidermis por la hiperplasia causada por el patégeno (A.K. Das, 2003).
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Figura 1 A) Esquematizacion del ciclo de la enfermedad del cancro en citricos Fuente: Gottwald et al., 2002, B) Sintomas de cancro en

hojas y fruto de naranjo valenciano en campo, Florida, USA.
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Bacteria causal, Xanthomonas citri subesp. citri

Las Xanthomonas spp. (del griego xanthos=amarillo, monas=entidad) son un género de bacterias Gram
negativas, dentro de las y—proteobacterias y se caracterizan por su pigmentacién amarillenta. Dentro de este
género hay registradas hasta ahora veintisiete especies que causan enfermedades en aproximadamente
cuatrocientas plantas huéspedes (Ryan et al., 2011). Dentro de éste género, Xanthomonas citri subesp. citri (Xcc) es
una bacteria fitopatégena, agente causal del cancro en los citricos. La mayoria de los citricos comerciales son

susceptibles a la enfermedad (Gottwald et al., 2002).

Muchas bacterias fitopatégenas colonizan las hojas como epifiticas y luego se vuelven bacterias endéfiticas a
medida que transcurre el proceso de infecciéon (Gottwald et al., 2002; Ryan et al., 2011). Durante su vida como
epifiticas, adherirse a la superficie de hojas y frutos es muy importante para el progreso de la infeccién. . En esta
etapa, la formacién de peliculas de biofilm bacterianas es un proceso clave. La probabilidad de infeccién esta
directamente relacionada con la poblacién de bacterias epifiticas viviendo en la superficie de la planta (Rigano et
al., 2007a). Inicialmente la infeccion de las hojas se da principalmente por los estomas y heridas (A.K. Das, 2003;

Pruvost et al., 2002; Rigano et al., 2007a).

La comunicacién mediante factores de quorum sensing y la formacion de biofilm son dos procesos bacterianos
importantes para la sobrevida de Xcc en la supetficie de hojas y frutos y conseguir asf una infeccion exitosa. Se
cree que mediante la comunicacién célula a célula y la formacién de estructuras protectoras de biofilm, la
bacteria adquiere proteccién contra adversidades ambientales permitiendo su sobrevida y postetior

internalizacion en el tejido de la planta a través de los estomas (Dunger et al., 2007; Rigano et al., 2007a).

El genoma completo de Xcc y otras especies cercanas ha sido secuenciado (Moreira et al., 2010; da Silva et al.,
2002). Esto proporciona una gran herramienta molecular para el estudio de muchos procesos bacterianos a nivel

genético.
Control de la enfermedad del cancro

La enfermedad se ha eliminado de muchos paises a través de inspecciones en viveros, medidas cuarentenarias y

la quema de arboles infectados (Das, 2003).

Hoy en dia, el control de la enfermedad se basa principalmente en el empleo de practicas culturales y control
quimico (Zhang et al., 2010). También son importantes las medidas fitosanitarias ya que la infeccién se propaga
por la accién del hombre y la utilizacién de equipos infectados (Schoulties et al., 1987). Las formulaciones que se
aplican en las plantas se basan fundamentalmente en cobre. La efectividad de estos compuestos depende de la
susceptibilidad de la planta, de condiciones ambientales y de como esté integrado a otras practicas de control de
la enfermedad. Ademas, el uso de formulaciones de cobre en forma prolongada tiene efectos adversos en el
medio ambiente ya que puede acumularse en los suelos, contaminar cursos de agua y afectar la salud de la planta

(Zhang et al., 2010).
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Biofilm
Formacién y dispersion

La mayoria de las bacterias tienen la capacidad de vivir en agregados formando comunidades celulares llamadas
biofilms (Jw et al, 1978). El modo de vida dentro de estos agregados parece ser el preferido por los
microorganismos en ambientes naturales y en interacciones patogénicas (Boles et al., 2004; Stoodley et al., 2002).
Los biofilms pueden ser definidos como conglomerados de células adheridas a una matriz compuesta de

polimeros como exopolisacaridos, lipidos, acidos nucleicos y proteinas, entre otros (Rigano et al., 2007a).

En los biofilms las bacterias cambian algunas caracteristicas fisiologicas con respecto a la forma de vida libre,

por ejemplo pueden cambiar su taza de crecimiento y su diversidad genética (Boles et al., 2004).

En ambientes marinos, las bacterias asociadas a una pelicula de biofilm adquieren protecciéon contra compuestos
quimicos potencialmente téxicos, bacteribfagos y amebas patogenas. En sistemas patogénicos, dentro del cuerpo
humano por ejemplo, las bacterias patdogenas se encuentran mas protegidas de la respuesta inmune del
hospedero (como anticuerpos y fagocitos) y de posibles tratamientos con antibiéticos (Donlan and Costerton,
2002). Se han reportando células bacterianas asociadas a biofilms aproximadamente mil veces mas resistentes a
tratamientos con antibiéticos comparado con las células en vida libre (Brooun et al, 2000). EI ciclo de
formacién de las peliculas de biofilm comprendetia cinco etapas: 1) la adhesién inicial de células libres a una
superficie dada, 2) la produccién de exopolisacaridos con caracteristicas adherentes generando una union
“irreversible” a la superficie, 3) el desarrollo inicial de la estructura de biofilm con sus microcolonias, 4) la
formacién de una estructura madura y finalmente, 5) la dispersién del biofilm liberando células libres capaces de

colonizar nuevos nichos (Figura 2)(Stoodley et al., 2002).

Biofilm Development

P
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Figura 2 Representacion esquematica de las cinco etapas en el ciclo de formacion de biofilms (1-5). Imagenes obtenidas con microscopia

confocal de un biofilm de P. aersginosa (a-e¢), fuente: Stoodley et al., 2002.

En bacterias Gram negativas, como Xcc, el segundo mensajero GMP diciclico (c-di-GMP) es un importante

factor responsable de disparar la produccion de exopolisacaridos y compuestos extracelulares que desembocan
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en la formacién de biofilm. La sintesis de GMP diciclico ocurre gracias a la accién de enzimas llamadas
diguanilato ciclasas, las cuales son interesantes blancos para atacar la formacién de biofilms (Antoniani et al.,

2010).
Modelo de la formacion de Biofilm en Xcc y genes asociados

¢Qué genes estan implicados en la formacién de biofilm para Xcc? El genoma completo de Xcc y otras especies
relacionadas ya ha sido secuenciado. Dentro de los genes implicados en la formacion de biofilm se encuentran
gumD'y gumB, dentro de un cluster de formacién de exopolisacaridos que sintetizan xantano (Dunger et al., 2007;
Rigano et al., 2007a), ademas wxacO y r4fC implicados en la biosintesis de lipopolisaciridos (Li and Wang,
2011a).

En el modelo propuesto por Li (2011) luego de un estudio genémico utilizando mutagénesis, las bacterias
responden a estimulos intra y extracelulares como DSF o los niveles de nutrientes usando adhesinas (como
FhaB), y moviéndose hacia determinadas superficies. Inicialmente las células libres se adhieren a una superficie y
con suficiente oxigeno y nutrientes se activan genes involucrados en la sintesis, modificacién, procesamiento y
degradacion del ADN (como winD, mpdB y nrdF, entre otros). De esta manera las células comienzan a proliferar
y a generar diferentes adaptaciones. En segundo lugar, las células comienzan a activar genes involucrados en la
motilidad celular para la formacién de flagelos y pilis de tipo IV. En este punto las células crecen en capas y se
forman microcolonias de varias capas de células firmemente adheridas entre si donde algunas pueden
diferenciarse fenotipicamente. En las microcolonias el nivel de oxigeno es limitado, de esta manera se activan
genes involucrados en la secrecion de moléculas. Los sistemas de secrecién de tipo II permiten que se secrete
xantano y otros polimeros al exterior celular. Ademas, ADN extracelular y lipopolisacaridos son también

secretados al exterior celular lo que promueve el crecimiento vertical de la microcolonia (Li and Wang, 2011b).

Por ultimo, el biofilm maduro puede sufrir eventos de dispersion de células individuales o de fragmentos enteros
de la microcolonia. Este fendmeno de dispersiéon sucede por comunicacion célula a célula mediante factores de
quérum sensing como DSF (ver Quoérum sensing mas adelante) (Dow et al., 2003; He et al., 2006a), o por

fuerzas mecanicas y dafios fisicos.
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Figura 3 Modelo de la formacion de biofilm en Xcc y los genes implicados en cada etapa. Fuente: Li & Wang, 2011.

El segundo mensajero GMP diciclico es un compuesto que cumple un papel importante en la regulacién de la
formacion de biofilm, motlidad y sintesis de factores de virulencia en Xanthomonas campestris pv. campestris. Hasta
ahora se han encontrado tres dominios conservados que estan implicados en la sintesis y la degradacion de este
compuesto: el dominio GGDEF (actividad ciclasa), el dominio EAL y el dominio HD-GYP (estos dltimos con
actividad fosfodiesterasa). Estos dominios se encuentran ampliamente distribuidos en bacterias, incluyendo
varias especies fitopatégenas (Ryan et al., 20006). A altos niveles de GMP diciclico intracelulares se promueve la
formacién de biofilm, la tendencia a permanecer sésil y el crecimiento de colonias. A bajos niveles, este

mensajero promueve la sintesis de factores de virulencia y motilidad celular (Ryan et al., 2006).

dominio dominios dominio
GGDEF EAL y HD-GYP HD-GYP

2 GTP =y GMP diciclicO sy pGpG =y 2 GMP

Figura 4 Modelo de la sintesis y degradacion de GMP diciclico.

En Xanthomonas spp., la concentracion intracelular del segundo mensajero GMP diciclico estd relacionada con la
seflalizacion por quérum sensing mediante la molécula sefial DSF (del inglés, Diffusible Signal Factor) y la
activacion de rpfG que contiene actividad fosfodiesterasa por su dominio catalitico HD-GYP (ver Quorum

sensing mas adelante) (Dow et al., 2006; Ryan et al., 2000).
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Figura 5 Modelo de la regulacion intracelular disparada por DSF Fuente: Dow et al., 2006.

Moléculas organicas candidatas a inhibir la formacion de biofilm
Moléculas donadoras de 6xido nitrico

El ¢éxido nitrico (NO) es un radical libre con la propiedad molecular de ser al mismo tiempo hidrofébico y
soluble en agua. Al ser hidrofébico y molecularmente pequefio, NO tiene la particularidad de poder difundir

libremente a través de las membranas citoplasmaticas en los sistemas biolégicos.

En cultivos liquidos en laboratorio, NO puede ser agregado usando donadores de éxido nitrico. Se llama
donadores de 6xido nitrico a los compuestos quimicos que poseen la capacidad de disociarse espontineamente
en solucién acuosa y liberar asi NO. Los NONOatos son donadores de 6xido nitrico usados frecuentemente en
pruebas de laboratorio, su estequiometria de reaccién es de dos moles de NO liberados por mol de NONOato.
La tabla 1 muestra algunos donadores de 6xido nitrico frecuentemente utilizados para producit NO. Estos
compuestos difieren en su cinética de reaccién y vida media en solucion acuosa. Su efecto en inhibir la

formacién de biofilm serd probado en Xcc.

NO puede ser téoxico dentro de las células bacterianas a concentraciones en el rango de w y mM. En los
macrofagos, NO se produce como uno de los oxidantes para el sistema de defensa dentro de las especies
reactivas del oxigeno (ROS). Estos compuestos oxidantes son liberados como mecanismo de defensa no
especifico contra bacterias (Zumft, 1993). Se cree ademas que el efecto citotéxico de NO dentro de la células se
puede potenciar a su vez cuando se combina con superéxido (O, ) y forma peroxinitrito (ONOO)). El
peroxinitrito causa dafios severos dentro de la célula, puede oxidar grupos sulfhidrilo de las macromoléulas

celulares, por ejemplo de proteinas (Radi et al., 1991).

Sin embargo, a pesar de sus efectos dafiinos a altas concientraciones, NO también es conocido por tener un rol

como molécula sefial a bajas concentraciones (en el rango de nM). En los biofilms bacterianos, NO puede ser
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generado espontineamente como intermediario del metabolismo anaerobio bacteriano. En las microcolonias

dentro de las peliculas de biofilm de Pseudomnonas aeruginosa

Tabla 1 Candidatos a inhibir la formacion de biofilm en Xcc

Nombre Aplicacién
H

MAHMA NONOato " N

o 1 TH Donador de 6xido nitrico

N\
N~ O
NO Usado como donador de 6xido

Dietilamina NONOato hidrato PR

HsC™ "N "ONa - xH;0 liberar  cantidades

de sal sédica (D184)

nitrico, capaz de

HsC controladas de NO en solucién.
Compuesto con el grupo NONOato, incapaz
Sal disédica sulfo NONOato NaQ (I? de liberar NO en solucion. Usado como
Os .N—S-ONa ) ) o
(S8432) N 1 control negativo en investigaciones con
NONOatos.
o Puede generar NO espontaneamente en
1 . a4 g . 5 |
3,3-bis (aminoetil) -1-hidroxi-2 NchN/\/NHZ cantidades controladas.
|

oxo-1-triazeno (A5581)

oH L_NH,

Nitroprusiato de sodio
Nao[Fe(CN)sNO] * 2H>O  Donador de 6xido nitrico
dihidratado (71778)
HaC CHz O
S-nitro-N-acetil-DL- s OH Libera o6xido nitrico en solucién, puede
penicilamina (IN3398) NO HN\?O activar guanidil ciclasas.
CHg
Donador de o6xido nitrico, usado para
o
Complejo oxido nitrico- 4 on ho producir cantidades controladas de NO en
\N/ * XHy2

espermina hidratado (S150)

HZN\/\/N\/\/‘\N/\/\NH2
H

solucion.

Fluoruracilo

NH

N- ~O
H

Antibiético usado en el tratamiento del
cancer. Antagonista de Uracilo, capaz de
interferir en las vias de sefializacion de QS en
Reduce Ia

Pseudomonas  aeruginosa.
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formacion de biofilm en E. coli.

B

Capaz de inhibir la actividad diguanilato

Sulfatiazol S H_§\©\ ciclasa, importante para la sintesis de GMP
NH, diciclico.
B Molécula sefal difusible, actua en el quorum
Acido cis-11-metil-2-
CHs sensing. Activa la transcripcion de genes del
dodecanoico o

HaC)\CHg(CHg)SCch)J\ o

cluster rpf.
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se ha visto que las células pueden mantener un metabolismo anaerobio incluso en condiciones de aerobiosis

(Barraud et al., 20006).

Los trabajos de Barraud y colaboradores evidencian un vinculo entre los niveles de NO y las concentraciones
intracelulares de GMP dicicico en P. aeruginosa. En este microorganismo se observo que a bajas concentraciones
de 6xido nitrico se logré inducir la actividad fosfodiesterasa y de esa forma disminuir los niveles de GMP
diciclico promoviendo la dispersién de biofilms. Unos afios después, el mismo grupo encontré que el 6xido
nitrico también estd involucrado en la compleja regulacién del cambio de una forma de vida plancténica a

formando biofilms también a través de cambios en la concentracién de GMP diciclico.

El mecanismo molecular por el cual la concentraciéon de 6xido nitrico intracellular puede interferir con la
formacién de biofilm no es del todo claro. Hay evidencia de que el éxido nitrico puede cambiar la expresion
génica de P. aureginosa cambiando los niveles de GMP diciclico y por este motivo es posible considerar que el
mecanismo podria estar conservado en otras especies diferentes. Si bien el mecanismo que relaciona los niveles
de 6xido nitrico y los niveles de GMP diciclico no esta elucidado, se han encontrado proteinas en el genoma de
P. aureginosa que contienen dominios capaces de sensar el estado redox como PAS y H-NOX asociados a
dominios GGDEF y EAL. Estos dos ultimos estin normalmente asociados con la actividad diguanilato ciclasa
(DGC) y fosfodiasterasa que regulan la formacién y degradacion de GMP diciclico respectivamente (Barraud et
al., 2009). GGEDF y EAL son dos dominios que regulan la concentracién intracelular del segundo mensajero

c-di-GMP.
Antibioticos
Se ha encontrado que algunos antibiéticos, como los aminoglicésidos, son capaces de inducir la formacién de

biofilm (Hoffman et al., 2005). Otros, en cambio son capaces de inhibir este mismo fenémeno. Dos antibiéticos

con estas caracteristicas son sulfatiazol y fluoruracilo.

Sulfatiagol

S S

0]

N
l »Hﬁ?

NH,

Figura 6 Estructura quimica del antibiético sulfatiazol.

El antibidtico sulfatiazol ha sido reportado como inhibidor de la formacién de biofilm en Escherichia coli a
concentraciones subletales de 5.8 uM. EIl mecanismo por el cual esta inhibicién es posible es a través de la
inhibicién de las diguanilato ciclasas (DGC). Las DGC contienen dominios conservados GGDEF, importantes
en la catélisis y formacion del segundo mensajero GMP diciclico (Antoniani et al., 2010; Landini et al., 2010).
Las enzimas DGC son consideradas un interesante blanco para inhibir la formacién de biofilm (Antoniani et al.,

2010).
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La inhibicién de las DGC por la acciéon de sulfatiazol se supone que es indirecta, y no directamente por uniéon
del antibiodtico al sitio activo de la enzima. Sulfatiazol pertenece a la clase de antibiéticos sulfonados, que pueden
inhibir la sintesis de tetrahidrofolatos (THF) a través de la interaccién con dihidroptearoatos sintasas FolP

(Vedantam and Nichols, 1998).

Fluoruracilo
O O
HN | HN I
O)\}Ni O)\m
Uracil 5-Fluorouracil

Figura 7 Estructura quimica del antibiotico fluoruracilo y la base nitrogenada uracilo

Fluoruracilo (también conocido como 5-FU) es un andlogo de la base nitrogenada uracilo, y es usado
ampliamente en el tratamiento contra el cancer. Estructuralmente es muy similar a la base pirimidinica uracilo,
pero con la sustitucién por un fluor en el carbono cinco. Ueda y colaboradores mostraron como este antibiético
puede inhibir la formacién de biofilm en P. aeruginosa interfiriendo en tres caminos de sefializacion de quérum
sensing (Ueda et al., 2009). En este mismo trabajo, los autores dan evidencia molecular de que fluoruracilo tiene
un papel importante en el control de la comunicacién por quérum sensing en E. coli y Pseudomonas sp. Ademas se
ha mostrado que fluoruracilo puede inhibir la formacion de biofilm de E. ¢/ actuando a través de AriR (Attila
et al.,, 2009). AriR es un regulador con un importante rol en la resistencia a acidos controlando la formacién

celular y motilidad en E. /i (Lee et al., 2007).
D-aminoacidos

D-aminoicidos son metabolitos secundarios comunes en bacterias. Un estudio hecho en Bacillus subtilis,
Staphilococcus anrens 'y P. aernginosa muestra que ciertos D-aminoacidos pueden incrementar la dispersién de
biofilms. Dentro de estos compuestos se ha visto que D-metionina, D-leucina, D-triptéfano y D-tirosina son
efectivos impidiendo la formacién de biofilm en B. subtilis. También se ha comprobado en esta bacteria que sus
enantiémeros de conformacién L no tienen ningin efecto sobre los biofilms. Estos aminoacidos tienen un
efecto actuando en forma individual a concentraciones en el rango w-mili molar pero usandose en

combinaciones se ha visto incrementada su accién de forma significativa actuando a concentraciones del orden

de 10 nM (Hochbaum et al., 2011).

Los D-aminoacidos no inhiben el crecimiento bacteriano, ni tampoco interfieren con la expresién de genes
asociados a la formacién de biofilm en bacterias. El mecanismo por el cual estos compuestos pueden interferir
con los biofilms es provocando la dispersion de biofilms interfiriendo con la formacién de la pared celular. La
hipétesis con respecto a su accion es que algunos D-aminoacidos pueden reemplazar la D-alanina en las cadenas

de peptidoglicano haciendo que se desacoplen las fibras de su normal asociacién en la pared celular (Kolodkin-

Gal et al., 2010).
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Tabla 2 D-aminoacidos candidatos a inhibir la formacidn de biofilm en Xcc.

Nombre Férmula

D-arginina H H NH
HQNYNV\/QH/OH
NH (0]
D-lisina (0]
H N\/\/\)J\
2 -~ “OH
NH,
D-acido glutamico O (0]
NH,
D-glutamina 0 0
HZNWOH
NH,
D-valina CH; O
ch)\;/u\OH
NH,
D-treonina OH O
HSCVKOH
NH,

DSF, acido Cis — 11- metil-2-dodecanoico

La molécula DSF es un 4cido graso descubierto por primera vez en 1997, en los estudios de Barber y colabores

en Xanthomonas campestris patovar campestris (Barber et al., 1997).

CHj

Hsc*CHz(CHQnCHzC)kOH

)

Figura 8 Estructura quimica de DSF de Xanthomonas citri subsp. citri.
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En 2003, Dow y colaboradores encontraron un nuevo rol de esta molécula. Ademas de su papel en la
seflalizacion: encontraron que la molécula DSF podia inducir la dispersién de biofilm en cepas de Xanthomonas
¢itri susb. citri mutantes en el gen 7pfF (gen que codifica una posible enoil sintasa, responsable de la sintesis de
DSF endégeno) (Dow et al., 2003). El mecanismo por el cual esta molécula puede interferir en las peliculas de

biofilm no ha sido elucidado aun.

En 2004, Crossman y Dow descubrieron que Xcc puede crecer de forma diferencial en ausencia o presencia de
DSF. La cepa mutante deficiente en 7pfY, crece en ciertos medios liquidos formando agregado moleculares
mientras que la cepa salvaje crece en forma normal dispersa. El fenotipo en forma de agregados de la cepa

mutante puede revertirse agregando DSF en forma exdégena y el cultivo recupera el fenotipo normal (Crossman

and Dow, 2004).

Figura 9 Xcc muestra diferente fenotipo en ausencia o presencia de DSF. Fuente: Crossman & Dow 2004

Quorum Sensing en Xanthomonas spp.

DSF para eludir la inmunidad innata de la planta

La sefializacién por quérum sensing es un mecanimo complejo que permite a las bacterias sensar la densidad de
poblacién y cambiar su comportamiento en forma coordinada. Este fendmeno fue descubierto por primera vez
en 1979 in un estudio realizado en 17brio fischeri donde se observé que la bacteria era capaz de controlar la
produccién de bioluminiscencia en respuesta a la densidad de poblacién (Nealson and Hastings, 1979). Muchas
bacterias pueden producir compuestos que difunden por la membrana al ambiente extracelular donde pueden
acumularse. Luego de acumularse suficientemente como para traspasar un cierto umbral de concentracién del
compuesto, este es reconocido por la bacteria y como consecuencia se producen cambios en la expresion génica

terminando en cambios en el comportamiento.

DSF es un acido graso insaturado, y es la molécula sefial utilizada para la sefializacién de quérum sensing en
Xanthomonas spp.. Ultimamente también se ha asociado esta molécula con la sefializacién de otras especies

bacterianas como Burkholderia cenocepacia y P. aernginosa (Boon et al., 2007; Davies and Marques, 2009; Deng et al.,

2010).

En Xanthomonas spp., la produccion y percepcion de DSF estd regulada por genes que se encuentran en el

operon rpf (del inglés, regulation of pathogenicity factors). Este operon contiene tres genes en particular que
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son fundamentales para su produccién y sensado: 1) El gen 7/ que codifica una supuesta enoil-CoA hidratasa
involucrada directamente en la catélisis de DSF; 2) el gen 7pfC'y 3) npfG que codifican una proteina sensora y un
regulador respectivamente. En Xanthomonas spp. mpfC'y mpfG forman en conjunto un sistema de dos componentes
que permite sensar el DSF y acoplarlo a cambios en la expresion génica bacteriana como respuesta (Ryan and
Dow, 2011). El regulador rpfG tiene un dominio catalitico HD-GYP con actividad fosfodiasterasa, capaz de
disminuir las concentraciones de GMP diciclico intracelulares con consecuencias en la expresion génica. A bajas
concentraciones de este segundo mensajero se produce un aumento en la sintesis de enzimas extracelulares y de
la motilidad. Ademas de la producciéon de DSF, el operén rpf controla también la produccién de factores de

vitulencia y de enzimas extracelulares como proteasas, endomanasas y el polisacarido xantano (Ryan et al., 2000).

Recientemente, el grupo de Dow ha descubierto otro regulador intracelular denominado 7p/3 que es capaz de
sensar DSF cambiando la expresion génica de otro conjunto de genes diferente a los que controla 7pfG (An et al.,
2014). Algo interesante es que este nuevo regulador 7pf3 contiene un dominio conservado PAS, capaz de sensar

el estado redox.

w
DSF
¢ ® W
w ﬁ ",
I | N\ Cytoplasmic
! A Membrane
i f w
Ve o
r‘ j P RpfS
2 RpfG
XC_1766 (ra alc Genes for XC_0107 (hypothetical protein)
XC_2156 (alpha a5€)  extracellular enzymes:
XC 2159 engXCA Genes involved in type IV
XC_3766 (0x manA secretion and chemotaxis
XC_4322 (hyg al g preA

Figura 10 Modelo de las diferentes formas de sensado de DSF en Xanthomonas Fuente: An et al., 2014.

Se ha visto que muchos procesos bacterianos importantes son regulados por la familia de moléculas DSF. Entre
estos procesos se encuentran la formacién de biofilm, la tolerancia a antibidticos y la produccién de factores de
virulencia (Deng et al., 2010). Se ha descubierto que la produccién de moléculas de la familia de DSF no estd
restringida solo a las bacterias sino que se ha visto también que es posible la comunicacién entre dominios (Dow

etal,, 2003).

Inhibidores de la sintesis de acidos grasos

Debido a la naturaleza lipidica de la molécula DSF, y su composicién con un enlace insaturado, una posible
manera de inhibir su sintesis es mediante la inhibicién de la sintesis de acidos grasos. Aunque no se han probado
directamente en Xanthomonas spp., algunos inhibidores de acidos grasos presentan una estrategia interesante para
interferir en la comunicacién bacteriana. Compuestos como triclosan e isoniazida son regularmente utilizados
como agentes antimicrobianos debido a su capacidad de retardar el crecimiento bacteriano (Campbell and

Cronan, 2001a). La cerulenina también ha sido utilizada como un potente compuesto antimicrobiano. Estos tres
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compuestos deben su actividad antimicrobiana a su capacidad de interferir en la biosintesis de acidos grasos en

bacterias.
Isoniazida
o N
“NH5
AN
| ~

N

Figura 6 Estructura quimica de la isoniazida

La isoniazida es un compuesto capaz de inhibir la actividad catalitica de las enoil reductasas. Esta molécula es
ampliamente utilizada en especial contra micobacterias, en particular en el tratamiento contra la tuberculosis.
Una caracteristica del grupo de las micobacterias es poseer una larga cadena de acidos micélicos anclados en la
pared celular. La isoniazida es un potente inhibidor de la biosintesis de dcidos micélicos (Campbell and Cronan,

2001a).

Triclosan

Cl Cl

@)
Cl OH

Figura 7 Estructura quimica del triclosan

El compuesto triclosan es un potente inhibidor de la biosintesis de acidos grasos y debe su actividad inhibitoria a
su capacidad de interactuar con la enzima enoil-ACP reductasa. La estructura molecular de triclosin es la de un
bifenil-eter con tres sustituciones de cloruros. Su blanco intracelular es analogo al de isoniazida, se cree que
dentro de la célula interacciona con enoil-ACP reductasa ocupando un pequefio hueco hidrofébico de la enzima

y provocando como consecuencia un cambio conformacional que impide su actividad catalitica.

Hoy en dia triclosin se encuentra presente en multiples productos de limpieza e higiene como agente
antimicrobiano activo. Algunos ejemplos son: pasta de dientes, jabén de manos, plasticos entre otros. Algunos
cientificos consideran que el sobreuso de este agente puede conducir pronto al desarrollo de cepas resistentes a

este inhibidor de la enoil reductasa bacteriana (Campbell and Cronan, 2001b).
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Cerulenina
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Figura 8 Estructura quimica de la cerulenina.

La cerulenina fue aislada por primera vez del hongo Cephalosporium caernlens (Omura, 1976). Este compuesto es
capaz de inhibir la enzima 3-quetoacil-ACP sintasa, una enzima importante en la biosintesis de dcidos grasos

tanto saturados como insaturados (Buttke and Ingram, 1978; Ulrich et al., 1983).

El mecanismo de accién por el cual la cerulenina puede inhibir la enzima 3-quetoacil-ACP sintasa de tipo I y 1I
es mediante la interaccién con un residuo de cisteina en el sitio activo de ésta (Kauppinen et al., 1988; Price et
al., 2001). Segun los trabajos de Price, la cerulenina es capaz de mimetizar la conformacién del estado de
transicioén de la reaccién y como consecuencia inhibe la actividad catalitica de la enzima (Price et al., 2001). Se
cree que su anillo epéxido ubicado en su cabeza hidrofilica es capaz de interactuar con la enzima y disminuir asi

la interaccion del sustrato con el sitio activo.

Tabla 3 Candidatos a inhibir quérum sensing.

Nombre Férmula Aplicacién
o Cerulenina, un antibiético y antifungico, es un inhibidor de la
Cerulenina OYQ\[(\/V\/\CHS biosintesis de 4cidos grasos.
NH, (0]
H e . . . .
) N\NH Antibiético usado para el tratamiento de micobacterias (muy
2
Isoniazida N importante para el tratamiento de tuberculosis). Inhibe la biosintesis
| — de 4dcido micélico actuando sobre enoil — ACP reductasa.
N
Cl Cl Agente antimicrobiano de amplio espectro. Actia inhibiendo la
Triclosan o enzima enoil — ACP reductasa, componente de la via de sintesis de
Cl OH acidos grasos de tipo 11 en bacterias.
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Antecedentes

Cada vez hay mas evidencias de la importancia de los procesos de quorum sensing y la formacién de biofilm en
Xanthomonas spp. para lograr una eficiente infeccién (Rigano et al., 2007a). La sobrevida sobre la supetficie de la

planta parece ser fundamental para permitir la entrada de la bacteria por los estomas o heridas en hojas y fruto.

En el laboratorio de Citrus Pathology and Bacteriology a cargo del profesor Nian Wang en el CREC (Citrus
Research and Education Center, Lake Alfred, Florida, Estados Unidos) de la UF (University of Florida), se han

estudiado los procesos de formacién de biofilm y quérum sensing de Xanthomonas campestri pv. citri 306.

En el contexto de comprender la importancia de la sefalizaciéon por quérum sensing dependiente de DSF, se
estudio el efecto de cepas mutantes en la produccién de DSF en el proceso de infeccién (Guo et al., 2012). Se
observé que esta molécula tiene un rol fundamental en el proceso de sefializacién y es importante ademas para

lograr una infeccion eficiente.

En un estudio previo realizado en este laboratorio, se identificaron 92 genes implicados en la formaciéon de
biofilm por esta cepa, entre ellos co/R, fhaB, fliC, galU, gumD y rbfC. Se observé también que muchos caminos de
sefializacién estan implicados en la formacién de biofilm, siendo uno de ellos la sefializaciéon por quérum

sensing mediada por DSF (Li and Wang, 2011a).

En el contexto de interferir con la formacién de biofilm y la sefializacién por quérum sensing se observo
también que ciertos compuestos quimicos pueden interferir con la formacién de biofilm y disminuir la densidad
de Xcc en planta (Li and Wang, 2013). En este trabajo se observa el efecto en la infeccién de Xcc mediante la

aplicacion foliar de inhibidores de la formacion de biofilm.
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Hipotesis

Es posible mejorar el control de la enfermedad del cancro en citricos interfiriendo con la capacidad de Xcc de

formar peliculas de biofilm y/o comunicarse por sefiales de quérum sensing en la supetficie de hojas y frutos.

A través de la utilizacién de pequefias moléculas organicas, es posible inhibir estos dos procesos bacterianos

comprometiendo la sobrevida epifitica de Xcc.

Las pequefias moléculas organicas inhibidoras pueden ser posteriormente aplicadas en campo en combinacién
con formulaciones basadas en cobre en menor concentracion a la usada actualmente, disminuyendo el dafio

ambiental y el riesgo de generacion de cepas resistentes.
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Objetivos

General

Identificar moléculas capaces de intetferir con la formacién de biofilm y/o sefializacién por factores de quérum

sensing en X. ¢#ri subesp. citri y evaluar el efecto que tienen estos dos procesos en la infeccion en citricos.

Especificos

1) Identificar moléculas organicas que puedan interferir con la formacion de biofilm en la bacteria Xcc.

2) Identificar moléculas organicas que puedan inhibir las sefiales de quérum sensing en Xcc.

3) Confirmar el rol que tienen la formacién de biofilm y las sefiales de quérum sensing durante la infeccién
de Xcc en plantas.

4) Evaluar el efecto de los inhibidores de la formacién de biofilm y/o sefializacién por quérum sensing
seleccionados en conjunto con formulaciones de cobre comerciales en la efectividad de la infeccion de

Xcc.

29



30



Estrategia

Con el fin lograr inhibir la sefializaciéon mediante quérum sensing y/o la formacién de biofilm de la bacteria
Xanthomonas citri subesp. citri se buscaran moléculas organicas capaces de interferir en estos procesos bacterianos.
Las moléculas candidatas para la bisqueda de inhibidores de quérum sensing seran moléculas inhibidoras de la
sintesis de acidos grasos, capaces de interferir con el metabolismo lipidico bacteriano e interferir asi con la
sintesis de DSF. Se probari el efecto de cerulenina, triclosan e isoniazida de cambiar el fenotipo de la bactetia
salvaje. Este ensayo de fenotipo supone que la bacteria crece formando agregados celulares en medio liquido
cuando no es capaz de producir DSF y crece de manera normal (sin agregados) cuando si puede producir este

compuesto (Dow et al., 2000).

Como posibles inhibidores de la formacién de biofilms se vera el efecto de donadores de 6xido nitrico, DSF,
D-aminoacidos y dos antibidticos (ver tabla 1 y 2 en Introduccién). Para todos los compuestos orginicos
utilizados en estos dos ensayos, se comprobara que la concentracién minima inhibitoria sea mayor a las

concentraciones empleadas.

Se vera el efecto de los inhibidores seleccionados en combinacién con formulaciones de cobre aplicados a la
superficie de frutos en la infeccion de Xcc en citricos. Se probara la concentracién minima inhibitoria de la
combinacién de compuestos asf como también la sobrevivencia de Xcc en la superficie de frutos luego del

tratamiento. Se monitoreara también cémo progresa la enfermedad en el tiempo.

Como ultimo paso se probara el rol que tienen los procesos de formacién de biofilm y sefializaciéon por quérum
sensing en la infeccién de Xcc en citricos. Para esto, se monitoreard el desarrollo de la enfermedad y se vera la

supervivencia en plantas de cepas mutantes en genes relevantes de estos dos procesos.

Ademas se utilizard microscopia confocal laser de barrido (CLSM) para observar las estructuras de los biofilms
formados sobre la superficie de frutos. Para esto se utilizaran bacterias fusionadas con GFP (cepa salvaje y
mutante en produccién de DSF, Xcc;Anpfl) v se vera el proceso de infeccién en la superficie de frutos de

naranjo Valenciano y pomelo Duncan.
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Figura 11 Diagrama de flujo del trabajo.
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Materiales y métodos

Microorganismos

Todos los microorganismos fueron almacenados a -80 ° C en glicerol 25% y repicados en placas de NA
(Nutrient Agar) pata ser utilizados (Tabla 3). En los casos que fue necesario, se complementé el medio NA con
rifampicina 50 ug/mL, y/o kanamicina 50 pg/mL.

Para aquellos ensayos que requieren inoculacion a partir de un caldo de cultivo, los microorganismos a inocular
fueron crecidos en NB (Nutrient Broth) a 28° C con agitacién a 200 rpm por siete horas. Los cultivos resultantes
fueron centrifugados a 4000 rpm por 20 minutos y resuspendidos en nuevo NB o agua bidestilada estéril hasta la

densidad 6ptica necesaria para el ensayo.

Tabla 3 Microorganismos utilizados en este trabajo

Cepa Nom'bre Comentario Referencia o fuente
abreviado
Cepa salvaje, agente causal del
Xanthomonas citri subsp. citri 306 Xce cancro en cltricos. Naturz.llr'n’ex'lte (Rybak et al., 2009)
resistente al antibiotico
rifampicina.
Cepa deficiente en el gen pfF,
i de sinteti DSF (sefial .
Xanthomonas citri subsp. citri 306 ArpfF’ Xce:AmpfF glecg);z ¢ sitetzar (sefia (Li and Wang, 2011a)
Cepa deficiente en el gen gumD,
ducciéon d .
Xanthomonas citri sabsp. citri 306 AgumD Xcc:AgumD menor produccion de xantano y (Li and Wang, 2011b)

otros polisacaridos.  Capacidad
reducida de formar biofilm.

Cepa deficiente en el gen #bC.
Xanthomonas citri subsp. citri 306 ArfoC Xcc:AnfbC Capacidad reducida de producir (Liand Wang, 2011a)
polisacaridos y formar biofilm.

Cepa salvaje conteniendo

plasmido con el gen GFP. (Guo etal, 2012)

Xanthomonas citri subsp citri 306 - GFP Wt — GFP

o . . . Cepa AmpfIF conteniendo plasmido
- : - G 1., 2012
Xanthomonas citri subsp citri 306 Arp/F-GFP  Xcc:Arp/I-GFP con ¢l gen GEP. (Guo et al, )

Compuestos quimicos

Como compuestos quimicos candidatos a inhibir los procesos de formaciéon de biofilm y quérum sensing se
utilizaron donadores de 6xido nitrico, antibiéticos y DSF en los solventes adecuados para cada caso (Tabla 4).
Todos los estos compuestos fueron almacenados en soluciones stock estériles a -20° C. Los seis D-aminoacidos
usados en este trabajo (D-lisina, D—arginina, D—glutamina, D—glutamato, D—valina y D—treonina) fueron
preparados en soluciones stock en agua bidestilada y almacenados estériles a temperatura ambiente. Los posibles
inhibidores de la sintesis de 4cidos grasos y candidatos a interferir en la produccién de DSF fueron preparados
en soluciones stock con los solventes adecuados (Tabla 5) y fueron almacenados a -20° C. Todas las soluciones

finales fueron preparadas en el momento del ensayo.
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Tabla 4 Donadores de 6xido nitrico y antibi6ticos usados en el ensayo de formacion de biofilm.

Concentracion final Solvente en soluciéon stock
MAHMA NONOato 100 uM Agua bidestilada
Sal dihidratada dietilamina 100 uM Agua bidestilada
NONOato de sodio (D184)
Sal disédica sulfo NONOato , 100 uM Agua bidestilada
(58432)
3,3-Bis (aminoetil)-1-hidroxi-2-oxo- 100 uM Agua bidestilada
1-triazeno (A5581)
Nitroprusiato dihidratado de sodio 100 uM Agua bidestilada
(71778)
S-Nitroso-N-acetil-DL- 100 uM DMSO
penicilamina (N3398)
Complejo esperamina - 6xido 100 uM Agua bidestilada
nitrico hidratado (S§150)
Fluoruracilo 100 uM, 50 uM y 25 uM Agua bidestilada
Sulfatiazol 100 uM NaOH (1 M)
Acido ¢is-11-metil-2-dodecanoico 100 uM DMSO — Agua bidestilada
(DSF)
D-aminoacidos 10 mM Agua bidestilada

Tabla 5 Compuestos candidatos a inhibir la sintesis de acidos grasos utilizados en el ensayo de fenotipo..

Nombre Concentracion final Solvente en solucion stock
Cerulenina 20 uM, 40 uM y 10 uM Acetona
Isoniazida 1,25 mM y 0,63 mM Agua didestilada
Triclosan 20 uM, 40 uM y 10 uM Acetona

Minima concentracion inhibitoria

Como indculo de Xcc se utilizé un cultivo liquido en NB crecido overnight (ver Microorganismos en Materiales

y métodos). A partir de este medio liquido se resuspendieron las células en medio de cultivo (NB) hasta una
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densidad 6ptica de 0,3 (5x10” ufc/mlL). El cultivo resultante fue alicuotado y diluido nuevamente, siendo la
densidad 6ptica final probada 0,03.

Cada compuesto fue ensayado a una concentracién inicial (listado en Tabla 4 y Tabla 5) y se realizaron nueve
subsecuentes diluciones seriadas 1:2. Cada placa fue incubada a 28°C y se midi6 la densidad éptica a 600 nm
luego de 24 y 48 horas.

Se realiz6 un control positivo de crecimiento sin el agregado de compuestos quimicos y un control negativo sin
cultivo bacteriano que se utilizé como blanco. Aquellas condiciones que no mostraron crecimiento comparadas
con el control negativo luego de 48 horas fueron definidas como la concentracién minima inhibitoria para la

cepa Xcc 306. Cada tratamiento fue realizado por cuatriplicado y el experimento se repitio tres veces.

Minima concentracion inhibitoria en combinacion con sulfato de cobre.

Se seleccionaron aquellos compuestos que mostraron actividad como inhibidores de la formacién de biofilm o
quérum sensing. Cada compuesto seleccionado como posible inhibidor fue combinado con sulfato de cobre en
diez concentraciones diferentes (100 ppm - 0.78 ppm). En total se probaron 14 condiciones elegidas en base a

los datos preliminares del ensayo de formacion de biofilm y fenotipo (Tabla 6).
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Tabla 6 Compuestos con actividad anti biofilm y anti quorum sensing seleccionados para combinatlos con sulfato de cobre

Compuestos seleccionados Concentracién
D-arginina 5 mM
D-arginina 10 mM

D—glutamina 10 mM
D—glutamato 10 mM
D—valina 10 mM
DSF 100 uM
D184 100 uM
$8432 100 uM
N3398 100 uM
S150 100 uM
A5581 100 uM
M1555 100 uM
Sulfatiazol 100 uM
Fluoruracilo 100 uM
Fluoruracilo 50 uM
Fluoruracilo 25 uM
Triclosan 40 uM
Triclosan 20 uM

Analisis de datos

Los catorce tratamientos fueron probados a diez concentraciones de sulfato de cobre diferentes, se tomé como
mejor tratamiento a aquella combinacién compuesto quimico mas sulfato de cobre que presentara mayor
inhibicién del crecimiento de Xcc. Para esto se tomaron los datos de la grafica de densidad éptica a 600 nm en
funcién de la concentracién de cobre y se calculd el area bajo la curva de cada tratamiento. Se seleccioné el
tratamiento con menor area bajo la cutva, y se eligié una concentracion arbitraria de 25 ppm de sulfato de cobre

(cuatro veces menor a la concentracion aplicada actualmente en campo).

Ensayo de fenotipo

Este ensayo se basa en la capacidad de Xcc de crecer en forma diferencial en medio liquido en presencia o
ausencia de DSF. En ausencia de DSF Xcc crece formando agregados celulares definidos, sin embatrgo en
condiciones normales crece en forma de dispersion. Para este ensayo se probaron tres compuestos inhibidores
de acidos grasos: cerulenina, isoniazida vy triclosan. Cerulenina y triclosan se probaron en tres concentraciones:
40 uM, 20 uM y 10 uM. Isoniazida se probé en dos concentraciones; 1,25 mM y 0,63 mM. Cada compuesto fue

colocado en los dos medios de cultivo en frascos Erlenmeyer de 125 mL con un volumen final de 12,5 mL y se
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dejaron crecer en agitador a 200 rpm por 24 hs. Como control del ensayo de fenotipo se incub6 la cepa salvaje
Xce 306 y la cepa mutante Xcc:Amfl, incapaz de sintetizar DSF como control positivo de formaciéon de

agregados. Se tomaron fotos luego de 24 horas de incubacién. Cada ensayo se realiz6 por triplicado.

Ensayo de formacion de biofilm en superficie abidtica

Placas de poliestireno

Xcc fue inoculado en caldo de cultivo NB y crecido 2 28 ° C y 200 rpm durante 24 horas. El cultivo resultante
fue centrifugado y resuspendido en NB + glucosa (2%) o XVM2 hasta una densidad éptica final de 0,3. La
suspension resultante fue utilizada como inéculo para cada pocillo siendo la densidad 6ptica bacteriana final del
ensayo 1:10 (0,03). Se probaron las siguientes condiciones: donadores de éxido nitirico (58432, M1555, D184,
A5581, 71778, S150) en una concentracion de 100 M, D-aminoacidos (D-lisina, D-arginina, D-glutamato , D-
valina, D-treonina, D-glutamina) en una concentracién de 10 mM, fluorouracilo en tres concentraciones 100, 50
y 25 uM, sulfatiazol y DSF en una concentracién de 100 pM. Ademas se agregd un control negativo
conteniendo solamente el medio de cultivo y un control positivo inoculado con Xcc. Para cada control y cada
tratamiento se realizaron ocho repeticiones y cada tratamiento en un volumen final de 150 pL por pocillo. Se
utilizaron placas de fondo plano de 96 pocillos de poliestiteno (Nunc-Immuno™ MicroWell™ 96 well solid
plates). Las placas fueron incubadas en condiciones estacionarias a 28° C durante 72 horas. Luego de tres dias el
contenido de cada pocillo fue removido con una pipeta y lavado con 200 pL. de agua bidestilada estéril con
cuidado de no remover las peliculas formadas contra las paredes. Las placas se dejaron secar durante la noche a
temperatura ambiente y fueron posteriormente tefiidas con 200 pL de cristal violeta (1%) durante 45 minutos. Se
removié el cristal violeta con pipeta y cada pocillo fue lavado dos veces con 250 PL de agua bidestilada estéril.
Las placas fueron invertidas y secadas a temperatura ambiente durante la noche. Se tomaron fotografias de las
placas y el biofilm fue medido cuantitativamente agregando 300 pL de etanol : acetona (80:20) y midiendo la

absorbancia a 595 nm usando un espectofotémetro Agilent 8453-UV-Visible.

Ensayo de formacion de biofilm en superficies bidticas

De las catorce condiciones que mostraron actividad como inhibidoras de la formacién de biofilm o quérum
sensing se eligié la que dio como resultado menor area bajo la curva (ver analisis de datos). Se selecciond
entonces sulfato de cobre 25 ppm en combinacién con D-arginina 5 mM y se probd la capacidad de inhibir la

formacién de biofilm en superficies de hoja y fruto.

En fruto
Se tomaron frutos inmaduros (de 2-3 cm de diametro) de Naranjo valenciano. De cada fruto se cortaron tres
discos de 0,6 cm de didmetro y se colocaron en placas de Petri. Se tomaron tres repeticiones y tres tiempos (0,

15 y 24 horas). Se probaron tres condiciones diferentes: inoculacién con Xcc como control positivo, Xcc con
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sulfato de cobre 100 ppm como control negativo y Xcc con sulfato de cobre 25 ppm y D-arginina 5 mM. Cada
disco fue inoculado con 10’ ufc/ml. (0,03 de densidad 6ptica) de Xcc en un volumen final de 20 pL
resuspendido en agua bidestilada estéril o la solucién de D-arginina con sulfato de cobre. Las placas se
incubaron a 28 °C y se retiraron para cada tiempo. Cada disco fue lavado cuidadosamente con agua didestilada

con pipeta para retirar las células no adheridas a la supetficie y secado en estufa a 60°C durante 20 minutos.
Luego se tifieron las células adheridas con cristal violeta (1%) durante 45 minutos y se lavaron con agua dos

veces. Se dejaron secar los discos a temperatura ambiente y se tomaron fotos.

En hoja

Se tomaron hojas jovenes de pomelo Duncan y naranjo Valenciano. Para este ensayo se probé el efecto de D-
arginina en combinacién con sulfato de cobre (25 ppm) para dos concentraciones de aminoacido diferentes: 5y
10 mM. Se inocul6 cada hoja con cuatro tratamientos: Xcc, Xcc con D—arginina 5 mM y cobre 25 ppm, Xcc con
D-arginina 10 mM y cobre 25 ppm y agua como control. En cada caso se inoculé una suspensién de Xce de
aproximadamente 10" ufc/mlL. en agua bidestilada estéril o las soluciones de D—arginina y sulfato de cobre en un
volumen final de 20 uL. Las hojas fueron incubadas a 28 °C y se observé la formacién de biofilm a las 15, 24 y
48 horas luego de inoculadas. Para observar la formacién de biofilm las cuatro zonas fueron lavadas
cuidadosamente con agua bidestilada estéril y secadas durante 20 minutos a 60 °C. Luego se tifieron con cristal
violeta al 1% durante 45 minutos y posteriormente se lavaron tres veces con agua. Se dejaron secar a
temperatura ambiente y se tomaron fotos. La formacion de biofilm fue evaluada visualmente a partir de la

tincidn violeta observada en cada caso.

Curva de crecimiento

Con el fin de evaluar la importancia de la formacién de biofilm y la sefalizaciéon por quérum sensing en el
proceso de infeccién se realizaron curvas de crecimiento en hoja y en fruto para cepas mutantes con capacidad
comprometida para estos procesos bacterianos. Se realizé la curva de crecimiento de Xcc:ArpflY incapaz de
generar DSF y hacer sefalizacién por quérum sensing y de dos cepas deficientes en la formacién de biofilm:
Xce:AnbC'y Xee AgumD. Para ambos ensayos se utilizaron dos plantas huéspedes: naranjo Valenciano y pomelo

Duncan.

En hoja

Se seleccionaron plantas jovenes en el mismo estado de crecimiento (aproximadamente 10 semanas) con por lo
menos tres hojas jovenes cada una. Se eligieron cinco tiempos: cero, cuatro, siete, catorce y veintiun dias post
inoculacién (dpi). Cada microorganismo fue suspendido en agua bidestilada estéril hasta una densidad 6ptica de
0,35 (aproximadamente 10x10° ufc/mlL) y fue inoculado con un spray sobre toda la planta y en particular en
ambos lados de la hoja. Para cada planta se utiliz6 un volumen aproximado de 15 mL de suspension bacteriana.
Las plantas fueron cubiertas con una bolsa plastica por 24 horas y mantenidas en el cuarto de plantas con
humedad no menor que 80% y temperatura aproximada de 28 - 35 °C. Luego de 24 horas se retir6 la bolsa
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plastica. Para cada tiempo de lectura se tomaron dos hojas de plantas diferentes por cepa y de cada hoja se
tomaron tres discos de 0,6 cm de didmetro. Estos discos fueron mezclados con 600 pL de agua bidestilada
estéril y triturados con homogeinizador. A partir de esta suspension inicial se realizaron diluciones seriadas y se
tomaron tres gotas de 10 pL para ser plaqueadas. Como la cepa Xcc 306 es naturalmente resistente a
rifampicina, este antibidtico se agregé a NA a una concentraciéon de 50 pg/ml. Las placas fueron incubadas a

28° C por dos dias y se contaron las colonias para cada dilucion.

En fruto

Los frutos de este trabajo fueron recogidos de plantaciones dentro del Citrus Research and Education Center
(CRECQ), Lake Alfred, Florida, Estados Unidos. Se eligieron frutos inmaduros de 2 a 3 cm de diametro. Los
frutos fueron lavados con agua corriente durante 10 minutos y luego sumergidos en etanol 70 % durante un
minuto, el etanol remanente fue enjuagado tres veces con agua bidestilada estéril. Para secarlos antes de la
inoculacién se dejaron en la camara de flujo laminar por dos horas. Para los ensayos en fruto se tomaron
cuatro tiempos: cero, cuatro, siete y once dias post inoculacion.

Se inoculé una suspension de cada microorganismo en agua bidestilada estéril en una densidad 6ptica final de
0,35 (aproximadamente 10x10” ufc/mL). Los frutos fueron agrupados de a veinte e inoculados con spray con
aproximadamente 5 mL de suspensién. Luego de la inoculacién se dejaron secar en la camara de flujo. Los
frutos inoculados fueron almacenados en cajas autoclavadas de 15 cm x 10 cm x 8 cm conteniendo 50 mL de
agar-agua estéril y se incubaron a 28° C.

Se tomaron dos frutos por cada tiempo y para cada fruto se cortaron tres discos de 0,6 cm de didmetro. Cada
disco fue triturado con homogeinizador y resuspendido en 600 pL de agua bidestilada estéril. A partir de esta
solucién se realizaron diluciones seriadas y se plaquearon tres gotas de 10 pL para cada dilucién en NA con
rifampicina 50 pg/mL, las placas fueron incubadas a 28° C por dos dias y se contaron las colonias para cada

dilucién.

Analisis de datos

Los datos obtenidos de las curva de crecimiento en hoja y fruto fueron calculados en unidades formadoras de
colonia por unidad de area. A partir de estos datos se realizé un promedio por cada tiempo y se calcul6 el error
estandar. Se realizé un test de T (MacExcel 2012) con un p valor de 0,05 y los datos que presentaron diferencias

significativas con respecto a la cepa salvaje fueron marcados con un asterisco.

Monitoreo del desarrollo de la enfermedad en fruto y en hoja

Se observé el efecto de la inoculacién de Xce, Xce AnbC, Xce ArpfF y Xee AgumD en hojas y fruto de naranjo
Valenciano y pomelo Duncan. En ambos casos se inoculé mediante spray una suspension bacteriana en agua
bidestilada de 0,35 de densidad 6ptica (10 x 10’ cfu/mlL) (ver Curva de crecimiento).

En fruto
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Se monitoreo el desarrollo de la enfermedad hasta el dia once post inoculacion. Se fotografiaron los mismos

frutos a los seis, nueve y once dias post inoculacion.

En hoja

Se monitored el desarrollo de sintomas y se tomatron fotografias a los catorce y veintitn dfas post inoculacion.

Microscopia confocal laser de barrido

Se realiz6 microscopia confocal sobre muestras de fruto. Para este ensayo se utilizaron dos cepas fusionadas con
GFP: Xcc - GFP y Xca:Ampfl - GFP (deficiente en la produccién de DSF). Se utilizé el Microscopio confocal
laser de barrido (CLSM) modelo Leica TCS SL; Leica Microsystems GmbH, del Citrus Research and Education
Center (CREC). Se colectaron frutos inmaduros de 2 a 3 cm de didmetro de naranjo Valenciano y pomelo
Duncan y fueron lavados como se describe en Curva de crecimiento. Luego de secados en camara de flujo, los
frutos fueron inoculados en dos zonas diferentes con 20 pL de suspension bacteriana (con una densidad 6ptica
total de 0,35) y fueron guardados en cajas autoclavadas de 15 cm x 10 cm x 8 cm conteniendo 50 mL de agar-
agua estéril. Para este ensayo se escogieron los tiempos uno, cuatro, cinco y ocho dias post inoculacién para
hacer las observaciones y se tomaron dos frutos por dfa en los cuales se corté la superficie inoculada obteniendo
no menos de diez preparados por fruto. Con el fin de evaluar la presencia de bacterias en el interior del fruto a
los cuatro, cinco y ocho dias post inoculacion se realizaron preparados adicionales de cortes transversales a los
discos obtenidos de la superficie de fruto. Los preparados fueron visualizados por el microscopio confocal laser

de barrido y las imagenes tomadas fueron posteriormente analizadas.
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Resultados

Busqueda de candidatos para la inhibicién de quorum sensing y formacion

de biofilm

Minima concentracion inhibitoria

Se probd la minima concentracién inhibitoria de los compuestos quimicos candidatos a inhibir la formacién de
biofilm y/o la sefializacién por factores de quérum sensing. El objetivo fue encontrar una concentracion subletal
capaz de generar un efecto sobre alguno de estos procesos microbianos. La importancia de trabajar a
concentraciones subletales radica en que de otra manera se generarfa una alta presién selectiva sobre la
poblacién bacteriana lo que favoreceria la generacion de cepas resistentes a estos compuestos (en muchos casos

antimicrobianos).

Para los donadores de ¢xido nitrico, los antibidticos y DSF se probé la toxicidad sobre Xcc hasta una
concentraciéon de 100 wM, para los inhibidores de la sintesis de acidos grasos hasta 2,5 mM y para los D-

aminoacidos 20 mM.

Algunos de los compuestos quimicos utilizados (ver Tabla 4 y Tabla 5 en Materiales y métodos) son insolubles
en agua, por lo que se utilizé acetona o DMSO como solvente para preparar la solucién stock. Para observar el
posible efecto de la acetona en la lectura se realizé un blanco con acetona y otro con agua bidestilada y medio de
cultivo solamente. No se obtuvieron diferencias significativas en la lectura entre los diferentes blancos debido a
la baja concentracién final. En el grafico se presentan solo los valores obtenidos con el blanco con el agregado

de agua.

Se tomé como definicion de minima concentracién inhibitoria (MIC, del inglés, minimun inhibitory
concentration), aquella concentraciéon de compuesto que resulta en la inhibicion total del crecimiento bacteriano

de Xcc en cultivo liquido estacionario luego de 48 hs.
Donadores de 6xido nitrico

Para ninguno de los compuestos evaluados no se observé efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Xce. En

algunos casos, como 71778 y N3398 se ve incluso un pequefio aumento en la biomasa a altas concentraciones
de compuesto quimico. A partir de estos resultados se seleccioné la mayor concentracion (100 uM) para evaluar

efectos sobre la formacion de biofilm (Figura 12).
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Figura 12 Minima concentracién inhibitoria, donadores de 6xido nitrico.

Antibioéticos, DSF e inhibidores de la sintesis de acidos grasos

Para el antibiético sulfatiazol, no hubo mayor efecto en el crecimiento a las concentraciones probadas (de 100 -
~0,1 uM). En el caso de fluoruracilo, se ve un patrén de inhibicién a mayores concentraciones de antibiético.
Sin embargo, incluso para la mayor concentracién de fluoruracilo (100 uM) no hay inhibicién total del
crecimiento (Figura 13). A partir de estos resultados se seleccioné la concentracién 100 uM para probar el efecto
en la formacién de biofilm para ambos antibidticos. Ademas, fluoruracilo fue también probado a dos
concentraciones menores (50 y 25 uM).

La molécula sefial de quérum sensing DSF no mostré efecto alguno sobre el crecimiento a concentraciones en
el rango de 100 a ~0,1 uM (Figura 13). Para este compuesto también se seleccioné la mayor concentracién
probada para evaluar el efecto sombre la formacién de biofilm (100 uM).

Los inhibidores de acidos grasos tuvieron efectos inhibitorios mas claros sobre el crecimiento bacteriano. Se
logré determinar que la MIC para cerulenina es una concentracién mayor a 0,16 mM y para triclosan mayor a 40
uM. Isoniazida no mostrd efecto sobre el crecimiento por lo que se seleccioné la mayor concentraciéon probada

(2,5 mM) para ensayos posteriores (Figura 13).
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Inhibidores de la sintesis de acidos grasos
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Figura 13 Minima concentracion inhibitoria de inhibidores de la sintesis de acidos grasos, antibiéticos y DSF.

D - aminoacidos

Se probo el efecto inhibitorio del crecimiento de Xcc de seis D-aminodcidos (D-lisina, D-arginina, D-glutamina,

D-glutamato, D-valina, y D-treonina). La MIC para D-lisina, D-arginina y D-glutamato se determiné como

mayor a 10 mM. Para D-glutamina, D-valina y D-treonina el efecto toxico en Xcc es menos severo y la MIC

tiene un valor mayor a 20 mM (Figura 14). La mayor concentracién determinada fue utilizada para evaluar el

efecto sobre la formacién de biofilm.

D - aminoacidos

D-Lyvs DArg D-Glu D-Glu  D-Val D-Thr CK+ CK-
Ac.

Figura 14 Minima concentracion inhibitoria, D-aminoacidos
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Ensayo de formacion de biofilm en superficie abiotica

Donadores de 6xido nitrico

Se comprob6 el efecto de los compuestos donadores de 6xido nitrico sobre la formacién de biofilm de Xcc en
superficie abidtica (placas de poliestrieno, fondo liso, 96 pocillos) creciendo en medio rico (NB complementado
con glucosa 2%) y medio minimo (XVM2). Para todos los compuestos en ambos medios de cultivo se ve un
decrecimiento significativo (test de t MacExcel 2012, con un p valor menor o igual a 0,05) de la absorbancia a

595 nm luego de la tincién con cristal violeta (Figura 15).

XVM2 NB + glucosa 2%

D.O. 5390 nm
D.O. 590 nm

Figura 15 Efecto de los donadores de 6xido nitrico en la formacién de biofilm. Las barras de error muestran el desvio estandar y los

asteriscos las diferencias significativas con el control (test de t, p menor o igual a 0,05).

Antibioéticos y DSF

Sulfatiazol (§9876), DSF y fluoruracilo (F100) fueron probados a una concentracién 100 uM. A su vez, el

antibiotico fluoruracilo fue empleado también a 50 y 25 uM (F50 y F25 respectivamente). Para todos los casos
hubo diferencias significativas en ambos medio de cultivo comparado con el control positivo sin agregado de

compuestos. La unica excepcion es sulfatiazol en medio minimo XVM2, donde no hay diferencias significativas

(Figura 16).
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Figura 16 Efecto de antibioticos y DSF en la formacion de biofilm. Las barras de error muestran el desvio estandar y los asteriscos las

diferencias significativas con el control (test de t, p menor o igual a 0,05).

D-aminoacidos

En ambos medio de cultivo se observo un efecto significativo para cinco de los seis aminoacidos utilizados (D-treonina es el tinico
treonina es el inico aminoacido que no muestra un efecto significativo). Se observé también que D-arginina es el aminoacido que

el aminoacido que muestra mayor efecto sobre la formacion de biofilm en las condiciones probadas (Figura 17).
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Figura 17 Efecto de D-aminoacidos en la formacién de biofilm. Las barras de error muestran el desvio estandar y los asteriscos las

diferencias significativas con el control (test de t, p menor o igual a 0,05).

Ensayo de fenotipo

El ensayo de fenotipo se basa en el hecho de que Xcc muestra diferente fenotipo cuando puede producir la
molécula sefial DSF y comparado a cuando no puede producir DSF. Esta observacién proviene de los
experimentos realizados por Dow y colaboradores en 2003, donde observaron este fenotipo en mutantes
deficientes en el gen 7fF, el cual codifica una proteina con similitud a una enoil sintasa, y ha sido reportado
como necesario para la sintesis de DSF (Dow et al., 2003). El ensayo fue realizado en medio minimo ya que el
efecto se puede observar mejor. En medio liquido y creciendo en condiciones de agitacién Xcc A/, la cepa
deficiente en sintetizar DSF, crece formando agregados celulares (Figura 18, A), estos se ven dispersos en el

medio de cultivo, en contraste con la turbidez homogénea de la cepa salvaje.
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m Cerulenina 10 g M || Wt Isoniazida 0.63 mM Wi Triclosan 40 g M

Figura 18 Prueba de inhibidores de sefializacién por quérum sensing en ensayo de fenotipo. A) Fenotipo de la cepa salvaje (creciendo en
forma dispersa) y la cepa Xcc:ArpfF (creciendo formando agregados) en medio XVM2 liquido y B) Efecto de los tres inhibidores de

acidos grasos en el fenotipo de Xcc.

En este ensayo se observé que el inhibidor de dcidos grasos triclosdn a una concentracién de 40 y 20 uM tiene la
capacidad de cambiar el fenotipo de Xcc salvaje en medio XVM2 mostrando pequefios agregados celulares

(Figura 18). Los resultados obtenidos en el cambio de fenotipo se resumen en la Tabla 7.

Tabla 7 Ensayo de fenotipo.

Ensayo Crecimiento Agregados
celulares
Xcc salvaje ++ -
Xce: A rpfF ++ -
Cerulenina 0.039mM ek -
Cerulenina 0.020mM + -
Cerulenina 0.010mM ++ -
Isoniazida 1.25 mM ++ =
Isoniazida 0.63 mM ++ -
Triclosan 0.040 mM +
Triclosan 0.020 mM +
Triclosin 0.010 mM ++ -

Crecimiento: ++4 normal, + inhibicion parcial
Agregados: + formacion de agregados, - ningtin agregado

Minima concentracion inhibitoria en combinacion con sulfato de cobre

Se determiné la MIC de catorce tratamientos con el objetivo de determinar una combinacién compuesto
inhibitorio-sulfato de cobre o6ptima para disminuir la eficiencia de infeccién de Xcc a concentraciones
subinhibitorias. Para determinar la MIC se probé el efecto en el crecimiento de Xcc de catorce tratamientos

distintos en conjunto con sulfato de cobre (en concentraciones de 100 — 0,8 ppm). Las catorce condiciones se
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resumen en la Tabla 6 en Materiales y métodos. Para cada combinaciéon se comprobé el efecto inhibitorio en

comparaciéon con el agregado de sulfato de cobre solo.
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D - aminoacidos con sulfato de cobre

DO, 600 nm

Sulfato de cobre (ppen)

Figura 19 MIC de inhibidores en combinaciéon con diferentes concentraciones de cobre. A) Antibiéticos, B) DSF y donadores de 6xido
nitrico y C) D-aminoacidos.

Se selecciono aquella combinacion que produjera mayor efecto sobre el crecimiento de Xcc a partir del valor del
area bajo la curva para cada grafico. Se seleccion6 D—Arginina 10 mM (identificada en celeste en la Figura 19, C)
como el tratamiento a probar en los subsiguientes ensayos en planta. Arbitrariamente se seleccioné la
concentracién 25 ppm de sulfato de cobre para los siguientes ensayos, esta concentracion es cuatro veces menor

a la concentracién utilizada en campo como control de la enfermedad.
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Tabla 8 Eficiencia en la inhibicion de crecimiento de Xcc.

Area bajo la curva

Cob ( 1 W aM
Col 1ICIOsa ' uM
Cob luorurac 5 uM
Cob luoruracale fuM
Co tluot ke 0 uM
Cob ulfatiazol 100 uM
Cobr hY | 110 uM
Coh A\5581 10 uM
Cobre SIS0 100 oM
Cobre + N3398 100 uM
Caobr SS432 100 uM
Cob DIS4 100 uM
Cobre + DSI W uM

Co + D-Val 10 mM
Cobre + D-GluAc 10 mM
( 1 D-Gl 'mM
Cob D-A M

1. Efecto de D—arginina y sulfato de cobre en el desarrollo de infeccion

Monitoreo del desarrollo de la enfermedad en fruto

Se probo el efecto del agregado de sulfato de cobre 25 ppm con el aminoicido D-arginina 10 mM en la
infeccién en fruto (naranjo valenciano). Se monitorearon los sintomas hasta los diez dias post inoculacién. En
el tratamiento correspondiente a Xcc inoculado con 100 ppm de sulfato de cobre no se recuperaron colonias en
ninguno de los recuentos realizados. Para Xcc inoculado con sulfato de cobre 25 ppm y D-arginina 10 mM
algunas colonias se lograron recuperar a los tres dias luego de la inoculacién pero no se recuperaron colonias en
los dias subsiguientes. Sin embargo, la inoculacién de Xcc sola en fruto de naranjo valenciano muestra una curva
de crecimiento similar a lo esperado (Figura 20, B). A pesar del lavado con etanol y la inoculacién en cajas
estériles, todos los frutos mostraron infeccién secundaria luego de ocho difas por lo que los resultados en los

sintomas pueden no ser representativos de la infeccion por Xcc (Figura 20, A).
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Figura 20 Efecto de D - arginina y sulfato de cobre en la infecciéon de Xcc en fruto. A) Monitoreo del desarrollo de sintomas, B) Curva de

crecimiento

Ensayo de formacion de biofilm en superficies bi6ticas (hoja y fruto)

Se comprobé el efecto de la combinaciéon de sulfato de cobre 25 ppm con D-arginina 10 mM sobre la
formacién de biofilm de Xcc en hoja y fruto. En fruto se observé el efecto de los tratamientos a las doce y
veinticuatro horas, obteniéndose resultados similares. Para el control positivo de Xcc sin tratamiento, un halo
violeta bien definido se puede ver luego de la inoculacién con una gota. Sin embargo, en el tratamiento con
sulfato de cobre y D-arginina se observa una tincién violeta mas homogénea donde estaba inicialmente la gota.

El control con agua no muestra coloracién violeta (Figura 21).

En el ensayo en hoja se probé el efecto de la combinacién de sulfato de cobre y D-arginina en hoja de pomelo
Duncan y naranjo Valenciano para dos concentraciones de D-arginina diferentes (5 y 10 mM). Se determiné la
formacion de biofilm a a las quince, veinticuatro y cuarenta y ocho horas obteniéndose resultados similares. En
los tres casos se observé menor tincién violeta en el tratamiento con D-arginina 10 mM con respecto a 5 mM,
mostrando que el efecto en la formacién de biofilm depende de la concentracion. El control correspondiente a

Xcc inoculado sin tratamiento mostré en cada caso una menor supetficie violeta en hoja.
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Xce Xcc Cobre 100 ppm + Arg Control negativo
10 mM

Figura 21 Ensayo de formacién de biofilm en superficie bidtica (fruto).

Naranjo Valenciano Pomeclo Duncan

Figura 22 Ensayo de formacion de biofilm en superficie biética luego de 48 hs (hoja). A) Control con Xcc , B) Xcc en D—arg 5 mM, C)

control con agua y D) Xcc con D—arg 10 mM

2. Rol de la formaciéon de biofilm y la sefializaciéon por quérum sensing

en la infeccion de Xcc
Se estudié el efecto de la capacidad de formacién de biofilm sefializacién por quérum sensing de disminuir la
efectividad de infeccién en citricos de Xcc. Para este objetivo se seleccionaron cepas relevantes deficientes en

genes implicados en estos dos procesos bacterianos. Se utilizaron plantas de naranjo Valenciano (variedad mas

resistente) y pomelo Duncan (variedad mds susceptible) para ver los efectos en la infeccion de Xcc.
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Monitoreo del desarrollo de la enfermedad en hoja
Curva de crecimiento y desarrollo de sintomas

Se monitoreé el desarrollo de sintomas en hoja de pomelo Duncan y naranjo Valenciano durante tres semanas
luego de la inoculacién por spray. En pomelo Duncan, se observaron algunas diferencias en el desarrollo de
sintomas (menor aparicién de lesiones necrdticas) a los catorce dias post inoculacién en las plantas inoculadas
con Xca:Anpfl'y Xce:ArbfC, pero las diferencias no se mantuvieron a los veintiun dias. A pesar de las diferencias
cualitativas en el nimero de lesiones en la hoja, las curvas de crecimiento en hoja para pomelo Duncan no

mostraron diferencias significativas entre la cepa salvaje y las tres mutantes (Figura 23 y Figura 25).

De forma similar, en naranjo Valenciano se observé menor aparicion de lesiones necréticas a los catorce dias
post inoculacién en las plantas inoculadas con Xce:Amfl, Xce:AgumD y Xce:ArbfC. A los veintiun dias solo las

plantas inoculadas con Xcc:Azpfl’ mostraban menor desarrollo de sintomas en las hojas (Figura 24 y Figura 25).

En las curvas de crecimiento realizadas en hojas se observaron diferencias significativas en las plantas inoculadas
con Xcc:AnpflY con respecto a las inoculadas por la cepa salvaje a los cuatro dias post inoculacién y de Xcc:Ampfl?

a los veintin dias post inoculacién en pomelo Duncan (Figura 25). No se observaron diferencias significativas

en la inoculacién de las cepas mutantes con respecto a la salvaje en naranjo Valenciano.

Nce wt A gl A rpfl A iy

14
dpi

21

dpi

Figura 23 Monitoreo de sintomas en pomelo Duncan. Imagenes del desatrollo de lesiones en la superficie abaxial a los catorce y veintiiin

dias post inoculacion.
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Figura 24 Monitoreo de sintomas en naranjo Valenciano. Imagenes del desarrollo de lesiones en la superficie abaxial a los catorce y

veintiin dias post inoculacién.
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Figura 25 Curva de crecimiento en hoja para pomelo Duncan y naranjo Valenciano. Las barras de error representan el error estandar y los

asteriscos muestran p <= 0,05 en test de T.

Monitoreo del desarrollo de la enfermedad en fruto

Para este objetivo se siguié el mismo procedimiento que en la inoculacién en hoja pero se seleccionaron
diferentes tiempos para la curva de crecimiento debido a que los frutos fueron extraidos del arbol para el ensayo

y no pudieron ser almacenados durante veintiin dias por las contaminaciones secundarias por hongos.
Curva de crecimiento y desarrollo de sintomas en pomelo Duncan

El seguimiento del desarrollo de sintomas en fruto se vio dificultado por la contaminacién con hongos al ser
almacenados en incubadora durante mas de una semana. A pesar de las condiciones del fruto, se recuperaron
colonias en placas de NB con rifampicina y se realizaron las curvas de crecimiento correspondientes tanto para

naranjo Valenciano como para pomelo Duncan.

En las curvas de crecimiento se observaron diferencias significativas en los frutos inoculados con Xcc:Arpfl7 a
los cuatro y siete dias post inoculacién en naranjo Valenciano. También se observaron diferencias en los frutos
inoculados con Xcc:AgumD a los cuatto y once dias post inoculacién en pomelo Duncan, aunque estas
diferencias también se ven en el dia cero, por lo que pueden deberse a una menor inoculacién inicial. En
pomelo, se recuperaron también menos colonias en los frutos inoculados con Xcc:ArbfC con respecto a la cepa

salvaje a los siete dias post inoculacion (Figura 26, B y Figura 27).
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Curva de crecimiento y desarrollo de sintomas en naranjo valenciano

Se observé menor poblacién bacteriana a los cuatro y siete dfas post inoculacién para la cepa mutante
Xce:AnpfF. A los once dias post inoculacién se logtd recuperar también menor cantidad de esta bacteria aunque
sin diferencias significativas. Para la cepa Xcc:AgumD también se observé una poblacion bacteriana ligeramente
menor comparada con la cepa salvaje, aunque solo se ven diferencias estadisticas en el dia siete post inoculacion.
Estas cepas mostraron sintomas similares en la superficie de fruto durante el tiempo que se monitorearon en el
experimento hasta los once dias post inoculaciéon (Figura 27). La infecciéon secundaria de hongos en los once
dias post inoculacion fue alta, imposibilitando ver el desarrollo de lesiones de cancro caracteristicas (Figura 26,
A). La cepa mutante Xca:ArbfC no mostrd grandes diferencias en comparacién con la cepa salvaje Xce (Figura

27).

A Xcc Xcc:AgumD Xcc:ArpfF
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Figura 26 Monitoreo del desarrollo de la enfermedad en fruto. Imagenes de frutos A) naranjo Valenciano y B) pomelo Duncan luego de

seis y nueve dias post inoculacion.
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Figura 27 Curva de crecimiento en fruto. Las barras de error representan el error estandar y los asteriscos muestran p <= 0,05 en test de T
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Microscopia confocal laser de barrido en fruto

Se comparé el proceso de infeccién de Xce cepa salvaje con Xcc:Arp/lF (deficiente en la produccién de DSF).
Para la visualizacién con microscopia confocal se utilizaron dos cepas transformadas con el plasmido pUFZ75
conteniendo el gen GFP (Guo et al., 2012). En este estudio realizado previamente en el laboratorio, se estudi6 el
efecto de la adicién del plasmido en la capacidad de infeccién y superviviencia en planta de ambas cepas y no se
encontrd ninguna diferencia entre la cepa Xcc salvaje y la cepa mutante Xcc:Arpfl. En el trabajo de Guo y
colaboradores (2012) se estudié el proceso de infeccién en hoja y aqui se busco observar los efectos en la
capacidad de infeccién en fruto. Para ello, se inocularon frutos con ambas cepas y se visualizé la superficie del

fruto a diferentes tiempos para dos variedades de cistricos: naranjo Valenciano y pomelo Duncan.

A partir de un andlisis cualitativo de todas las muestras preparadas se observé mayor cantidad de bacterias
rodeando la superficie de pomelo comparado con naranjo para ambas cepas (Figura 28) lo que es coherente con
el hecho de que naranjo es una variedad mas resistente a Xcc. Para este andlisis se tomaron fotos de tres zonas
inoculadas con bacteria (inoculacién por gota, ver materiales y métodos) en dos frutos distintos. En el analisis de
estas imdgenes se observé que mientras que tanto Xce-GFP como Xca:AmpfI-GFP parecen no sobtevivir en la
superficie de narajo a los ocho dias post inoculacién, si logran sobrevivir en supetficie de pomelo luego de una

seémana.

En pomelo Duncan inoculado con Xcc:ArpfI-GFP no se observaron bacterias asociadas a los estomas de la
planta en todas las imagenes obtenidas hasta el dia ocho post inoculacién. En contraste, para la cepa salvaje se
encontraron algunas a los dos dias (datos no mostrados) y en mayor cantidad a los cinco y ocho dias post
inoculacién (Figura 28).

Se observaron también las secciones transversales de los discos obtenidos de la superficie de ambas variedades.
Al igual que se observa en la superficie, no se logran recuperar bacterias con fluorescencia en los preparados de
naranjo valenciano a los ocho dias post inoculacién pero si se observan en pomelo Duncan (Figura 29). En los
cortes realizados en pomelo y en naranjo se observé menor cantidad de bacterias adheridas a la superficie para
los frutos inoculados con Xcc:AmfI-GFP con respecto a Xcc-GFP. En todos los preparados e imagenes

obtenidas se observaron resultados similares (Figura 29).

Se observé también a la cepa salvaje Xcc-GFP asociada a estomas de planta en pomelo a los ocho dfas post
inoculacién. En contraste, de los frutos inoculados con la cepa Xcc:Arpf-GFP no se lograron ver bacterias

asociadas a los estomas de la planta.
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Figura 28 Microscopia confocal de la supetficie de naranjo Valenciano y pomelo Duncan.
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Figura 29 Microscopia confocal laser de seccién transversal de supetficie de naranjo Valenciano y pomelo Duncan.
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Discusion

* Busqueda de inhibidores

Minima concentracion inhibitoria

El efecto téxico de cada uno de los compuestos utilizados para los ensayos de biofilm uérum sensing fue
¥y > Y 9 )
probado en Xcc para observar los efectos negativos sobre el crecimiento bacteriano con el fin de determinar un

rango de concentraciones subletales para ser usado posteriormente.
Donadores de 6xido nitrico

En este trabajo se observd que no hubo efecto en el crecimiento bacteriano sobre Xcc causado por los
donadores de 6xido nitrico en ninguna de las concentraciénes evaluadas (hasta 100 uM) e incluso para algunos
€asos se nota un aumento en la biomasa bacteriana (para los compuestos N3398 y 71778). Se tomo hasta una
concentraciéon de 100 uM. Esta concentracion fue reportada para nitroprusiato de sodio (SNP), otro donador de

oxido nitrico usado en Psexndomona aeruginosa a una concentracién nunca mayor a 100 uM (Barraud et al., 2009).
En los trabajos de Privett y colaboradores se determina que la minima concentracion inhibitoria de 6xido nitrico
pata Staphilococcus anrens, Staphilococcus epidermis, E. coliy P. anreginosa se encuentra ente 3.13 y 6.25 mg/mL (Privett
et al., 2010). Sin embargo, a mayores concentraciones (mM) el efecto antibacteriano de algunos donadores de
oxido nitrico ha sido reportado anteriormente, y poco se sabe de los mecanismos de tresistencia involucrados.
Algunas bacterias tienen la capacidad de aumentar la expresién de “scavengers” de 6xido nitrico. La produccion
de reductasas o superéxido dismutasas puede ser utilizada por algunos grupos bacterianos para reducir la
toxicidad del 6xido nitrico y otros radicales libres (Privett et al., 2012). Sin embargo, a estas altas concentraciones
se cree que la resistencia al 6xido nitrico en bacterias es muy dificil, ya que por su naturaleza hidrofébica y su
pequeflo tamafio, esta molécula tiene la capacidad de penetrar la membrana y reaccionar dentro del interior

celular frente a diferentes blancos.

DSF

Para la molécula DSF se ve un leve efecto en el crecimiento a altas concentraciones del compuesto (100 uM)
pero sin grandes diferencias con el control positivo. En trabajos previos, se probé el efecto de DSF purificado
del sobrenadante de cultivo liquido de Xanthomonas campestris y el producido en forma sintética, sin tener ninguno
efecto en el crecimiento (Dow et al., 2003). Xanthomonas oryzae pv oryzae (Xoo0), la bacteria responsable de la
enfermedad del tizén', tiene un mecanismo de regulacién y sintesis de DSF similar a Xcc. Dentro de este

mecanismo 7pfC codifica para una proteina responsable de sensar DSF. En 2010, He y colaboradores

' Enfermedad del tiz6n, en inglés bacterial blight disease.
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reportaron que la cepa Xoo:AnpfC puede crecer en forma normal a pesar de procucir veinticinco veces mas DSF

que la cepa parental (He et al., 2006b).
Inhibidores de la sintesis de acidos grasos

Los inhibidores de acidos grasos mostraron diferentes efectos en el crecimiento de Xcc. Utilizando isoniazida,
no se observaron efectos significativos sobre el crecimiento a las concentraciones probadas. Este compuesto ha
sido reportado como inhibidor de la enzima 3-quetoacil-ACP reductasa, importante en la biosintesis de acidos
micoélicos y se emplea como agente antimicrobiano para el tratamiento de micobacterias, que utilizan el acido
micoélico como componente de la pared celular. Sin embargo, triclosan y cerulenina que son utilizados como
antimicrobianos de amplio espectro, si tuvieron efecto sobre el crecimiento de Xcc en concentraciones en el
rango de 2.5 mM a 0,039 mM. Estos compuestos han sido reportados como inhibidores de ACP reductasa y 3-
quetoacil-ACP sintasa, respectivamente (Buttke and Ingram, 1978; Campbell and Cronan, 2001). La enzima 3-

quetoacil-ACP sintasa es importante para la sintesis de acidos grasos tanto saturados como insaturados.
Antibioticos

Para los antibiéticos fluoruracilo y sulfatiazol se observo efecto en el crecimiento de Xcc a altas concentraciones
(de 100 y 50 uM). En particular el antibiético flruracilo parece tener mayor efecto sobre el crecimiento de Xcc.
En reportes previos en E. co/i, se ha visto que fluoruracilo puede inhibir AriR, un regulador importante en la

resistencia a 4dcidos. La cepa estudiada en este trabajo no tiene en su genoma ningiin homdlogo al gen AriR de

E. coli por lo que posiblemente fluoruracilo tenga diferentes mecanismos de accion.
D—aminoacidos

Si bien se han reportado D-aminoacidos que pueden ser utilizados como nutrientes para mejorar el crecimiento
bacteriano (Chang and Adams, 1974; Conrad et al., 1974), la adicién de D-aminoacidos también ha mostrado
tener efectos inhibitorios del crecimiento (Caparrés et al., 1991, 1992; Hammes, 1978). Este ultimo fenémeno
normalmente se atribuye a la capacidad de estas moléculas de alterar el metabolismo del peptidoglicano
bacteriano, fundamental para la flexibilidad y plasticidad celular. Los D-aminoacidos son fundamentales para el

remodelamiento de la pared celular bacteriana (Cava et al., 2011).
Inhibicion de la formacion de biofilm

Muchas moléculas organicas pequefias han sido propuestas como posibles inhibidores de la formacion de
biofilm o capaces de promover su desensamblaje. En el primer caso, las moléculas pueden interferir con la
producciéon de exopolisacaridos y otros compuestos importantes en la formaciéon de la matriz. En el segundo
caso, se trata de moléculas sefial que disparan el desensamblado de la matriz hacia un modo de vida libre. El
ciclo de desensamblado es parte natural dentro de la vida del biofilm, ya que a medida que este madura los
recursos se pueden ir haciendo mas escasos y los productos de desecho, muchas veces toxicos, se acumulan en

la matriz (Oppenheimer-Shaanan et al., 2013).
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Donadores de 6xido nitrico

El éxido nitrico ha sido reportado como compuesto capaz de inhibir la formacién de biofilm de bactetias (tanto
Gram positivas como Gram negativas) y hongos. Algunos ejemplos de organismos donde se ha visto el efecto
del agregado de oxido nitrico son Pseudomonas aeruginosa, Staphiloccocns aurens, Lactobacillus plantarum, 1 egionella
preumophila, Shewanella woodyz, Psendoalteromonas atlantica y Candida albicans (Arora and Boon, 2012; Barraud et al.,
2006, 2009; Catlson et al., 2010; Hetrick et al., 2009; Liu et al., 2012; Privett et al., 2010; Yarullina et al., 2013).
También se ha reportado que la formacién de éxido nitrico intracelular puede afectar la formacién de biofilm.
En Lactobacillus plantarum, el 6xido nitrico puede ser sintetizado en forma enddgena a partir de L-arginina
mediante la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS), y la inhibicién en la formacién de biofilm se puede ver
mediante el agregado de L-arginina en el medio de cultivo . En _Azospirillum brasilense, el 6xido nitrico puede ser
producido de forma endégena como producto del ciclo de denitrificacion, influyendo en la formacién de biofilm

de forma dependiente de la concentracién (Arruebarrena et al., 2013).

En el presente trabajo, seis donadores de 6xido nitrico fueron utilizados como candidatos a inhibir la formacién
de biofilm (M1555, D184, A5581, 71778, S150 y N3398). Los seis donadores mostraron resultados similares en
medio minimo XVM2 y medio NB glucosa 2%, aunque en este ultimo los datos obtenidos mostraron mayor
dispersion. Ademas se utilizé6 Sulfo-NONOato disédico (§8432), sal normalmente usada como control negativo
cuando se utilizan NONOatos como donadores de 6xido nitrico. A pesar de tener un grupo NONOato, S8432
no es capaz de disociarse liberando 6xido nitrico en solucién ya que este compuesto libera 6xido nitroso en
condiciones fisiolégicas (Balcerczyk et al., 2005). Sin embargo, en este trabajo se observé menor formaciéon de
biofilm con el agregado de S8432 tanto en medio XVM2 como en NB con glucosa 2%, lo cual sugiere que otros
factores podrian estar afectando la formacion de biofilm mas alla de la formacién de éxido nitrico. Para estudiar
este problema en mas detalle, y confirmar si el efecto observado es realmente por la formacién de oxido nitrico
en solucién, se podria agregar un “scavenger” como 2 — fenil 4, 4, 5, 5, tetrametilimidazolina -1- oxil - 3- 6xido
(PTIO). De esta forma se degradaria el oxido nitrico formado por lo que se deberia revertir el efecto en la

inhibicién de biofilm.

Recientemente muchos trabajos se han realizado para lograr entender los mecanismos involucrados en esta
regulacion de la formacion de biofilm. Estudios en L. plantarum, L. pneumophila y S. woodyi muestran como los
dominios H-NOX (del inglés, Heme Nitric Oxide/Oxygen) patrecetian jugar un papel impottante como
hemoproteinas sensoras de los niveles de este radical libre (Catlson et al., 2010; Liu et al., 2012; Yarullina et al.,
2013). Las proteinas que contienen el dominio H-NOX componen una familia muy extendida en bacterias y
vertebrados (Plate and Matletta, 2012). En vertebrados, el sensado de 6xido nitrico a través del dominio H-
NOX normalmente involucra la actividad de enzimas solubles llamadas diguanilato ciclasas y la formacion de
GMP ciclico intracelular (Derbyshire and Marletta, 2009). En bacterias el mecanismo es menos conocido, pero
también se ha visto que los dominios H-NOX en anaerobios facultativos se encuentran asociados a histidina
quinasas, proteinas con dominios GGDEF y EAL importantes para la regulacién de GMP diciclico (Catlson et

al., 2010). En P. atlantica, se ha caracterizado un sistema de dos componentes que incluye un dominio sensor de
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oxido nitrico con su correspondiente diguanilato ciclasa como dominio de respuesta (Arora and Boon, 2012).
Los sistemas de dos componentes son importantes para la regulacion del metabolismo bacteriano en respuesta a
diferentes estimulos del ambiente. Xanthomonas citri subesp. citri tiene nueve proteinas con relativamente baja
similitud con la superfamilia HNOB (del inglés, Heme Nitric Oxide Binding), estas son proteinas anotadas
como transportadoras, sensoras redox, metiltransferasas y proteinas de secreciéon. Seria interesante profundizar
en la funcién de estas y su posible rol en el sensado del 6xido nitrico y la formacién de biofilm.

Antibio6ticos

Los antibiéticos utilizados, fluoruracilo y sulfatiazol, también mostraron disminucién en la formacién de biofilm
tanto en medio minimo XVM2 como en NB glucosa 2%. Sulfatiazol mostré tener menos efecto que fluoruracilo
a las concentraciones ensayadas en ambos medios y los datos obtenidos con este antibiético mostraron mayor
dispersion. Para fluoruracilo que fue probado en tres concentraciones (100, 50 y 25 uM), se observé un efecto
en la formacién de biofilm dependiente de la dosis utilizada en medio minimo. Sin embargo, en NB glucosa 2%
el efecto en la disminucién de biofilm dependiente de la concentracién no es tan clato, si bien se observé menor
disminucién para la menor concentracién utilizada. Este compuesto ha sido reportado capaz de inhibir la
formacion de biofilm en P. aeruginosa y E. coli (Attila et al., 2009; Ueda et al., 2009). El mecanismo por el cual
ocurre esta inhibicién es desconocido aunque en E. ¢/ se ha observado que fluoruracilo es capaz de inducir la
expresion de genes de estrés e inhibir genes de la biosintesis de histidina (Attila et al.,, 2009). Para saber si
mecanismos similares ocurren en Xcc serfa interesante evaluar la expresion génica de genes de estrés y sintesis

de histidina y monitorear el efecto con el agregado de fluoruracilo.

El mecanismo reportado hasta ahora por el cual sulfatiazol puede actuar sobre la formacién de biofilm en E. co/i
es a través de la inhibiciéon de enzimas diguanilato ciclasas interfiriendo en los niveles de GMP diciclico
intracelulares. Seria interesante evaluar qué ocurre con los niveles intracelulares de este segundo mensajero en
Xcc ante el agregado de las concentraciones de sulfatiazol ensayadas y observar si existe un efecto. La

concentracién de este segundo mensajero ha sido monitoreada in vivo en P. aeruginosa (Barraud et al., 2009)b.
D-aminoacidos

De todos los compuestos utilizados, los D-aminoacidos fueron los que mostraron mayor inhibicién en la
formacion de biofilm en Xcc. Durante mucho tiempo se creyé que los D-aminoacidos no tenfan funciones
bioldgicas relevantes, hoy en dia se sabe de muchos procesos regulados por estos compuestos. En humanos D-
aspartato es un importante regulador de la neurogénesis (Kim et al., 2010), D-serina actia como coagonista de
los receptores de N-metil-D-aspartato en el cerebro (Kleckner and Dingledine, 1988; Wolosker, 2007; Wolosker
et al,, 2002) y este ultimo aminoacido se encuentra también en la orina humana (Anfora et al., 2008). A su vez,
en bacterias algunos D-aminoacidos forman péptidos implicados en mecanismos postraduccionales y formando
NRPs (del inglés non-ribosomal peptides) que tienen diversas funciones biolégicas en las células como
antibioticos, sideréforos, quelantes, etc.. Muchas bacterias tienen la capacidad de sintetizar D-alanina y D-

glutamato para formar la pared celular a partir de sus L-enantibmeros. Ademas, algunas bacterias sintetizan D-
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metionina y D-leucina como metabolitos capaces de regular la pared celular durante la fase estacionaria de

crecimiento y ademas causan dispersion de biofilm (Cava et al., 2011) ().

lanidonc B, subtis @

Attachment

Biofilm Disassociation

Late Bofim (D-amino ackd accumulation)

Figure 30 Rol de D—aminoacidos en el ciclo de formacién de biofilm. Fuente: Cava et al 2011

En este trabajo se probé el efecto de seis D—aminoacidos en la formacién de biofilm. Es interesante destacar
que el efecto en la formacién de biofilm no estuvo totalmente correlacionado con el efecto en la inhibicién del
crecimiento. Por ejemplo, para el aminoacido D-lisina, se observé un gran efecto en el crecimiento a una

concentracién 10 mM, pero no se observo un gran efecto en la formacién de biofilm.

Se observé que el aminoacido D—arginina mostré mas actividad inhibiendo la formacién de biofilm en Xce. En
el futuro seria relevante estudiar si el mecanismo por el cual este inhibidor actia sobre Xcc es mediante la
disrupcién de la pared celular. Para esto podrian emplearse técnicas microscopicas para determinar si existen

cambios en la estructura de la pared celular frente al agregado de este compuesto.
Inhibicion de la sintesis de sefiales de quorum sensing
Inhibidores de la sintesis de acidos grasos

Los tres candidatos probados como posibles inhibidores de la sintesis de DSF fueron triclosin, cerulenina e
isoniazida, de los cuales solo los dos primeros tuvieron efecto sobre el crecimiento bacteriano. Si bien triclosan y
cerulenina mostraron efectos sobre el crecimiento de Xcc, solo triclosin fue capaz de cambiar el fenotipo de

Xcc en cultivo liquido.

Triclosan actia sobre la enzima ACP reductasa. Dos enzimas caracterizadas con importantes roles en la sintesis
de acidos grasos insaturados en bacterias son TesA y TesB. La primera es una acil CoA tioestearasa del tipo I,
hidrolasa importante en los pasos de elongacién. Sin embargo, hasta ahora no se han encontrado homologos de
esta enzima en Xcc 306 (KEGG pathway database, enzima 3.2.1.1). El hecho de que triclosan y no cerulenina

pueda cambiar el fenotipo de Xcc sugiere que estos dos compuestos pueden estar actuando sobre diferentes
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enzimas o rutas metabodlicas para la producciéon de acidos grasos insaturados en Xcc. Sin embargo, la ruta
completa de sintesis de DSF y las enzimas implicadas no han sido caracterizadas aun, por lo que serfa necesatio

investigar mds sobre los pasos en la sintesis de DSF para entender su sintesis y lograr inhibir su produccién.

Triclosan es usado ampliamente como preservativo, agente antiséptico y desinfectante en una amplia gama de
productos cotidianos como pasta de dientes, jabones, plasticos, etc (Tabak et al., 2007). Su mecanismo de
accién antibacteriana es a través de la inhibiciéon de la enzima NADH dependiente enoil-acil reductasa, Fabl,
enzima importante en la sintesis de dcidos grasos en E. co/i (McMurty et al., 1998). Triclosan puede unirse al sitio
activo de Fabl formando un complejo inhibitorio ternario NAD(H)-enzima-triclosan (Levy et al., 1999). A altas
concentraciones triclosan puede dafiar la membrana celular, pero se sospecha que tiene mds mecanismos de
accion no definidos aun (Tabak et al., 2007). En Xanthomonas oryzae la enzima enoil-acil reductasa Fabl cataliza el
ultimo paso en la reaccion de elongacion de los acidos grasos y su estructura fue establecida recientemente (Li et
al., 2011). Se ha reportado también que la isoniazida puede inhibir la actividad de Fabl al unirse a esta y a
NADH formando un complejo ternario (Li et al., 2011). Sin embargo, para las concentraciones ensayadas en

este trabajo no hubo efecto de la isoniazida sobre el crecimiento bacteriano.

* Efecto de sulfato de cobre con D-arginina en el proceso de infeccion

y la formacién de biofilm.

La combinacién D-arginina con sulfato de cobre fue seleccionada para estudiar su efecto en el proceso de

infeccién y en la capacidad de inhibir la formacién de biofilm.
Proceso de infeccion

Para evaluar el efecto en el proceso de infeccidon se realizé una curva de crecimiento en frutos de naranjo
Valenciano. Los resultados muestran que la poblacién de Xcc es similar al control a los tres dias post
inoculacién pero parece decaer drasticamente a los seis, ocho y diez dias donde no se recuperan colonias. Por un
lado estos resultados sugieren que la combinacion es prometedora para disminuir la infeccién de Xcc en planta.
Sin embargo, es importante notar que no se logran recuperar colonias en el dia cero post inoculacién. Si bien la
combinacién de compuestos altera el crecimiento bacteriano a pesar de estar por debajo de la concentracién
minima inhbitoria, se esperaria poder recuperar colonias en el dia cero. Esto puede deberse que en el conteo en
el dia tres post inoculacién, las colonias contadas no fueran realmente Xcc sino otra bacteria de similar
morfologfa resistente a rifampicina. Si tal fuera el caso, los resultados no estarfan representando con fidelidad la
dinamica de poblacién de Xcc en fruto para cada tratamiento. Para disminuir el margen de error y el problema
de la especificidad, se podria utilizar otra metodologia para realizar la curva de crecimiento. Recientemente,
primers especificos para Xcc 306 han sido disefiados para amplificar el gen p#hA (Cubero and Graham, 2005).
Para trabajos futuros, el proceso de infeccion podria ser evaluado en planta en lugar de fruto utilizando conteo

en placa y PCR en tiempo real y comparar ambos resultados.
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Formacioén de biofilm en hojas y fruto

El efecto de la combinacién de D-arginina con sulfato de cobre en la superficie de hojas y fruto fue seleccionado
y probado. En ambos casos se observé macroscopicamente una disminucion en la tincidén con cristal violeta con
respecto a la cepa control, lo que sugiere que la combinaciéon de compuestos es efectiva inhibiendo la formacién

de biofilm.

El efecto inhibitorio en la superficie de hoja tanto de naranjo Valenciano como pomelo Duncan se observa
claramente a las 48 horas post inoculacién, aunque los efectos también se pueden ver antes (no se muestran
fotos). Ademas, para ambas variedades de citricos se observa que la disminucién en la formacién de biofilm es
dependiente de la concentracién de D—arginina utilizada, resaltando la importancia de este compuesto en el
efecto observado. En superficie de fruto los efectos no son tan claros debido a la dificultad de tincién de los

discos cortados.

En un futuro serfa interesante estudiar el efecto en la formacién de biofilm de D—arginina y compararlo con el
efecto de la combinacién con sulfato de cobre. De esta forma se podria observar si el D—aminoacido solo tiene
la capacidad de afectar la formacién de biofilm en Xcc, o aumentar el proceso de dispersion. Ademas se podtia

estudiar el efecto de la combinacion en superficies abidticas.

* Rol de la formaciéon de biofilm y quorum sensing en el proceso de

infeccion de Xcc

La formacion de biofilm y el proceso de infeccion

Parte del ciclo de la enfermedad del cancro incluye la dispersion de Xcc y su contacto con el tejido vegetal.
Durante estas primeras etapas de infeccién, la capacidad de formar biofilms en la superficie de hojas, frutos y
tallos contribuye por lo menos en parte a la sobrevida bacteriana antes de que el patdégeno ingrese por los
estomas o heridas. En esta parte del trabajo, se buscé ver el efecto en la infeccidén y el desarrollo de la
enfermedad del cancro de cepas deficientes en genes previamente reportados como implicados en la formacién
de biofilm (gumD, rbfC) o en la sefializacién por factores de quérum sensing (7p/F) (Li and Wang, 2011c). Estos
genes fueron identificados como importantes en la formacién de biofilm de Xcc, pero hasta ahora su

funcionalidad no habia sido caracterizada i planta.

El gen gumD se encuentra dentro del operén gum, el cual en conjunto permite la sintesis y exportacion de
xantano ((Dunger et al.,, 2007; Rigano et al., 2007b). Ademas de los exopolisacaridos (EPS) como xantano,
algunos lipopolisacaridos (LPS) también juegan un papel en la formacién de la matriz que forma el biofilm. El
gen 7fbC, al igual que mwxacO han sido anotados como relevantes en la biosintesis de LPS. En las curvas de
crecimiento en hoja se observé una diferencia en el nimero de colonias recuperadas de Xcc:AmfI” con respecto
al control. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en el nimero de colonias recuperadas de
Xce:ArfbC y Xee:AgumD. Por otro lado, en el recuento en fruto se ven algunas diferencias a los cuatro y siete dias

post inoculacién. Dado los datos obtenidos no se puede afirmar una diferencia notoria en el proceso de
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infeccién solo por ser deficientes en estos genes. Esto puede deberse a que la formacién de biofilm es un
proceso metabdlico complejo que involucra una gran cantidad de factores y Xcc puede estar complementando la

deficiencia en estos genes por otras vias.

La cepa mutante Xcc:ArnpflY, incapaz de producit DSF, tiene impedida la sefializacién por quérum sensing
mediante el sistema DSF. A su vez, la sefializacion por DSF afecta la formacién de biofilm por lo que esta cepa
tiene afectados ambos procesos bacterianos. A pesar de que solo se observaron diferencias significativas en el
dia cuatro post inoculacién, Xcc:Amfl” se recuperd en menor nimero para todos los tiempos monitoreados en

comparacién con la cepa salvaje.
Quorum sensing y el proceso de infeccion

La importancia de la sefializacién por quérum sensing en el proceso de infeccién se estudié utilizando la cepa
deficiente en el gen 7pfl y observando diferencias en la infeccion en fruto bajo microscopia confocal y a su vez

estudiando la curva de crecimiento en planta (hoja y fruto).

La sefializacién por quérum sensing regula diferentes procesos del metabolismo de Xcc, muchos de los cuales
son importantes en el proceso de infeccion. En particular, la sefializacién por quérum sensing regula a través de
mpfG la concentracion intracelular de GMP diciclico, y por tanto la producciéon de enzimas extracelulares

importantes en la adhesién, la motilidad y la formacién de biofilm.

En las curvas de crecimiento en fruto de naranjo valenciano se observaron diferencias significativas a los cuatro
y siete dias post inoculacién siendo la poblacién de Xcc:Arpfl' menor a la de la cepa salvaje. Para pomelo
Duncan, se observé menor poblacién a los cuatro dias tanto para hoja como para fruto aunque en este tltimo
caso no en forma significativa. En la microscopia confocal laser de barrido, se observa mayor cantidad de
bacterias en la superficie de fruto de pomelo comparado con naranjo, lo que concuerda con el hecho de que la

variedad pomelo Duncan es més susceptible.

Sin embargo, la comparacién entre la curva de crecimiento en fruto y las imagenes obtenidas en microscopia
confocal deben hacerse con cuidado ya que la forma de inoculacién en cada caso fue diferente. En las curvas de
crecimiento se buscé imitar la forma de dispersién natural de Xcc, aplicando una dispersion de bacterias en
forma de spray mientras que para los ensayos de microscopia se aplicé una mayor concentracién bacteriana en

gota y se realizaron preparados directamente sobre la zona inoculada.

Para probar la importancia en la sintesis de DSF en el proceso de infecciéon podria estudiarse la capacidad de
formacién de biofilm y la curva de crecimiento en planta utilizando el inhibidor triclosan a las concentraciones
20 0 40 uM. Este compuesto que mostré la capacidad de cambiar el fenotipo de Xcc en cultivo liquido parece
un buen candidato a inhibir la formaciéon de DSF. Setfa interesante observar el efecto de la aplicaciéon de
combinaciones de este compuesto en la capacidad de infecciéon y compararlo con los resultados obtenidos con la

cepa mutante deficiente en el gen 7p/F.
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Conclusiones y perspectivas

La enfermedad del cancro en citricos sigue siendo un gran problema a nivel mundial. Actualmente el control de
la enfermedad se basa en el uso de formulaciones de cobre lo cual trae como consecuencia la generacién de
cepas resistentes y daflos en el ambiente. La bacteria causante de la enfermedad se dispersa por la acciéon del
hombre y las lluvias colonizando nuevas plantas huéspedes. La formacién de biofilm como forma de adhesién a
la superficie de hojas, tallos y frutos al igual que la comunicaciéon por factores de quérum sensing son dos
procesos bacterianos claves para la supervivencia de Xcc en forma epifita. La importancia de estos procesos para
la sobrevida de Xcc los hace buenos blancos para el control de la dispersion de la enfermedad. Sin embargo,
para lograr atacar estos procesos es necesario entender sus mecanismos e identificar formas de interferir con

ellos.

Con ese objetivo, se observo el efecto de diferentes moléculas pequefias capaces de interferir con la sintesis de la
molécula sefial de quorum sensing en Xcc, DSF, y en la formacién de biofilm. Se observé que los donadores de
6xido nitrico probados en este trabajo tienen efecto sobre la formacién de biofilm de Xcc en superficie abibtica
de placas de poliestireno. Posiblemente estos compuestos pueden interferir con las concentraciones del segundo
mensajero GMP diciclico a través de la regulacién por proteinas con dominios PAS o HNOX y GGDEF o
EAL. Seria interesante estudiar con mayor profundidad los mecanismos de inhibicién y las proteinas

involucradas.

El mayor efecto en la formacién de biofilm se observé con el agregado de D-aminodcidos. El mecanismo
responsable de esta inhibicién se cree que es a través de modificaciones en la pared celular bacteriana y
disparando la dispersion de las peliculas de biofilm. Si el efecto observado en Xcc en las placas de poliestireno
se debe a efectos en la membrana o a una sefializacién mds compleja del inicio de la dispersiéon o de ambos,
deben ser estudiado con mayor profundidad. A su vez, en este estudio se vio diferentes grados de inhbicién
dependiendo del D-aminoacido, y estos efectos no necesariamente estin ligados a la inhibicién en el

crecimiento.

La sefializacién por quorum sensing en Xcc es capaz de regular indirectamente la produccién de enzimas
extracelulares, la formacién de biofilm y la motilidad. En este trabajo se determiné que el agregado del inhibidor
de la sintesis de 4cidos grasos triclosin puede revertir el fenotipo de la cepa salvaje al semejante a la cepa
mutante en la formacién de DSF. Mas alla de las dificultades con la aplicacién de triclosan en campo y su
posible dafio ambiental, serfa interesante estudiar su efecto en el metabolismo de acidos grasos de Xcc y los

mecanismos responsables de su capacidad inhibitoria.

Finalmente, se determiné que la combinacién D-atrginina - sulfato de cobre serfa la mas prometedora para la
aplicaciéon en campo, no solo por el efecto en la inhibicién de biofilm sino también por la ventaja de utilizar un

D-aminoacido en lugar de un inhibidor de la sintesis de acidos grasos o un antibiético en campo. Sin embargo,
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el tratamiento deberfa ser ensayado nuevamente en planta antes de pensar en formulaciones aplicables en

campo.
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Apéndice |

Lista de abreviaturas

3-quetoacil ACP sintasa del inglés, 3 — keto-acyl — ACP- synthase
5—-FU fluoruracilo

ACP reductasa del inglés, acyl carrier protein
ADN 4cido desoxirribonucleico

ci-di-GMP GMP diciclico

D-Arg D-arginina

D-Glu D-glutamina

D-Glu Ac D- acido glutamico

D-Lys D-lisina

D-Thr D-treonina

D-Val D-valina

DGC diguanilato ciclasas

DSF del inglés, Diffusible Signal Factor
Enoil — ACP reductasa del inglés, enoyl ACP reductase
GFP del inglés, green fluorescent protein
MIC minima concentracién inhibitoria

NA del inglés, nutrient agar

NB del inglés, nutrient broth

NO éxido nitrico

ppm partes por millén

THEF tetrahidrofolatos

Xcc Xanthomonas citri subesp. citri
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Apéndice |l

Medios de cultivo

NA : Peptona A 6,0 g; Extracto de carne 1,0 g; Agar 15 g; Extracto de levadura 2,0 g; NaCl 5,0 g., agua, csp
1000 ml.

NB : Peptona A 6,0 g; Extracto de carne 1,0 g; NaCl 5,0 g, agua csp 1000 ml.

XVM2 (Wengelnik and Bonas, 1996) : NaCl 1,16 g; (NH,),SO, 1,32 g; MgSO, 0,6 g; CaCL,H,O 0,147 g,
KH,PO, 160 uL (solucién 1M); K,HPO, 320 uL (solucién 1M), FeSO,.7H,0O 40 uL (soluciéon 250 mM), agua
csp 1000 ml ajustar el pH a 6.7
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