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Uno de los desafios actuales en el estudio de productos naturales de microorganismos es-el re
aislamiento frecuente de compuestos conocidos. De otro lado, es conocido que mdltiples
cliusters de genes que pueden codificar para metabolitos permanecen silerdna en
condiciones estandares de laboratorio. Con el fin inducir la expresion de estos genes, se han
desarrollado varios métodos que incluyen el coultivo de microorganismos, cuyo uso se ha
incrementado en los Ultimos afios.En este contexto,esta tesis demaestria se propuso
implementar metodologias de seleccién y estudio ecultivos de microorganismos que
condujeran a la identificacion de compuestos inducidos por la interaccién de los

microorganismos seleccionados.

Como primer paso se revisaron 10@rticulos de cocultivos, buscando identificar los criterios
mas usados para la selecciébn de microorganismos. Se encontré geie la mayoria de los
reportes, los cocultivos seleccionados provienen de uiscreeningde multiples parejas de un
cepario 0 que bs autores no reportan como se llevo a cabo el proceso de seleccidén. En los
demas reportes se pudieron identificar los siguientes seis criterios: conocimiento previo de
los microorganismos, criterio ecoldgico o parejas formadas por microorganismos recupetas

de la misma muestra biolégica, Actinobacteria vs. bacteria con acido micdlico en su pared
celular, bacteria del génerdtreptomycesp. vs. bacteria del géner8treptomycesp., bacteria

del géneroStreptomycesp. vs. Proteobacteria, y enfrentamientoon patégenos.

Algunos de estos criterios se emplearon para seleccionar 15 microorganismos a partir del
cepario del grupo de investigaciéon, que contiene mas de 200 microorganismos. Es&tde
microorganismos estaba conformado por 14 bacterias y un hong@ara su inclusién se
emplearon como criterios de seleccion al menos uno de los que se mencioacontinuacion:
conocimiento previo de su produccién guimica y/o actividad biolégica, bacteria con &cido
micélico en su pared celular, microorganismos recuperais de la mismamuestra, y bacteria

perteneciente al génerdStreptomyces
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Posteriormente, se evaluaron todas los posibles aniltivos binarios (105) en medio liquido a

una escala de 15mL. Los extractos organicos de estos cultivos fueron analizados por UHPLC

DAD-ELSD, y se seleccionaron 5 parejas que mostraban cambios inducidos por la interaccion.

Estas 5 parejas fueron cultivadas en una escala de 100mL, donde se encontré que en ninguna
de las parejas se observaban los cambios detectados a una escala de 1Suiado a esto, en

ninguno de los 5 cecultivos se garantizo la coexistencia de ambos microorganismos.

Teniendo en cuenta estos resultados, se decidio realizar wtreeningde interacciones en
medio sélido, empleando 4 medios de cultivo (PDA, ISP2, ISEB), y evaluando interacciones

a distancia e interacciones por contacto. Las primeras permitian evaluar las interacciones
debidas a compuestos difusibles; las segundas permitian evaluar interacciones debidas a
contacto célulacélula. Se evaluaron cambiosehotipicos inducidos por el cecultivo y se
evaluaron los extractos organicos por HPLOAD. Las interacciones promisorias fueron
analizadas por RMN (experimentos RMNH y COSY). A partir de estos resultados se
identificaron 7 co-cultivos cuya expresion meabodlica era diferente respecto a los
monocultivos respectivos, es decir parejas promisorias para el estudio de su produccion
metabdlica. Estas parejas corresponden &treptomycessp. PNM16la y Rhodococcussp.
RKHG26 (contacto, LB):Purpureocilliumsp. INM-67 y Paenibacillussp. PNM123 (distancia,
PDA); Purpureocillium sp. PNM67 y Rhodococcussp. RKHE26 (contacto, PDA);
Purpureocilliumsp. PNM67 y Streptomycesp.IBUN-5.1 (distancia, ISP3)Purpureocilliumsp.
PNM-67 y Paenibacillus sp. PNM115 (distancia, ISP3);Purpureocillium sp. PNM-67 vy
Paenibacillussp. PNM-123 (distancia, ISP3); yPurpureocilliumsp. PNM67 y Paenibacillussp.
PNM-210 (distancia, ISP3). Los espectros de RMN y los cromatogramas sugieren que en los 4
co-cultivos en medio ISP3, se induce la produccién de compuestos iguales o similares pero en

concentraciones diferentes.

El cocultivo entre la bacteria Streptomycessp. PNM161a y la bacteria con acido micélico
Rhodococcusp. RKHE26 por contacto, y en medio LB, sanalizé empleando LEMS/MS y se
construyeron redes moleculares que permitieron observar que el eoultivo induce la
produccién de una familia molecular. La derreplicacién desta redsugiere la produccion de
compuestos tipo macrélido y péptido con actividd antibidtica. El estudio del cultivo en mayor
volumen (380 cajas) fue seguido por RMN, y permitié evidenciar algunos cambios menaores,
pero no permiti6 el aislamiento de compuestos inducidos por el eoultivo. A partir del

extracto organico del cecultivo se aislaron el acido E2-amino-3-hidroxi-1-(1H-indol-3-
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ilpropil) -2-hidroxibenzoico (4.1) y el acido antranilico (4.2.). Estos compuestos son
producidos por Streptomycessp. PNM161a en monocultivo por lo que su produccién no es

exclusiva al cecultivo.

El cocultivo entre el hongo Purpureocillium sp. PNM67, y la bacteria con acido micdlico
Rhodococcusp. RKHE26 por contacto y en PDA, fue analizado por H@S/MS. El uso de
andlisis multivariado, yla construcciéon de redes moleculares integrado con degplicacion (a
partir del GNPS y eDictionary of Natural Product$, permitieron observar que el cecultivo
incrementa la concentracion de la leucinostatina A y leucinostatina B, e induce la produccion
de 4 leucinostatinas ya reportadas. Este etultivo constituye el primer reporte de un ce

cultivo exitoso entre un hongo y una bacteria con acido micélico.

Los dos cecultivos por contacto que fueron estudiados demaostraron ser poco reproducibles.
Es necesario el mejoramiento de las condiciones experimentalesn el fin de méorar la

reproducibilidad de estosexperimentos.

El cocultivo entre el hongoPurpureocillium sp. PNM67 y la bacteriaPaenibacillussp. PNM

123 a distancia, y en PDA, fue realizado en mayor volumen (450 cajas de Petri). A partir de su
extracto organico se aislaron los alcaloides tipo withasomnina de hombres 5¢bhidro -2-(sec
butil) -4H-pirrolo[1,2b]pirazol ( 5.1) y 5,6-dihidro -2-isopropil-4H-pirrolo[1,2b]pirazol ( 5.2),
siendo el primero por primera vez reportadoen esta tesis. Estos commstos son inducidos
por el co-cultivo, y probablemente producidos por la bacteriaPaenibacillussp. PNM123
teniendo en cuenta el gradiente de difusién de los mismos. Este tipo de compuestos son poco

comunes en la literatura cientifica de productos naturas obtenidos de microorganismos.

El cocultivo entre el hongoPurpureocillium sp. PNM67 y la bacteriaStreptomycesp. IBUN

5.1. a distancia, y en medio ISP3, fue realizado en mayor volumen (450 cajas de Petri) teniendo
en cuenta que de las 4 interacciones promisorias observadas en medio ISP3, ésta era la que a
juzgar por RMN producia mayor cantidad de el(los) computss inducidos por el cecultivo. A
partir del extracto organico del coecultivo se aislé el compuesto alternariol %.3), una
micotoxina ampliamente estudiada por estar presente en cultivos de alimentos. Este
compuesto es producido por el hongo tanto en eastinteraccién, como en sus interacciones con

las bacteriasPaenibacillussp. PNM115, Paenibacillussp. PNM123 y Paenibacillussp. PNM

210. Los extractos organicos de la zona de la interaccidn para estos 4catiivos fueron

analizados por LC/MSMS, y seconstruyeron redes moleculares. Segun estos analisis el co
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cultivo del hongo con la bacterigPaenibacillussp. PNM115 es el mas prometedor para su
posterior evaluacion en mayor volumen pues es el que genaraa mayor cantidad defeatures

asociads exclwsivamente aél.

Esta tesis es el primer reporte, hasta donde llega nuestro conocimiento, de un estudio quimico
de cocultivo de microorganismos como estrategia de induccién de productos naturalen

Colombia.

Palabras clave: co-cultivo, fermentaciébn mixta, interaccion interespecies, productos

naturales.
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One of the current challenges in the study of natural products from microorganisms is the
frequent reisolation of known compounds. Multiple gene clusters that may ende metabolites
remain silent under standard laboratory conditions.In order to induce the expression of these
genes, several methods have been developed, including microorganismadture, its use has
increased in recent years) I  OEEO x AU hthesisEvia® sedkiAgOt® Arplént@nt
methodologies of selection and study of ceoultures that lead to the identification of

compounds due to interaction.

As a first step,100 co-culture articles were reviewed, in order to identify the most commonly
used criteria for microorganismselection.It was found that in most of the reports, the selected
co-cultures came from a screening of multiple couples of a collection of microorganisms, or
the authors did not report how the selection process was carried ouln the other reports the
following six criteria were identified: prior knowledge of microorganisms, ecological criteria
or couples of microorganisms recovered from the same biological sample, Actinobacteria vs.
mycolic acid containing bacteria, bacteria of the gers Streptomycessp. vs. bacteria of the
genus Streptomycessp., bacteria of the genuStreptomycessp. vs. Proteobacteria and use of

pathogens.

Some of these criteria were used to select 15 microorganisms from the collection of
microorganisms of the reseach group. This set included 14 bacteria and a fungus, for their
inclusion at least one of the following selection criteria were used: prior knowledge of its
chemical production and/or biological activity, mycolic acid containing bacteria,

microorganisms recovered from the same sample, and bacteria from gen8¢reptomyces

Subsequently, binary cecultures (105) were evaluated in liquid media on a 15mL scale.

Organic extracts from these cultures were analyzed by UHPIMAD-ELSD, and 5 couples that
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showed charges due interaction were selected. These 5 couples were cultured on 100mL scale,
where it was found that none of the couples had the detected changes at 15ml scale. In
addition, none of the five cecultures guaranteed the coexistence of both microorganisms

Taking into accownt these results, & interactions screening in solid media was performed
using 4 different culture media (PDA, ISP2, ISP3, LB), and two different methodologies:
distance assays and contact assayihe former allowed to evaluate the inteactions due to
diffusible compounds; the latter allowed to evalate interactions due to celicell contact.
Phenotypic changes induced by coulture were evaluated and organic extracts were analyzed
by HPLCDAD. Promising interactions were analyzed by NMRNMR !H and COSY
experiments). From these results, 7 caultures were identified as promising because their
metabolic production was different from their respective monocultures. These couples are:
Streptomycessp. PNM161a and Rhodococcusp. RKHE26 (contact, LB),Purpureocillium sp.
PNM-67 and Paenibacillussp. PNM123 (distance, PDA) Purpureocillium sp. PNM67 and
Rhodococcusp. RKHE26 (contact, PDA)Purpureocillium sp. PNM67 and Streptomycessp.
IBUN-5.1 (distance, ISP3),Purpureocillium sp. PNM67 and Paenibacillus sp. PNM115
(distance, ISP3)Purpureocilliumsp. PNM67 and Paenibacillussp. PNM123 (distance, ISP3),
and Purpureocilliumsp. PNM67 andPaenibacillussp. PNM210 (distance, ISP3). NMR spectra
and HPLC chromatograms suggest that the four ISP3-coltures produce equal or similar

induced compounds but in different concentrations.

The coculture between Streptomycessp. PNM161a and the mycolic acid containing bacteria
Rhodococcusp. RKHE26 (contact, LB) was analyzed using L-®IS/MS. Molecular networks
showed that caculture induces the production of a molecular farily. Dereplication of this
network suggests the prauction of macrolide and peptide compounds with antibiotic
activity. The study of this ceculture (in 380 Petri dishes) was followed by NMR, and allowed
to show some minor changes, but did not allow the isolation of induced compounds by-co
culture. 5(2-amino-3-hydroxy-1-(1H-indol-3-yl)propyl) -2-hydroxybenzoic acid @.1) and
anthranilic acid (4.2.) were isolated from the organic extract of the ceculture. These
compounds are produced bystreptomycesp. PNM161a in monoculture so their production

is not exclusive to caculture.

The coculture between Purpureocilliumsp. PNM67 and the mycolic acid containing bacteria
Rhodococcussp. RKHE26 (contact, PDA) was analyzed by LMIS/MS. Multivariate data
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analysis and the constuction of molecular networks were integrated with dereplication
(using GNPS and the Dictionary of Natural Products). This analysis showed that thectdture
increases the concentration of leucinostatin A and leucinostatin B and induces the production
of 4 leucinostatins previously reported.To our knowledge, the ceculture between
Purpureocilliumsp. PNM67 andRhodococcusp. RKHE26 is the first successful example of an
interaction between a fungus andnycolic acid-containing bacteria.

The two cocultures whose interaction is due to celcell contact lack reproducibility.
Improvement of experimental conditions is needed for the establishment of contact €o

cultures in order to improve the reproducibility of experiments.

The coculture between Purpureocilliumsp. PNM67 andPaenibacillussp.PNM-123 (distance,
PDA) was cultured in 450 Petri dishes and from its organic extragtithasomnine-type alkaloid
compounds were isolated: 5,&dihydro-2-(secbutyl) -4H-pyrrolo[1,2b]pyzole (5.1) and 5,6
dihydro-2-isopropyl-4H-pyrrolo[1,2b]pyrazole (5.2). Compound5.1. has not been reported
previously. These compounds are induced by ecultivation and are probably produced by
Paenibacillus sp. PNM123 taking into account their diffusion gradient. This kind of
compounds is rare in the scientific literatue of natural products obtained from

microorganisms.

The coculture betweenPurpureocilliumsp. PNM67 and Streptomycesp. IBUNS.1. (distance,
ISP3) was performed in 450 Petri dishes taking into account that of the 4 promising
interactions observed in ISB medium, this couple was the one that produced the highest
amount ofthe induced compounds according to NMR analysis. Alternariob(3) was isolated
from the organic extract of the ceculture. This compound is produced by the fungus due
interaction in this co-culture, andin co-cultures with Paenibacillussp. PNM115, Paenibacillus
sp. PNM123 and Paenibacillussp. PNM210. Organic extacts from the interaction zonesof
these 4 cocultures were analyzed by LC/MSMS, and molecular networks were built.
Accading to these analyses, the caulture of the fungus withPaenibacillussp. PNM115 is the
most promising for further chemical studies because it inducethe greatest amount of features

associated exclusively with its ceculture.

As far as we know, this hesis is the first report in Colombia of a chemical study of

microorganism co-culture as a strategy for naturdproducts induction.



XVI Co-cultivo de microorganismos de origen marino como estrategia para la produccio
diferencial de metabolitos especializados
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acid-containing bacteria, naturalproducts.
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Los productos naturales obtenidos a partir de microorganismos han sido fuente importante de
compuestos con actividades biol6gicas relevantes. Sin embargo, con el paso de los afios la tasa
de redescubrimiento de los mismos ha aumentado significativamente. i8ado a esto, estudios
sobre el genoma de los microorganismos han demostrado que el niumero de compuestos
aislados de un microorganismo no corresponde en la mayoria de los casos a todos los que
potencialmente podrian ser producidos. El coultivo es uno delos enfoques que se ha
empleado para inducir la expresion de rutas biosintéticas silenciadas y cripticas. En la Ultima
década, el uso de esta estrategia ha aumentado significativamente; sin embargo, todavia

presenta multiples desafios tanto metodolégicosamo analiticos.

Teniendo en cuenta esto, en la presente tesis de maestria se propuso contribuir al estudio de
co-cultivo a partir de microorganismos de origen marino. Como objetivo general se plante6
implementar metodologias de seleccion y estudio de amiltivos de microorganismos que
condujeran a la identificacion de compuestos debidos a la interaccion. Como objetivos
especificos se plantearon: establecer una metodologia deleccion de microorganismos de
origen marino a cocultivar; seleccionar al menosdos cocultivos de microorganismos de
origen marino en funcién del cambio en su actividad bioldgica y/o el perfil metabdlico respecto
a los monocultivos correspondientes; y realizar el estudio quimico de al menos un-caltivo

seleccionado.

La tesis se pesenta en cinco capitulos autocontenidos. En el primer capitulo, se resume la
revision bibliografica realizada sobre cecultivo de microorganismos. En el segundo capitulo
se resume la seleccion del set de microorganismos y los resultados encontrados a ipatél
screeningen liquido de los cecultivos binarios realizados. En el tercer capitulo se resume el
screeningrealizado en medio sélido y la seleccion de emiltivos promisorios que seran
discutidos en los capitulos 4 y 5. Asi, en el capitulo 4 se enctra el estudio de la produccion

metabdlica de las interacciones por contacto entrBtreptomycesp. PNM161a y Rhodococcus
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sp. RKHE26 y, entrePurpureocilliumsp. PNM67 y Rhodococcusp. RKHE6. Finalmente, en
el capitulo 5 se encuentra el estudio deal produccion metabdlica de las interacciones a
distancia que involucran al hongd?urpureocilliumsp. PNM67.



A través de los afios, los metabobs secundarios aislados de microorganismos han
desempefiado un rol importante en el tratamiento de enfermedades humanas y han
revolucionado la industria farmacéuticat No obstante,en los Ultimos afiosla frecuencia de
aislamiento de nuevos compuestos halisminuido significativamente?, y la tasa de re
aislamiento de compustos es cada vez mas alta. EnRagura 1-1 se observa como co el paso

de los afios & tasa de descubrimiento de compuestos nuevos ha disminuido, sumado a que la
tasa de compuestos estructuralmente nuevos que seskubren cada afio ha disminuido.

Figura 1-1: En rojo el nimero de productos natrales marinos publicados por afio y en azul el
porcentaje de compuestos estructuralmente Unicos respecto al total de productos naturales
marinos reportados. Tomado de Pye y colaboradorgs
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Avances en la secuenciacién de los genes de los microorganismos, han permitido demostrar
gue su potencial diversidad quimica no es facilmente aprovechable, pues no se producen todos
los compuestos que potencialmente se podrian producir. Existen multiplegemplos que
muestran que el nimero de productos naturales obtenidos a partir de microorganismos es

mucho menor a los clisters de genes que potencialmente podrian codificar para metabolitos.
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Asi, en laFigura 1-2 se observa comparativamente el nUmero de clisters de genes conocidos
basados en los metabolitos aislados vs. el numero total de clisters de genes deducidos de la
secuenciacion del genoma paraifiérentes hongos y bacterias.

Figura 1-2: Hongos y bacterias productoras de metabolitos especializadod) Streptomyces
coelicolor, (2) Streptomyces avermitilis (3) Saccharopolyspora erythraea(4) Salinigpora
tropica, (5) Sorangium cellulosum(6) Myxococcus xanthugy) Pseudomonagdluorescens(8)
Burkholderia pseudomallei(9) Bacillus amyloliquefacians(10) Anabaenasp., (11)Penicillium
chrysogenum En barrasnaranjas se muestran el ndmero de clistes de genes conocidos
basados en los metabdtos aislados y en barras verdegl niumero total de clisters de genes
deducidos de lasecuenciacién del genomaAdaptadode Pettit4.
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Microorganismos

Por tal motivo, se han desarrollado métodos para inducir, activar y regulatisters de genes
denominados cripticos y silenciados.A continuacion, se discutiran brevemente cada una de
estas aproximaciones. Posteriormente, se profundizard en una de ellas, ekativo, por ser

el tema de principal interés para el desarrollo desta tesis.

1.1 Técnicas de induccion, activacion y regulacion de genes
silenciados y cripticos

Aunque existe sobrelapamiento y complementariedad entre las distintas técnicas, éstas
pueden agruparse en dos clases: alteracion de las condiciones fisicas y quasicy,

modificaciones genéticas.
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1.1.1 Alteracion de las condiciones fisicas y quimicas

A OSMAC

El método OSMAC (One Strain Many Compounds) fue propuesto inicialmente por Bode y
colaboradores y se refiere a la habilidad de una cepa de producir diferentes compuest
cuando crece bajo diferentes condiciones.

Este método no esta enfocado en la activacién de un clister especifico de genes, sino en la
posible variacion de los metabolitos secundarios del microorganismo a partir de la alteracion
sistematica de parametos de cultivo incluyendo componentes del medio (sales, aminoacidos,
fuente de carbono), pH, aireacion del cultivo (incluyendo el tipo de recipiente empleado) y la

temperatura de crecimiento. Este método es accesible, versétil, barato y sencillo de usar.

El uso de OSMAC no ha sido exclusivo al estudio de la produccion metabdlica de
microorganismos de origen terrestre, sino que ha sido utilizado ampliamente para el estudio

de microorganismos de origen marino en afos recientes con resultados prometedores.

A Inhibidores de las HDAC

Las histona deacetilasas (HDAC) son una familia de proteinas que desempefian un rol
importante en la modulacion de la expresién génica a través de la desacetilacion de las
histonas? Las HDACs hacen mas o0 menos accesible el ADNnjigtedo en cuenta que a través
de la accesibilidad al mismo se controla la transcripcion, inhibidores de las HDACs pueden

tener un efecto inhibitorio o estimulador en la expresién de los genes correspondientés.

El uso de este método ha tenido numerososegfplos exitosos en la activacion de cllsters
cripticos en hongost! En el caso de bacterias, existen pocos ejemplos, donde se ha encontrado
gue los inhibidores de las HDACs aumentan o reducen la concentracién de productos naturales
ya conocidos. Aunque sunecanismo no es comprendido totalmente, es un método sencillo y

barato s

A Elicitores quimicos

Se ha demostrado que concentraciones subinhibitorias de antibiéticos (SIC) pueden regular la
expresion génica a nivel de la transcripcié# Se han observado mulfiles cambios fenotipicos
en presencia de SICs, incluyendo la formacién de biofilm y el incremento de la motilidad
bacterianal® También se han reportado resultados prometedores empleando compuestos

inorganicos, elementos de tierras raras y metales pesadus.
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A Cultivo con conocimiento previo del genoma

El analisis del genoma de un microorganismo permite postular rutas biosintéticas y productos
esperados con cierto grado de confianza. Esto permite explorar condiciones de cultivo
especificas a partir de lapredicciones realizadas con el conocimiento del genona.

Challis y colaboradores realizaron el andlisis del genoma @&treptomyces coelicolora partir
del cual propusieron un tripéptido como producto de una de los 14 cllster cripticos
remanentes de estebacteria. La postulacion de esta estructura los llevé a especular que el
compuesto podia ser un siderdforo de hierro. A partir de esto, seleccionaron un medio de

cultivo agotado en hierro, donde obtuvieron un tetrapéptido, la coeliquelin&:16

A Cocultivo

Consiste en el cultivo de dos 0 mas microorganismos en un mismo espaéiil co-cultivo ha
demostrado ser un enfoque Util tanto para la produccién de productos naturales novedosos a
partir de clusters de genesripticos como para el incremento en la conagracion de productos
naturales silenciados, que de otra manera se producirian en una cantidad demasiado baja para

ser detectados!8

1.1.2 Modificaciones genéticas

En esta categoria se encuentran diversos métodos como la ingenieria ribosémica y alteracion
de lamaquinaria transcripcional, la manipulacién de reguladores globales o especificos a una
ruta sintética, el empleo delquorum sensingcomo una herramienta de regulacién y la
expresion heterélogaé En comparacion a las alteraciones de condiciones quimicadigicas,
este grupo de métodos tiende a ser mas costoso e implica mayores desafios para ser llevado a

cabo.

1.2 Co-cultivo o fermentacion mixta de microorganismos

1.2.1 Generalidades

El descubrimiento tradicional de productos naturales derivados de microorganismos
involucra frecuentemente el crecimiento de una cepa seleccionada en un monocultivo rico en
nutrientes. Esta estrategia ha sido efectiva, pero no tiene en cuenta que los microorganismos

normalmente crecen en ambientes complejos y limitados en nutrientes.eSestima, por
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ejemplo, que un gramo de suelo contiene 10000 diferentes especies de bactettaBPe tal
manera, interacciones inter 0 intraespecies son prevalentes en la naturaleza y no seria
sorprendente pensar que el crecimiento de un microorganismo emresencia de otre podria
alterar o estimular el metabolismo secundario de la mism&.De hecho, se ha encontrado que
la comunicaciéncelular es decisiva en la activacion o supresion de metabolitos claves, dado
gue células individuales pueden monitorear el comportamiento del grupo y a partir del mismo

modelar su transcripcion y traduccionzt

En efecto, cuando los microorganismos interactian oo otros, producen metabolitos
secundarios que pueden tener efectos positivos 0 negativos sobre los demas. En un estudio
reciente, se evaluaron las interacciones entre bacterias pertenecientes al gén&toeptomyces

y se encontrd que dependiendo de la cean la que eran enfrentadas y de la disponibilidad
de nutrientes, la produccién antibiética se incrementaba y la de su competidor se reprin#a.
Este resultado apoya la hipétesis de que los metabolitos secundarios actian como armas
contra otros microorganismos. Sin embargo, otros estudios han demostrado como los
metabolitos secundarios son claves en la comunicacion entre microorganismos. Por ejemplo,
un estudio demostré que el acido fusarico producido por el hong&usarium oxysporum
promovia la colonizacién de su hifa por la bacteriaPseudomonas fluoresceds Ambos
escenarios son igualmente interesantes en el descubrimiento de compuestos novedosos y en

la comprension del rol de los metabolitos secundarios en la naturaleza.

A los frecuentemente denominadosOi AOAAT 1 EOI O OAAOI AAOET 66 h Al
AATTTET AOU Oi AGAATT EOI O AOPAAEATI EUAAT O6h OAT EAI
autores, el rol de estos compuestos es clave en la supervivencia de los microorganismos en su
ambiente natural, y no es secundario ni menos relevante respecto a los normalmente

denominados metabolitos primariog4.

El cocultivo de microorganismos consiste en el cultivo de dos 0 mas microorganismos en un

—)

mismo ambiente confinado'? Algunos autores denominan a este mO1 AIAODOIEOT 6 AOA
AO OAAT EUAAT AT 1T AAET Oel EAih U O&FAOI AT OAAEsT i
Ai 1 AAT Al -ADil OEBI 6 O®ET Al AdI OEOI OA OAAI EUA Ai
AOi POEAAOh U OA (vh Eid@pas rio E@iitadas Iiafp cobdicior@Asadticas

%l 1A 1 AUT OpA AA 110 OADPI OOAO AA 1 A -ADIOCEH Al AR A

/
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independientemente de la naturaleza de las cepas y del medio de cultivo emple#&d&on este

significado usaremos este término en este documento.

Estudios sisteméaticos de caultivos solo empezaron a realizarse hasta el final del siglo XX.
29 Como resultados del cecultivo se podrian incluir: rendimientos incrementados de
metabolitos previamente descritos produccion de analogos de metabolitos conocidos y la
induccion de metabolitos bioactivos nuevod? Aunque el coecultivo es una estrategia
prometedora que ha generado resultados positivos, adn permanece inexplorada
principalmente por su falta de reproducbilidad relacionada a la ausencia de protocolos

estandarizados y a la dificultad en la predictibilidad de los resultados generad#s?

En general, los estudios realizados incluyen 3 sistemas: elcoltivo de diferentes hongos, el
co-cultivo de hongos on bacterias y el cecultivo de diferentes bacteriasAlgunos ejemplos del
uso del cocultivo se resumen en laTabla 1-1, donde para cada casose presenain los
microorganismos estudiados, los metabolitos producidos en el amultivo (indicando si son

compuestos nuevos) y la actividad biolodgica de los mismos.



Tabla 1-1: Algunos ejemplos de cecultivos de microorganismos, en azul se resaltan los que involucran microorganismos de origen
marino.

MICROORGANISMOS
COCULTIVADOS METABOLITOS REPORTADOS ACTIVIDAD

B: Bacteria, H:Hongo (N: Nuevo) BIOLOGICA

, Acremostatina A (N)
chg:g:grrr;% Q(I:;) Acremostatina B (N) - DZ%ZTL(SOIb
yeog Acremostatina C (N '

REFERENCIA

Secopenicilida C (N)
Penicilida
MG141
Pestalasina A
Stromemycina

Penicillium pinophilum(H)
Trichoderma harzianum(H)

Fumiformamida (N) -
Aspergillus fumigatugH) . h-((#2,32)-1,4-bis(4-metoxifenil)buta-1,3- Citotoxica Zucket al42
Streptomyces peucetiu®) dien-2,3-diil)diformamida (N) '
DerivadosN- formil y xanthocilina -
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MICROORGANISMOS

METABOLITOS REPORTADOS ACTIVIDAD
.COCU_LTIVADOS (N: Nuevo) BIOLOGICA REFERENCIA
(B: Bacteria, H:Hongo)
Fusarium tricinctum(H) Subenniatina A (N) - Wanget ak3
Fusarium begoniagH) Subenniatina B (N) -
Lateropyrona Antibidtica
Enniatina B -
Enniatina B1 Antibiotica
. - Enniatina Al Antibiotica
Fusarlgm trlcmc_:'Fum (H) Fusaristatina A - Olaet ak4
Bacillus subtilis(B) (-)-citreoisocumarina i
Macrocarpona C (N) -
2-(carboximetilamino) acido benzoico (N) -
(-)-citreoisocumarinol -
Tripanocida-

Aspergillus fumigatugH)
Streptomyces bulli{B)

Ergosterol
Brevianamida F
Spirotryprostatina A
6-metoxi spirotryprostatina B
Fumitremorgina C
12, 13-dihidroxi fumitremorgina C
Fumitremorgina B
Verruculogeno
11-O-metilpseurotina A
11-O-metilpseuratina Az (N)
Emestrina A
Emestrina B

Leishmanicida
Leishmanicida
Tripanocida-
Leishmanicida
Tripanocida-
Leishmanicida
Tripanocida-
Leishmanicida
Tripanocida-
Leishmanicida
Leishmanicida

Ratebet ak4

Saccharopolyspora erythraeéB)
Fusarium pallidoroseun{H)

Analogos acido tetramico (N)
Equisetina

Citotoxica

Whitt et al45
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Mlggggﬁ.?\f‘ AI\\I[I)SOI\gOS METABOLITOS REPORTADOS ACTIVIDAD REEERENCIA
(B: Bacteria, H:Hongo) (N: Nuevo) BIOLOGICA
Ophiosetina -
N-(2-hidroxifenil) -acetamida -
Actinokineosporasp. (B) 1,6-dihidroxifenazina Antitripanosomal Dashtiet al46
Nocardiopsissp. (B) 5a, 6, 11a, 1zetrahidro-5a,11* - :
dimetil[1,4]benzoxazino[3,2b][1,4]benzoxazina
Streptomyces cinnamoney8) AVAC?/&E?;:C\I/;:\/%;&N) C'tOt_oma Hoshino
. 47
Tsukamurella pulmoni<(B) Alcaloide BE13793C Citotéxica etal
Penicillium citrinum (H) Citrifelina A (N) Antibiotica Menaet al4
Beauveria felina(H) Citrifelina B (N) Antibiotica 9 ;
Chojalactona A Citotéxica .
Streptomycesp. (B.’) Chojalactona B Citotoxica Hoshino
Tsukamurella pulmonigB) Chojalactona C i et ak?
Niizalactama A - .
Streptomycesp. (E_é) Niizalactama B i Hoshino
Tsukamurella pulmonigB) Niizalactama C i et ako
5-alquil-1,2,3,4tetrahidroquinolinas (5aTHQSs):
5aTHQ7n Antibidtica
5aTHQS8I Antibidtica
. 5aTHQ8n Antibidtica .
Streptomyces mgrescgr(s) 5aTHQOI Antibiotica Suglyz;llma
Tsukamurella pulmonigB) 5aTHQ9N Antibiotica et al
5aTHQ10a Antibidtica
5aTHQ10i Antibiética
5aTHQ10n Antibidtica




En el caso demicroorganismos de origen marino, el cecultivo ha demostrado ser una
estrategia promisoria para el descubrimiento de nuevos compuestos bioactivdsNo obstante,
se han reportadomenosejemplos en comparacion con los que involucran microorganismos de

origen terrestre.

En el caso de Colombia, los estudios realizados empleando este método son escasos. Varios de
los estudios publicados se han enfocado en la evaluacién de cultivos mixtos con fines de
biodegradacion y biorremediaciong2ss Un estudio reciente realizado por CondeMartinez y
colaboradoress evalué la actividad antibacteriana y citotéxica de cultivos mixtos derivados de
muestras de las salinas de Manaure. La actividad biolégica les permitié priorizar algunos de
los cultivos mixtos para el aishmiento de cepas puras, de las cuales se evalud su produccion

metabdlica.

Es importante resaltar, que ninguno de los estudios publicados a nivel nacional, se ha enfocado
en detectar los cambios en el perfil quimico de los emiltivos en comparacion conlos

respectivos monocultivos, que es uno de los objetivos de la presente tesis de maestria.

El co-cultivo ha sido empleado con diversos propdsitos:

A Lainvestigacion de comunidades naturales en un contexto agricéla
A La comprension del fenémeno de simbiosi(por ejemplo, la proteccion antibidtica de

un coral por su simbiontesg)

>

La investigacion de interacciones del microbioma humano (por ejemplo, su relacion
con enfermedades?.60)

A Laproduccién de productos de fermentacién especificos a nivel industrial (pduccién

de etanol, hidrégeno, acido acético, acido lactico, biopolimeros, enzimas, carotenoides,
saborizantes5)

A Lainduccién de metabolitos secundarios con potencial farmacéuti¢o

1.2.2 Modos de interaccion

Los efectos observados por efecto del exultivo pueden ser el resultado de dos tipos de
interaccion: interaccion debida a compuestos difusibles e interaccion debida a contacto célula

célulazo
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A Interaccion debida a compuestos difusibles (quimica)

Las bacterias producen compuestos que se pueden difundir yug son conocidos como
moléculas difusibles. En numerosos casos, metabolitos difusibles de una cepa estimulan la
produccion de metabolitosespecializadosde una segunda cepa. Estas moléculas difusibles
pueden actuar como nutrientes, sefializadores o antibiios. A continuacion, se mencionan

algunos ejemplos de ellos.

Un ejemplo de la provision de nutrientes fue presentado por Ueda y colaboradofé®n un
screeningbinario con 76 cepas deStreptomycesEn un grupo de experimentos encontraron
gue el 34% de lasdacterias ensayadas inducian la produccién antibiotica y/o la esporulacion
del Streptomycesvecino. Estudios adicionales con una de las parejas de bacterias que
interactuaban identificaron al sideréforo desferrioxamina E como la molécula estimulador.
Estos resultados indicaron que el hierro, suministrado por sideréforos especificos, desempefia
un papel importante en el desarrollo deStreptomyces Consistente con este modelo, los
sider6foros que monopolizan el hierro en lugar de proveerlo a su cepa vecina retardan el

desarrollo, como se pudo ver en el caso denycolatopsisp. AA4 yStreptomyces coelicolse

Otro ejemplo de la modulacién en la pvision de nutrientes es la interaccion fungica con
relevancia industrial entre Rhodotorula glutinis y Debaryomyces castelligue resulté en la
produccion incrementada de un carotenoide respecto a los monocultivés.Los autores
sospecharon queD. castelli hidrolizaba los oligosacéaridos del medio en mono y disacaridos,

gue pueden ser utilizados mas efectivamente pdr. glutinispara la sintesis de carotenoides.

Las interacciones via moléculas de sefalizacién o antibiéticos han sido las mas reportadas en
la literatura. Un ejemplo es la induccion del pigmento azul actinorodina eftreptomyces
lividans por efecto de otra cepa d&treptomycesencontrado en el ensayo de sobrenadantes de
405 cepas de actinomycete®. EI compuesto sefalizador involucrado en estmteraccion fue
aislado e identificado como un oligopéptido denominado goadsporina. La goadsporina se
encontr6 que actuaba como un inductor general del metabolismaspecializado de
Actinomycetes. Posteriormente, se evalud frente a 42 cepas seleccionadaszr, donde
estimulé la produccion de pigmentos en 20 cepas y la esporulacion en 32 cepas. Asi mismo, se
encontré que la goadsporina era un potente antibiético especificoftreptomycesno mostré
bioactividad frente a proteobacterias, firmicutes u hongaskn el caso d&. scabiess. coelicolor

y S. lividansmostr6 una concentracion minima inhibitoria de 0.2, 3.2 y 6.44g mL1
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respectivamente. A concentraciones subinhibitorias, la goadsporina estimula la esporulacion

y la produccion de antibiéticos, mientas que a altas concentraciones funciona como una
potente toxina. Este fendmeno donde una dosis baja de una molécula causa estimulo, y una
dosis alta de la misma molécula causa toxicidad se conoce como horm@sisa hormesis es de
vital importancia en lacomprension de las interacciones presentes en los -@ultivos donde
concentraciones subtéxicas de antibidticas pueden estimular la esporulacion, el desarrollo o
la biosintesis de metabolitosespecializados mientras que altas concentraciones pueden

causarla muerte celular3

Ejemplos de interacciones de esta categoria han demostrado que la inhibicion en el
crecimiento es en muchos casos clave para la estimulacion del metabolismo secundario.
Muchos microorganismos por lo general responden a moléculas inhdoras del crecimiento

produciendo sus propias moléculas inhibidoras del crecimient®’

A Interaccion debida a contacto célulaélula (fisica)

Esta categoria hace referencia a los-@uiltivos que requieren contacto fisico célulacélula para
mostrar un cambioen la produccidn metabdlica Uno de los primeros ejemplos reportados en
esta categoria fue el trabajo realizado por Clardy y colaboradores en la induccién de un
metabolito a través del cecultivo del hongo marinoPestalotiasp. con la bacterid halassospia
sp.33 Estos estudios condujeron al aislamiento y elucidacion estructural de la pestalona, una
benzofenona que no se detecté en los controles de hongo y bacteria. La pestalona mostré
importante actividad antibacterial. Un estudio similar realizado por efjrupo de Fenical mostré
gue el hongo marinoLibertella sp. podia producir las libertelenonas cuando erao-cultivado

por una proteobacteria marina no identificada. Estos diterpenoides mostraron actividad

citotoxica de moderada a potente en contra de unéka celular de cancess

En ambos estudios, se intentd replicar la interaccion sustituyendo la bacteria inductora por
células de bacteria muertas, sobrenadantes libres de células o extractos de acetato de etilo; sin
embargo, todos estos ensayos fracasaron, demostrando que se requiria contacto célcddula

para la induccién de la biosintesis de la pestalona y las libertelenonas.

Se ha encontrado que un gran numero de interacciones hongacteria no estan mediadas por
compuesbs difusibles sino por contacto fisico célul@élula. Brakhage y colaboradores
encontraron que las interacciones entreAspergillus nidulansy Streptomyces rapamycinicus

hacen parte de esta categoria, visualizando este proceso mediante micrografia electcanie
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barrido.6” Cuando la induccion de metabolitos fue analizada con més detalle se encontré que
la bacteria estaba causando alteraciones de la cromatina del hongo por acetilacion de las
histonas via complejo Saga/Ad& En general, se ha encontrado quel emetabolismo
secundario de hongos puede ser altamente sensible a las modificaciones de las histéhas.

1.2.3 Consideraciones experimentales

A continuacion, secesumen algunasde las consideraciones experimentales necesarias para el

establecimiento de cecultivos.

A Seleccion de microorganismos

El cocultivo como una herramienta de induccion de metabolitos bioactivos es un método
relativamente reciente, esto ha causado que no existan criterios totalmente definidos para la
seleccién de los microorganismos que interctuaran. Se realizé una revision de 100 articulos
de cocultivo con los que saleterminaron los criterios de seleccion de microorganismos mas
empleados. Asien 48 casos la seleccién del exultivo proviene de unscreeninga partir de un
cepario de microaganismos, o los autores no explican el proceso de seleccion delatdtivo.

En los otros 52 casos se identificaron seis criterios de seleccion de microorganismos para la
realizacion de cacultivos entre los que se encuentran: el uso de interacciones preges en la
naturaleza o criterio ecoldgico (20 casos); el enfrentamiento con una bacteria que contiene
acido micdlico en su pared celular (14 casos); el enfrentamiento con patégenos (7 casos); el
enfrentamiento entre bacterias del génerdtreptomyceq2 casos); el conocimiento previo de
los microoganismos (8 casos) y el enfrentamiento entre bacterias del génebtreptomycegson
bacterias pertenecientes aphylum Proteobacteria (1 caso). A continuaciéyse explicara con

mas detalle en qué consiste cada unadstos criterios.

Un primer criterio es elegir microorganismos que interactian en la naturaleza en una
comunidad microbiana (criterio ecoldgico). En la naturaleza los microorganismos pueden
interactuar de diferentes maneras mediante: interacciones positas (comensalismo,
protocooperacion y mutualismo), interacciones negativas (amensalismo y competencia) e
interacciones que son positivas parano, pero negativas para otro (parasitismo y predacion).
Para una produccion eficiente de compuestos bioactivos sensidera el uso de interacciones
positivas (comensalismo, protocooperacion y mutualismo) entre 2 microorganismos como

una estrategia promisoriag®
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Un ejemplo del uso de este primer criterio se observa en el estudio realizado por Rateb y
colaboradores4, donde realizaron experimentos de cecultivo con Streptomyces bulliiy
Aspergillus fumigatus obteniendo 12 compuestos que no se encontraban en los monocultivos
de ninguno de los dos microorganismos. Estos dos microorganismos se obtuvieron a partir de
la misma muestra de suelo del Desierto de Atacama en Chile y su interaccion era

inicialmente tan estable que se pensaba que eran un Unico microorganismo.

Un segundo criterio es enfrentar a unactinobacteria con una bacteria que contenga acido
micolico en su pared celular. Este criterio es resultado de los estudios realizados por Onaka y
colaboradores. En un primer estudio reportado en 2011 se encontr6 que cuando se
realizaban caecultivos de cepas destreptomycesaisladas de suelo cod sukamurella pulmonis
(bacteria que contiene acido micdlico), se alteraba la sintesis de productos naturales \am
88%, se producian nuevos metabolitos secundarios en un 37% y se incrementaba la
produccion de metabolitos en un 55%. También se encontré que el-caltivo de cepas de
Streptomyces con Rhodococcus erythropolisy Corynebacterium glutamicumalteraba la
biosintesis de los compuestos producidos en un 87% y 90% respectivamente, y se producian
nuevos metabolitos secundarios en un 32% y 34% respectivamente. Esto permitié a los
autores concluir que las bacterias que contienen acido micdlico pueden influenciar aftas

frecuencias la biosintesis de productos naturales edtreptomycespp.’:

Empleando este precepto Onaka y colaboradores aislaron una gran variedad de compuestos
nuevos como la arcyriaflavina E, las chojalactonas AC*9, las niizalactamas AG0, las5-alquil -
1,2,3,4tetrahidroquinolinas 51, los streptoaminale$?, las dracolactamas A y B, mirilactamas
CFE#y las umezawamidas A y B a partir de co-cultivos de Streptomycescon bacterias que
contienen acido micoélico. También han realizado estudios pammprender el mecanismo de
esta interacciorne’7, y aunque todavia no tiene total claridad al respecto, se sabe que se
requiere que haya un contacto fisico célutaélula de manera que ocurra la alteracion en la

biosintesis de productos naturales.

Otro ejemplo del uso de este segundo criterio se puede observar en el estudio realizado por
Bugni y colaboradoreg® donde realizaron cocultivos de 65 bacterias pertenecientes a la
familia Micromonosporacea&on 2 bacterias que contienen acido micélicdfycobacteium sp.

y Rhodococcussp). A partir de este estudio encontraron que 12 Micromonosporaceae

producian metabolitos diferentes en cecultivo respecto a los presentes en el monocultivo.
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Un tercer criterio consiste en el cecultivo entre un microorganismo de irterés, y un patégeno.
Un ejemplo del uso de este criterio se pudo observar en el estudio realizado por Sung y
colaboradores?, donde se realizaron los caultivos entre un aislamientoStreptomycesp. con
cuatro patégenos humanos que incluian 8acillus suotilis, Staphylococcus aureugMSSA),
Staphylococcus aureu$MRSA) y Pseudomonas aeruginosaSe observd que el coultivo
incrementaba la produccion de tres antibiéticos, y que a juzgar por lo observado por

espectrometria de masas también se producian vas analogos de estos antibiéticos.

Otro ejemplo del uso de este criterio es un estudio realizado por Rathore y colaboradores
reportado en 20160. En este trabajo se realizé el ecultivo de Streptomyces variabilicon el
patégeno Cryptococcus neoformansausante de la meningitisS. variabilishabia demostrado
actividad contra C. neoformangy al realizar su cecultivo con el patdgeno, se llevé a cabo una
evolucion adaptativa en laboratoridl. Es decir, un primer cecultivo en medio liquido se
sembré en mdtiples cajas de Petri, a cada aislamiento d& variabilisse le evalud la actividad
frente a C. neoformansencontrandose que habia un aislamiento d®. variabiliscon actividad
incrementada, al cual se le volvié a someter a-@ultivo con el patégeno. Este procedimiento
se hizo dos veces mas, y al final se obtuvieron 3 cepas mutantesSdevariabiliscon actividad
incrementada respecto aC. neoformansa las cualesse les analizaron sa metabolitos
secundarios encontrando que el proceso adaptativo habia fomentado la sobreexpresion de los

metabolitos con actividad en contra d&C. neoformans

Una modificacion de este criterio ha sido sugerida por Pessotti y colabora@gs?, en esta se
realizan co-cultivos entre patdégenos que coexisten en el mismo hospedero y compiten por los
mismos recursos. Un ejemplo del uso de este criterio es un estudio realizado por Glauser y
colaboradores3, que establecié el caultivo entre hongos patégenos de cultivos de uva,

incrementando en un factor de 100 el rendimiento del compuest®-metilmeleina.

Un cuarto criterio consiste en el enfrentamiento de bacterias del génerstreptomyces Un

estudio realizado por Ueda y colaboradorés demostré que con alta frecuencia en
Streptomycedas interacciones interespecificas estimulan la produccién de antibiéticos y/o la
diferenciacion celular. La validez de este criterio podria ser confirmada por un estudio
realizado en afios posteriores por Russel yotaboradores4, donde se encontré que las
bacterias inhiben principalmente el crecimiento de bacterias metabdlicamente similares y

relacionadas evolutivamente.
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Un quinto criterio hace referencia a la existencia de conocimiento previo sobre los
microorganismos a estudiar. Asi, se seleccionan microorganismos modelo o microorganismos
de los que se conoce informacion a nivel genémico o sobre los metabolitos que produce. Un
ejemplo de ello es el estudio realizado por Wu y colaborador®s donde los autores
seleccionaron a Streptomyces coelicolory Aspergillus niger por ser microorganismos
ampliamente estudiados en su laboratorio, y con esta pareja establecieron unadtivo que
indujo la produccion de un dipéptido ciclico y del acido-hidroxifenilacético.

Un dltimo criterio que podria emplearse seria el enfrentamiento entre una bacteria
Streptomycesp. con una bacteria perteneciente al filo Proteobacteria. Este criterio esta basado
en el estudio realizado por Carlson y colaboradorégdonde realizaron el cecultivo de una
cepa deStreptomycessp. con cepas debhylum Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria
encontrando que las cepas del filo Proteobacteria inducian la produccién del antibidtico
resistomicina en un 65%, a diferencia dgbhylum Firmicutes y Actinobacteria que inducian la
produccion de resistomicina en un 5,9% y 9,1% respectivamente. Esto permitiria suponer que
la induccion de la produccién de un antibidtico puede ser dependiente dehylum de la
bacteria, y que esto podria tenerse en cuentanda realizacion de un screening sistematico de

co-cultivos.

A Condiciones para el establecimiento del eoultivo

En los coecultivos existen numerosas variables que deben tenerse en cuenta en el momento
del establecimiento del experimento. Estas incluyen alimero de microorganismos que
participan en la interaccion, el grado de contacto entre los microorganismos, el medio de

cultivo y volumen del mismo, la densidad poblacional y el tiempo.
NUmero de microorganismos

La estrategia general consiste estudiar una interaccidon entre dos microorganismos bajo
condiciones controladas. Interacciones complejas que involucren varios microorganismos no
se sugiere estudiarlagdirectamente porque la contribucion de cada individuo séa dificil de

comprenderi’Mas de tres microorganismos pueden conducir a un nivel inmanejable de
complejidad en términos de interacciones moleculares, que conllevan a una baja

predictibilidad e inestabilidad.8”
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Grado de contacto

En los cecultivos, los microorganismos pueden estar perfectamente mezclados o
parcialmente separados, lo cual se logra mediante el uso de barreras fisicas. En general,
escoger un modo particular para separar las poblaciones de microorganismos permite un

control estricto de las nteracciones, lo que puede ser clave para la estabilidad del sistefia.

Los cacultivos que buscan induccion de metabolitos bioactivos por lo general se realizan en
medio liquido y los microorganismos se encuentran mezclados sin ningun tipo de barrera
entre ellos7888 S6lo en algunos casos especificos el contacto es parcial, pues se busca
determinar el modo de interaccion en un ceultivo determinado, particularmente si se
requiere o no el contacto directo de los microorganismos para observar algun tip@ @¢ambio.
Para estos casos, la separacion puede ser lograda empleando membranas semipermeables,

geles y dispositivos microfluidicos?.90

Como ejemplo de estos estudios se puede mencionar eladtivo entre Streptomyces lividans

y Tsukamurella pulmonisantes citado, en el que se deseaba conocer si la induccién de la
produccién de compuestos ocurria aunque no existiera un contacto fisico cékdalula. Para
esto, se establecié el coultivo en un envase de dialisis con dos compartimentos separados por
una membrana que permitia intercambio de metabolitos pero no el contacto directo; al
realizar este experimento no hubo induccion de los compuestos, lo que llevé a la conclusion de

gue el contacto directo era necesario:
Medio de cultivo

Para el cecultivo de microorganismos se pueden emplear medios de cultivo sélidos o liquidos.
La seleccion del medio de cultivo debe tener en cuenta a los dos microorganismos

involucrados.

El cultivo de los dos microorganismos en medio sélido permite visualizar con facilidad |
morfologia y patrones de interaccién’. Asi mismo, facilita la ubicacion espacial de los
metabolitos (particularmente en la zona de confrontacion) por medio de espectrometria de
masas de imagenes. Los ensayos en medio sélido son una valiosa herramiemgara evaluar

la competencia entre microorganismos, pues se pueden observar cambios en los fenotipos que

pueden incluir defectos en el desarrollo, inhibicion del crecimiento, lisis, motilidad vy
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produccion de pigmentos?? Sin embargo, los cultivos en medisolido se suelen hacer a
pequefa escala (caja de Petri), y producen cantidades limitadas de metabolitos.

En medio liquido, no es facil visualizar la interaccion entre los microorganismos, pero la
induccion de metabolitos secundarios es mas facilmente mdoreable, a lo que se suma la
facilidad de escalamiento del cultivo para el aislamiento de metabolités En cualquier caso, la
seleccion del medio de cultivo dependera de los microorganismos que se estén trabajando,
pues se han reportado casos donde los etabolitos bioactivos se encuentran en mayor

concentracion en medios solidog3

Por lo general, es comun encontrar que para el estudio de interacciones que involucran hongos
se empleen medios so6lidg®, mientras que para cecultivos que Unicamente involucan

bacterias se empleen medios liquido%.

Los cocultivos pueden ser llevados a cabo en cualquier rango de volumen y es la aplicacion la
gue determina la eleccion de volumerAsi,por ejemplo, la disminucién del volumen del medio
de cultivo a niveles demicrolitros se usa para la realizacion descreeningsde diferentes
sistemas y condiciones. Mientras que el aumento del volumen de cultivo se usa para estudios
de escalamiento que buscan determinar condiciones de cultivo a nivel industrial, con el fin de
aumentar el rendimiento en la produccién de metabolitos bioactivos. El volumen determinaréa

el tamafio de las poblaciones emplead®.
Densidad poblacional

En cocultivos las proporciones entre las poblaciones de microorganismos deben ser
optimizadas para obener un cultivo estable de manera que un microorganismo no elimine al

otro.87
Tiempo

El tiempo de cocultivo dependera de la naturaleza de los microorganismos (hongo o bacteria)
y de la velocidad de crecimiento de cada una de las cepas involucradas emntaraccion.
Todavia no se tiene claridad cual es el tiempo 6éptimo de inoculacién de cada uno de los
microorganismos ni cudl es el tiempo Optimo de extraccié#. Lo que frecuentemente se

reporta es que se hacen monocultivos de cada uno de los microorganisndos cuales se



Capitulo 1 21

incuban en rangos de 2472h para luego ser inoculados en medio estéril, donde el-caltivo

es incubado en rangos de-35dias36.38.39,44,46,78,88,95

A Extraccion y perfilado metabdlico

Debido a la gran complejidad de los extractos se haceagsario el uso de métodos analiticos
avanzados, buscando no solo la deteccion sino también la identificacion de los metabolitos
inducidos mediante el cecultivo. Las técnicas empleadas incluyen CCD, HPLC acoplado a
diferentes detectores, GBS y RMN. Enalgunos casos los cambios inducidos por el-@ultivo

son tan grandes que la simple comparacion de los cromatogramas (0 espectros) permite

detectarlos, no obstante, muchas veces se debe hacer uso de andlisis multivariado de datos.

La induccion de metabatos primarios ha sido monitoreada con RMNH?%, HPLCGIR®” y GC
MS%8, Para metabolitos secundarios, se han empleado G&MHPLCUVL0; RMNB8; GEMS01 y
HPLCGMS02, asi mismo, el uso de MS/MS permite generar mayor informacién de los

metabolitos presentest?

En un gran nimero de experimentos de coultivo, se ha observado sobreproduccion de
pigmentos en el medio de cultivo o en la zona de confrontaci®5.103, Para estos casos se han
empleado técnicas analiticas basadas en la deteccion del color como (UNg), CCB1 o HPLC

UWLo4105 que permiten detectar la induccion de estos compuestos para su posterior

identificacion.

El uso detH NMR se ha popularizado en los estudios de perfilado metabélico haciendo uso de
extractos naturales crudos sin ninguna sepa@bdn cromatografica previalo¢ Es un método
simple y reproducible, que no implica una preparacibn de muestra compleja. Provee
informacién estructural importante para identificacion de los compuestos mediante los
espectros mono dimensionales ¥H RMN) y bidmensionales (dresolved, COSY, HMBC,
HSQC}07 Adicionalmente, provee informacion cuantitativa, pues la intensidad de la sefal es
proporcional a la concentracién molar de los metabolitos. El uso de bases de datos puede

permitir la identificaciébn de compuestos de manera rapidaos

Las técnicas acopladas a espectrometria de masas han sido empleadas con frecuencia por su
sensibilidad, poder de resolucién y su capacidad de proveer informacién estructural de los
metabolitos inducidos106 La cromatografia de gass acoplada a espectrometria de masas

genera perfiles de alta resolucion y la identificacion de los metabolitos puede realizarse
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rapidamente empleando bases de datos (si el modo de ionizacién es impacto electrénico) y el
indice de retencionio¢ En comparaddn, la resolucion de la cromatografia liquida es por lo
general menor, pero cuando es combinada con un espectrémetro de alta resolucién que
emplee un método de ionizacién como ESI, esta técnica provee una buena separacion de los
constituyentes del metabobma en términos cromatograficos y de masag.Ademas, LEMS
tiene la ventaja de permitir analizar un rango muy amplio de metabolitos secundarios, a
diferencia de GEMS que requiere que los compuestos sean volatiles, lo que puede implicar

pasos de derivatiacion 106

Por ultimo, la espectrometria de masas de imagenes se ha empleado para el analisis de la
composicion de las zonas de confrontacion de -@ultivos de microorganismos en medio
sélido. Esta técnica permite obtener informacion respecto a la distrilmibn espacial de
moléculas especificas. Existen diferentes métodos, segun la técnica de ionizacion: MALDI
(matrix -assisted laser desorption ionization), DESI (Desorption electrospray ionization) y
LDPI (Laser desorption postionization). Su uso permite regirar el espectro de masas total en
posiciones definidas, y la compilacion de esos datos facilita una imagen de apnaa particular

del co-cultivo.109 La eleccion del método de ionizacién dependera del tipo de metabolitos que
deseen ser detectados. MALDIsemas adecuado para metabolitos de alto peso molecular
(péptidos y proteinas) mientras que DESI es adecuado para metabolitos de bajo peso

molecular 110

A Anadlisis de datos e identificacion de metabolitos

Luego de que los extractos han sido analizados, usando cualquiera de los métodos analiticos
(o combinaciones) mencionados, se debe proceder a analizar los datos con el objetivo de
identificar aquellos metabolitos secundarios que son producidode novao cuya produccién ha
sido afectada por el cecultivo. Dada la complejidad de los datos (tiempos de retencion, valores
de m/z, desplazamientos quimicos, etc.) se deben usar herramientas quimiométricas, para

identificar las sefiales de interés y luego correlaci@rlas con la identidad del compuesté?

Para experimentos de cecultivo se han empleado varios métodos quimiométricos de analisis
de datos, que incluyen el analisis de componentes principales (P@Akl andlisis de varianza
(ANOVAYLL, regresion de minime cuadrados parciales con analisis discriminante (PLSA)102

y proyecciones ortogonales a las estructuras latentes con analisis discriminante (OPL8)12,



Capitulo 1 23

Por lo general, lo que se desea es comparar las dos muestras control (monocultivos) con la

muestra correspondiente al cacultivo.

Como un primer paso, por lo general, se hace un analisis de componentes principales (PCA),
esperando obtener tres clusters bien diferenciados, uno para cada cepa puray el tercero para
el cocultivo de las mismas. Un segundpaso consiste en el analisis mediante (O)P{ZA con

el fin de determinar las variables diferenciadoras entre ellos. Sin embargo, estos enfoques no
estan bien adaptados para el estudio de emultivos; el PCA describe las variaciones del
metaboloma entre lasmuestras, pero no resalta las modificaciones debidas al exultivo. De
manera similar, el (O)PLSA construye modelos que estan enfocados en la comparacion del
co-cultivo con los monocultivos, pero no considera al eoultivo como una mezcla de dos
microor ganismos, asi que no describe la variacion metabdlica esperada en urcatiivo de una

manera interpretable 17

0OAOA O1T1 OAETTAO AOOA ET AT T OAT Hdettédorth@plnalized A AOAC
chemical encounter monitoring i 0/ # E%-ddntleqlos datos del cocultivo son
matematicamente reconstruidos como una mezcla de los cultivos de las cepas puras en donde

la variacion metabdlica puede ser explorada. Este método permite analizar de mejor manera

la alta variabilidad que es encontrada en estossiemas complejos.

Otros métodos que se han empleado en el andlisis de datos derivados decaltivos son los
Self Organizing MapgSOM) y elMolecular Networking!l4 Los primeros son Utiles para el
analisis de datos que son derivados de multiples estimulppor ejemplq la variaciéon de
condiciones para la optimizacion de produccién de metabolitos en un microorganismo. El
segundo método esta basado en la busqueda d@militudes del espectro MS/MS entre
diferentes metabolitos, lo que ha llevado en algunos estios a la identificacion exitosa de

analogos estructurales basados en sus patrones de fragmentaciéh.

Previo a la purificaciébn de metabolitos de metabolitos, se puede hacer dereplicacion a partir
de datos de espectrometria de masas o MS/MS, empleandasbs de datos de productos
naturales. En caso de que los compuestos inducidos por el-adtivo no puedan ser
dereplicados; se deben purificar e identificar estos metabolitos mediante RMN y MSCon
este propdsito, se han empleado estrategias de aislamie clasicas basadas en multiples pasos
de fraccionamiento44.83.100,103104 Se han empleado fraccionamientos bioguiados para aislar

compuestos particulares de un ceultivo cuando se observa induccion de actividad. Esto ha
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llevado a la identificacion de ds metabolitos inducidos responsables de una actividad

particular.105

1.2.4 Métodos complementarios al co -cultivo

En ocasiones se emplean otros métodos de elicitacién bioldgica tras el estudio decatiivos.
Estos pueden incluir el uso de lisados microbianos gl uso de componentes celulares
microbianos. En la primera, se usan células de un segundo microorganismo, previamente
lisadas. En la segunda, se emplean componentes microbianos como: constituyentes de la
membrana celular, hormonas microbianas, moléculas dsefializacion, carbohidratos o
biopolimeros.14 Estas dos estrategias buscan inducir respuestas en el microorganismo
cultivado por reconocimiento de la presencia del segundo microorganismo (aunque éste no
esté vivo). Si bien estos métodos en algunos casoanhdado lugar a una respuesta en el
microorganismo, en la mayoria de casos se ha evidenciado que la presencia del segundo
microorganismo vivo es necesaria para la induccién, activacion o regulacién de rutas

biosintéticas silenciadas o cripticag4

Recienemente, Mandelare y colaboradorgs? realizaron el co-cultivo del mismo hongo pero

en etapas de desarrollo diferentes, es decir, evaluaron la interaccion entre la forma sexual y
asexual del hongdAspergillus alliaceusCada una de las formas presentaba perfil quimico
diferente. Al realizar el cacultivo, el perfil quimico de éste cambiaba drasticamente respecto
a los monocultivos, y permitié el aislamiento de la aliantrona A. Este es el primer reporte de

un co-cultivo donde ocurre una autemodificacion de la produccion metabdlica.

1.2.5 Desafios y futuro del co -cultivo

Como se menciond anteriormente el coultivo como técnica de induccién de metabolitos
presenta algunas desventajas como la falta de reproducibilidad y predictibilidad. Para
solucionar estos incmvenientes, este método todavia tiene el desafio de desarrollar protocolos
estandarizados?! Se espera que la caracterizacion de los factores promotores producidos por
las cepas estimuladoras brinde claves para el desarrollo de condiciones efectivas deuahivo,

lo cual podré llevar & descubrimiento de nuevas moléculas’

Recientemente, se han reportado estudios de @ultivos que pretenden hacer una evaluacién

sistemética; esto los lleva a realizar una fermentacién a pequefia escala que permite evaluar
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numerosas muestras en tiempos cortos. Un primer ejemplo es el estudio reportado por
Bertrand y colaboradoreg18 en 2014, dénde cecultivos de hongos fueron evaluados en medio
sélido empleando cajas de 12 pozos (2cm diametro por pozo). Para desarrollar eptetocolo
emplearon dos hongos modelAspergillus clavatusy Fusariumsp.. Esta estrategia permitio
evaluar un gran numero de muestras con, asi mismo, permitia obtener cantidad suficiente de
extracto (50mg en promedio) para realizar perfilado metabdlico por métodosinaliticos, asi
como la evaluacion de la actividad biolégea Finalmente, evaluaron con éxito la capacidad de

escalamiento del método realizando los coultivos prometedores en cajas de Petri de 15cm.

Un segundo ejemplo de la miniaturizacion de este método, fue reportado por Bugni y
colaboradores® en 2015 donde &aluaron las interacciones de 65 Micromosporaceae con las
bacterias Mycobacterium sp. y Rhodococcussp. (bacterias con acido micdlico). Para esto
realizaron la fermentacién de mono y ceultivos en cajas de 96 pozos; posteriormente se
realizd una extraccidh de metabolitos. Con este extracto se evalud actividad antibiética y se
realizé un peffilado metabdlico empleando HPL@/S La evaluacién de estos resultados
permitié seleccionar las interacciones mas prometedoras para el aislamiento de metabolitos

bioactivos.

Los ejemplos mencionados se enmarcan en técnicas de cultivo clasicas o miniaturizacion de
las mismas. Sin embargo, el uso de técnicas modernas de cultivo ha sido sugerido
recientemente, entre ellas se encuentran el uso de dispositivos microfluidicagcnicas de

encapsulacion, entre otrogi®

La miniaturizacion de la fermentacion en ceaultivos puede ser una estrategia para establecer
protocolos estandarizados en tiempos cortos, que permitan evaluar simultaneamente una
gran cantidad de interacciones. §o puede llevar a una mejor comprensién del método que se

traduzca en criterios mas especificos de seleccién de microorganismos.
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Resumen

En la busqueda de compuestos, a partir de la fermentacion de microorganismos, se ha
observado una disminucién en el nUmero de compuestos nuevos obtenidos. Esto casta con
el potencial metabdlico de los microorganismos sugerido por los estudios genémicos. Se han

desarrollado varios métodospara la regulacion degenes siendo uno de ellos el ecultivo.

El primer paso de este trabajo consisti en la seleccion delt de microorganismos de trabajo.

0AO0O AOOT OA AOAT GCEAOIT pu T EAOIT OCATEOITO AAI .
! DOT OAAEAI EAT O1T AA 001 AGAOT O . AOOOAT AO - AOETT O
de 200 aislamientos, empleando los siguientesiterios: (1) conocimiento quimico previo de

los aislamientos, (2) bacteria con acido micdlico en su pared celular, (3) criterio ecolégico y

(4) bacterias pertenecientes al géner&treptomycesp.

A partir de los 15 microorganismos seleccionados se estagieron los 105 cecultivos binarios
posibles en medio liquido (15mL), empleando como medios de cultivo LB, LBS (LB
suplementado con sales) o LBG (LB suplementado con glucosa) segun los aislamientos que
estuviesen involucrados en la interaccion. El sobreante de cada uno de los cultivos fue
separado de la biomasa por centrifugacion, y fue extraido con acetato de etilo. Los extractos
organicos fueron analizados empleandd@HPLCDAD-ELSD. A partir de estos resultados, se
seleccionaron 5 interacciones promisdas, por tener sefiales claramente diferenciables
respecto a los monocultivos, las cuales fueron cultivadas en volimenes de 100mL. Los

extractos organicos de estos cultivos fueron analizados por UHRDAD-ELSD y RMNH.

El comportamiento de los cecultivos seleccionados a una escala de 100mL vari6 respecto a

los cocultivos realizados en 15mL, evidencidndose en todos los casos, que las condiciones de
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fermentacién no garantizaban la coexistencia de los dos microorganismos que hacian parte de
la interaccién. Estos resultados muestran la necesidad de desarrollar nuevas aproximaciones

gue garanticen la supervivencia de los microorganismos involucrados en la interaccion.

2.1 Introduccioén

Investigaciones del genoma de los microorganismos han demostrado que existeutas
biosintéticas silenciadas y cripticas, que no se expresan en condiciones estandares de
crecimiento, y que podrian dar lugar a la biosintesis de compuestos que no se aislan en
condiciones normales. Para promover la activacién de estas rutas, se han atesllado

diferentes métodos, siendo uno de ellos el ecultivo de microorganismost

Este consiste en el cultivo de dos 0 méas microorganismos en un mismo ambiente confinago,
tiene en cuenta que los microorganismos normalmente crecen en ambientes conjpke de tal
manera que las interacciones intero intraespecies son las prevalentes en la naturaleza por lo
gue el crecimiento de un microorganismo en presencia de otros microorganismos, puede

alterar o estimular el metabolismo especializado del mismd.

Como resultados del cecultivo se han reportado: rendimientos incrementados de metabolitos
previamente descritos, produccion de analogos de metabolitos conocidos, y la induccién de
metabolitos bioactivos nuevost Es importante tener en cuenta que lo que sgesea en el co
cultivo es que alguno de los microorganismos modifique su produccion metabdlica, pero estos
compuestos exclusivos al ceultivo no son necesariamente novedosos. Actualmente los
trabajos se han enfocado principalmente en interacciones bacterhongc®, pero también hay

reporte de hongohongc y bacteria-bacteria’.

El cocultivo es un método relativamente reciente, 1o que ha causado que no existan criterios
totalmente definidos para la seleccién de los microorganismos que interactuaran. Una isén

bibliografica muestra que se han emigado los siguientes criterios:

A Conocimiento previo
Hace referencia a seleccionar microorganismos modelo o microorganismos de los que se

conoce informacién a nivel gendmico o sobre los metabolitos que produce. Ejemplo de ello
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es el estudio realizado por Wu y colaboradorés donde los autores seleccionaron a
Streptomyces coelicoloy Aspergillus niger por ser microorganismos ampliamente estudiados
en su laboratorio, y con esta pareja establecieron un-@ultivo que indujo la produccion de un

dipéptido ciclico y del acido 2hidroxifenilacético.

A Criterio ecolégico

Consiste en elegir microorganismos quehan sido aislados de una misma comunidad
microbiana. Un ejemplo del uso de este primer criterio se observa en el estudio realizado por
Rateb y colaboradore®, dénde se establecié el coultivo entre los microorganismos
Streptomyces bulliy Aspergillus funigatusto ambos recuperados de la misma muestra de suelo
del Desierto de Atacama en Chile. Este trabajo pernditobtener 12 compuestos que no eran

producidos en los monocultivos de ninguno de los dos microorganismos.

A Bacteria con &cido micélico vs. Actinmacteria

Se ha demostrado que las bacterias que contienen acido micélico son capaces de inducir la
produccion de metabolitos especializados en bacterias del géneRtreptomyces. Es mas,
estudios recientes han mostrado que el efecto que tienen las bacssicon acido micdlico

también se extiende a otras Actinobacterids.

Empleando este precepto Onaka y colaboradores han aislado una gran variedad de
compuestos nuevos como la arcyriaflavinalg, las chojalactonas ACl4, las niizalactamas AC'5,
las 5-alquil-1,2,3,4tetrahidroquinolinas 6, los streptoaminale$?, las dracolactamas A y B,

mirilactamas GE!8y las umezawamidas A y B.

A Enfrentamiento con patégenos

Consiste en el cacultivo entre un microorganismo de interés, y un patégeno. Un ejemplo del
usode este criterio se pudo observar en el estudio realizado por Sung y colaboradcdfeslénde

se realizaron los cecultivos entre un aislamiento Streptomycessp. con cuatro patdégenos
humanos que incluian @8acillus subtilis Staphylococcus aureudSSA) Staphylococcus aureus
(MRSA) yPseudomonas aeruginos&e observo que el ecoultivo incrementaba la produccion

de tres antibiéticos, y que a juzgar por lo observado por espectrometria de masas también se

producian varios analogos de estos antibidticos.
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A Streptomycesp. vsStreptomycesp.

Consiste en el cacultivo de bacterias del génerdtreptomycesUn estudio realizado por Ueda
y colaboradoreg! demostr6 que con alta frecuencia enStreptomyceslas interacciones
interespecificas estimulan la produccia de antibiéticos y/o la diferenciacién celular. La
validez de este criterio podria ser confirmada por un estudio realizado en afos posteriores por
Russel y colaboradore®, donde se encontr6 que las bacterias inhiben, principalmente, el

crecimiento de baderias metabdlicamente similares, y evolutivamente relacionadas.

A Streptomycesp. vs Proteobacterias

Consiste en el cacultivo entre una bacteriaStreptomycesp. con una bacteria perteneciente al
phylum Proteobacteria. Este criterio esta basado en el estio realizado por Carlson y
colaboradores2 donde realizaron el cecultivo de una cepa deéstreptomycessp. con cepas del
phylum Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria, y encontraron que las cepas gaylum
Proteobacteria inducian la produccién del atibiético resistomicina en un 65% de los casos, a
diferencia de los phyla Firmicutes y Actinobacteria que inducian la produccion de
resistomicina tan solo en un 5.9% y 9.1% de los casos, respectivamente. Esto permitiria
suponer que la induccion de la prodccidn de un antibidtico puede ser dependiente dghylum

de la bacteria con la que se cultive la cepa &reptomycesy que esto podria tenerse en cuenta

en la realizacion de urscreeningsistematico de cecultivos.

Otro aspecto importante a consideraes el medio de cultivo, pues ademas de su composicién
se pueden emplear medios sélidos o liquidos que tendran gran impacto en la produccion
metabdlica. La seleccién del medio de cultivo debe tener en cuenta a los dos microorganismos
involucrados, garantizando su supervivencia. En medio liquido la inducciéon de metabolitos es
facil de monitorear, y usualmente el escalamiento del cultivo, para el aislamiento de
compuestos, se hace con mayor facilidad. No obstante, en medios liquidos no es facil visualizar
la interaccion entre los microorganismog. Es comuin encontrar que para el estudio de
interacciones que involucran hongos se empleen medios sélidds mientras que para ce

cultivos que Unicamente involucran bacterias se empleen medios liquidas.

Un desafio impatante en el establecimiento de cecultivos es establecer una metodologia que
permita la evaluacién sistematica de una gran cantidad de emparejamientos. Esto se ha

logrado mediante fermentaciones a pequefa escala, que permiten evaluar un gran nimero de
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muestras en tiempos cortos, pero que requiere metodologias analiticas sensibles. Un ejemplo
de lo anterior es el estudio reportado por Bertrand y colaboradores en 2014, dénde ce
cultivos de hongos fueron evaluados en medio sdlido empleando cajas de 12 pozBsta
estrategia permitid evaluar un gran nimero de muestras y obtener cantidad suficiente de
extracto (50mg en promedio) para realizar el perfilado metabdlico de ellas, asi como la
evaluacion de la actividad biolégica. Finalmente, evaluaron con éxito kapacidad de

escalamiento del método realizando los eoultivos promisorios en cajas de Petri de 15cm.

En este sentido, la miniaturizacién de la fermentacion en exultivos puede ser una estrategia
para establecer protocolos estandarizados en tiempos corp que permitan evaluar
simultdneamente una gran cantidad de interacciones. Esto puede llevar a una mejor
comprension del método que se traduzca en criterios mas especificos de seleccion de

microorganismos.

El objetivo de este capitulo fue establecer unaetodologia descreeningen medio liquido para
seleccionar las parejas mas promisorias entre todas las parejas posibles a partir desatde

15 microorganismos. Se buscéd seleccionar aquellas parejas promisorias que evidenciaran
cambios en su produccion metbolica y/o actividad bioldégica en comparacion a los

monocultivos.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 General

Para los medios de cultivo se empled triptosa (Scharlau), cloruro de sodio R.A. (Merck),
extracto de levadura (Oxoid), glucosa R.A. (Merck), cloruro de potasio (PanReac AppliChem),
cloruro de magnesio (Carlo Erba Reagents), sulfato de magnesio heptahiddaCarlo Erba

Reagents), tris base (Fisher Scientific) y sal marina (Rila).

Para las extracciones se empled acetato de etilo grado analitico (PanReac AppliChem). Para los
analisis cromatograficos se empled acetonitrilo grado HPLC (Honeywell), y agua aeszada

y filtrada en un equipo de filtracién Millipore Simplicity y luego filtrada nuevamente a través

de una membrana de nylon de tamafio de poro de 0.28n (CNW Technologies). Para los
analisis por resonancia magnética nuclear se emplearon como solvent@®C4 con grado de

deuteracién 99.8 % (Merck) y metancid4 con grado de deuteracion 99.8% (Merck).
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2.2.2 Seleccion de microorganismos

A partir de criterios reportados en la literatura, se seleccionaron 15 microorganismos (14
bacterias y 1 hongo) a partir del cBAOET AAI COODI AA ET OAOOECAA
I DOT OAAEAI EAT O1T AA 001 AOGAOT O . AOOOAI AO - AOETTO U

seleccion y la informacion principal de estos aislamientos se resumen en la discusion.

2.2.3 Co-cultivos

Se evaluaron los 105 caultivos posibles entre los 15 microorganismos seleccionados en una
escala de 15 mL. Los ecultivos seleccionados, fueron evaluados en una escala de 100mL. Los

detalles de cada uno de estos procesos se describen a continuacion:

Medios de cultivo: Se emplaron los medios LB (composicion por litroNaCl 10 g, extracto de
levadura 5 g y triptona 10.0 g), LB con salggomposicién por litro: NaCl 20.8 g, KCI 0.56 g,
MgCb 4.00 g, MgS&IH-O 4.80 g, Tris 0.36 g, sal marina 1.5 g, extracto de levadura 5 g y
triptona 10.0 g) y LB con glucosa (composicién por litrextracto de levadura 5g, NaCl 10g,

triptona 10g, glucosa 20g).

In6culos: Cada uno de los microorganismos fue inoculado en 10mL del medio de cultivo
apropiado para su crecimiento en tubos falcon de 50imhasta alcanzar un Dgdonm €ntre 0.6 a
0.8.

Co-cultivos en 15mL: Para el establecimiento de los coultivos se tomaban 15QL del inéculo
preparado previamente de cada uno de los microorganismos. Los microorganismos se
colocaban simultaneamente en 15mL del medio de cultivo apropiadéigura 2-1) en tubos
falcon de 50mLDe cada cecultivo se realizaron 3 réplicas. Monocultivos de cada una de las
bacterias fueron realizados por triplicado en las mismas condicioneg&stos cultivos fueron

incubados por 14 dias, a 130 rpm y temperatar ambiente.

Co-cultivos en 100mL: Para el establecimiento de estos eoultivos a mayor escala se tomaba
1ImL del in6culo preparado previamente de cada uno de los microorganismos. Los
microorganismos se colocaban simultdneamente sobre 100mL del medio de éudt apropiado
usando erlenmeyers de 500mLDe cada cecultivo se realizaron 3 réplicas. Monocultivos de
cada una de las bacterias fueron realizados por triplicado en las mismas condicionEstos

cultivos fueron incubados por 14 dias, a 130 rpm y temperata ambiente.
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Co-cultivos en 100mL modificados: Los cocultivos entre las bacteriaBrevibacillussp. PNM
157 y Dietziasp. RKHE59b; y entre Brevibacillussp. PNM157 y Streptomycesp. IBUN5.1. se
realizaron en diferentes ondiciones que se resumen en [@abla 2-1 y Tabla 2-2. Cada uno de
estos cultivos se realiz6 en 100mL de medio LB contenido en erleegers de 500mLDe cada
co-cultivo se realizaron 3 réplicas. Monocultivos de cada una de las bacterias fueron realizados
por triplicado en las mismas condicionesEstos cultivos fueron incubados por 14 dias, a 130

rpm y temperatura ambiente.

Tabla 2-1: Condiciones de fermentacién eA00mL de los distintos experimentos realizados
para el cocultivo entre Brevibacillussp. PNM157 y Dietziasp. RKHE59b.

In6culo InGeulo
: o Dietzia sp. . . .
Experimento Brevibacillus sp. RKHG59b Tiempo de inoculacion
PNM-157 (L) ()

1.1 1000 1000 Simultaneo
PNM-157 adicionada 72h

1.2 1000 1000 después de RKHG9b
PNM-157 adicionada 120h

1.3 1000 1000 después de RKHE9b

1.4 500 1000 Simultaneo

1.5 250 1000 Simultaneo

Tabla 2-2: Condiciones de fermentacidén en 100mL de los distintos experimentos realizados
para el cacultivo entre Brevibacillussp. PNM157 y Streptomycesp. IBUN5S.1.

In6culo .

) ) In6culo

) Brevibacillus . . .,
Experimento Streptomyces Tiempo de inoculacion
sp. PNM-157 IBUN-5.1 (L)

(L) '

2.1 1000 1000 Simultaneo
IBUN-5.1 adicionado 72h

22 1000 1000 después de PNML57
2.3 1000 500 Simultaneo

2.2.4 Extraccion

Finalizado el tiempo de fermentacion, los cultivos fueronentrifugados por 15 min a 5000 rpm

y el sobrenadante fue separado de la biomasa. El sobrenadante fue filtrado por un filtro de
0.22um. El sobrenadante fue extraido con acetato de etilo. La fase organica fue lavada con agua
y secada sobre sulfato de sodianhidro. Posteriormente, el extracto en acetato de etilo fue

filtrado y secado a presion reducida.
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2.2.5 Ensayos de actividad bioldgica

Actividad inhibitoria del Quorum Sensing: Se utiliz6 la cepaChromobacterium violaceum
ATCC31532 como biosensor. En esta celggproduccion del pigmento morado violaceina esta
controlado por un sistema dequorum sensindQS), asi la presencia de un compuesto inhibidor
del QS evitara la produccién del pigmento violeta. Para el bioensayo se preparaba un inéculo
de esta bacteria emrmedio LB liquido que era crecido y ajustado a una [§ohn de 0.5. Este
in6culo era mezclado con el medio LB agar, para ser servido en cajas de Petri de 9cm. Por otro
lado, 300 >g de extracto organico fueron cargados en discos de papel de 5mm, usando
soludones de los extractos en metanol. Estos discos de papel eran secados y colocados sobre
la superficie del agar previamente servido. Como controles negativo y positivo, se utilizaron
300 >L de MeOH y 200>g de 4hidroxibenzaldehido por disco. Las cajasueron incubadas
durante 24 horas a 30 C. La actividad inhibitoria del QS se identificaba por la falta de
produccion de violaceina alrededor de los discos, pero que mantenian células viables. Toda

esta metodologia fue adaptada por Naranjé.

Actividad ant ibacteriana contra Burkholderia glumae ATCC 33617 y Burkholderia
gladioli : Las bacterias fitopatdogenas Bglumaey B. gladioli fueron crecidasen medio KB
liquido. Utilizando este in6culo, cajas de Petri con KB agar eran sembradas masivamente. Para
valorar la actividad bactericida de los extractos organicosse emplearon discos de papel de
5mm de diametro que fueron cargados con 306g de extracto organico. Como controles
negativo y positivo, se utilizaron 300>L de MeOH y 206-g de gentamicina por disco. iEtodos

los casos el solvente se dejaba evaporar, y luego los discos se colocaban sobre la superficie del
agar. Las cajas se incubaron durante 24 horas a °3T. La actividad antibacteriana se

identificaba por la inhibicién de crecimiento de la bacteria alkdedor de los discos.

2.2.6 Perfilado metabdlico

Los espectros de RMNH y COSY para los extractos organicos fueron obtenidos en un Bruker
Avance 400, empleando como solventes CR® metanokd4. Se uséd la sefal residual del
solvente como referencia, tomando @ra el cloroformo (L4 7.26ppm) y para el metanol {n

3.31ppm).

Para los andlisis de los extractos organicos por cromatografia liquida se empleé un equipo

UHPLC Thermo Dionex Ultimate 3000 (Germering, Alemania) con detector DAD (empleado en
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un rango de 200a 600nm) y acoplado a un detector L'ELSD Sedex 85. Los extractos disueltos
en metanol, para tener una concentracion final de 2 mg/mL, se filtraron empleando filtros de
0.22um, y se inyectaron en el cromatografo (26L). Se empled una columna Kinetex 2.16n C8
(100x4.6mm). Los solventes empleados en la elucién fueron: agua (A) y acetonitrilo (B). El
programa de analisis para todos los extractos fue el siguiente: un gradiente que inicié con 10%
de la fase B, y se increment6 de forma linear hasta 100% en 23motos, manteniendo esta

proporcién por 2 minutos mas. El flujo se fij6 a 0.5 mL/min.

Las diferencias en la produccion metabdlica de los @ultivos, respecto a los monocultivos y
blancos de medio, se determinaron por comparacion de los cromatogramas delRLGDAD-
ELSD y de los espectros de RMN.

2.3 Resultados y discusion

wl Al ' 00PT AA )1 OAOOECAAEE&T O%OOOAET U ! POT OA
&OOOAO AA #1111 AEA6 OA EA OOAAAEAAT Al NOpi EAA
microorganismos, particularmente aislados de ambientes marinos desde el afio 2008. Varios
trabajos han permitido la obtencién de mas de 200 bacterias y hongos que conforman el

cepario del grupo de investigaciori?.28

Por otro lado, y como se discuti6 en eCapitulo 1, uno de los mayores retos en el
establecimiento de cecultivos es la seleccibn de la pareja de microorganismos. En la
bibliografia especializada no se suele describir de manera explicita el criterio de seleccion
empleado. Una revision de 100 aftulos permitié establecer los criterios mas empleados como

se describid en el Capitulo 1.

A partir de esta informacion, se establecieron 4 criterios de seleccidén de microrganismos para
esta tesis: (1) Conocimiento previo de la produccién metabdlica y/o tigidad biolégica del
aislamiento; (2) Bacterias con acido micélico en su pared celular como es el caso de los géneros
Gordonia sp., Rhodococcussp. y Dietzia sp.; (3) Bacterias pertenecientes al género
Streptomyces y (4) Microorganismos aislados de la msima muestra (criterio ecolégico).
Empleando estos 4 criterios se seleccionaron 14 bacterias (13 derivadas de ambientes marinos
y una aislada de suelos) y un hongo (recuperado de ambientes marinos) de las mas de 200
cepas disponibles. La lista de los aislaantos seleccionados, la fuente de la cual fueron

recuperados y la razén de su eleccion se resumen enlabla 2-3.
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Tabla 2-3: Microorganismos seleccionados para el establecimiento de-coiltivos binarios.

Identificacion taxondémica Criterio de
Aislamiento del aislamiento 2 Origen inclusion b
(% de similaridad) 11234
PNM-9 Streptomyces pratensigl00%) AlgaDictyota sp.
PNM-25 Gordonia bronchialig98.41%) | EsponjaXestospongiap.
PNM-115 Paenibacillus elgi(99.73%) Sedimento
Paenibacillusehimensis .
PNM-123 (99.71%) AlgaCodiumsp.
PNM-157 Brevibacillus brevig99%) Coral Erythropodiumsp.
Streptomyces .
PNM-161a griseochromogene$99.86%) AlgaBryopsissp.
PNM-210 Paenibacillus elgi(99.9%) CoralEunicea fusca
PNM-216 No identificada AlgaDictyota sp.
RKHG9 Bacilluscereus(100%) CoraI_Antlllogorgla
elisabethae
Rhodococcus baikonurensis Coral Antillogorgia
RKHG26 (100%) elisabethae
. Jeotgalicoccus halophilus Coral Antillogorgia
RKHG28 (99.9%) elisabethae
RKHG59b Dietzia schimag100%) Coral_AnnIIogorg|a
elisabethae
X Oceanobacillus profundus Coral Antillogorgia
RKHG62b (99.9%) elisabethae
Streptomyces sioyaensis Muestra de suelo del Sur
IBUN-5.1. (98.9%) de Tolima
Purpureocillium lilacinum L o
PNM-67 (99%) EsponjaNiphates digitalis

aMediante secuenciacion del gei6S rARN para las bacterias, y del gen ITSs para los hongos en trabajos
previos del grupo de investigacion

bLos criterios para su inclusién fueron: {) estudios previos del grupo de investigacién en cuanto a
produccién metabdlica y/o actividad biolégica, 2) bacteria con &cido micdlico en su pared celular, (3)
bacteria perteneciente al génerdstreptomyces/ (4) microorganismos que fueron aislados de la misma
muestra.

De 13 de las 15 bacterias seleccionadas se tenia algun tipo de conocimiento previo de la
producciéon metabdlica y/o actividad bioldégica que se muestra en l&abla 2-4 donde se

describen los antecedentes y la bibliografia correspondiente.



Tabla 2-4: Informacion previa de laproduccion metabdlica y/o actividadde los aislamientos seleccionados.

Aislamiento Conocimiento quimico previo Actividad bioldgica previa Referencia
2-metil-N-(2'-feniletil) -
Streptomyces butanamida Ambos compuestos son activos contra Betancur®
sp. PNM9 3-metil-N-(2'-feniletil) - Burkholderiaglumae
butanamida
Gordoniasp. i Actividad antibacteriana contraBurkholderia Betancur®
PNM-25 gladioli ’
Paenibacillus Péptido anéalogo de las - - o -
sp. PNM115 polipeptinas Péptido con actividad inhibitoria del QS Naranjo?
Paenibacillus - o .
- 6
sp. PNM123 Actividad inhibitoria del QS Naranjo?
Actividad citotoxica, antibacteriana contra
Brevibacillus Péptido lineal de 9 residuos Burl_d}old_erla glumae, gla_ldloly plantarii v, Reinzo
sp. PNM157 antifangica contraFusarium oxysporuny
Colletotrichum gloesporioides
El péptido ciclo-[L-PheL-Pro-L-Leu-L-Pro] y la
Streptomvees ciclo-[L-PheL-Pro-L-Leu-L-Pro] dicetopiperacinaciclo-[L-Pro-L-Leu]
ptomy ciclo-[L-PheL-Pro-L-lle-L-Pro] presentan actividad antibacteriana contra B. | Betancur?®
sp. PNM161a . . .
5 dicetopiperacinas glumae
y B.gladioli
Paenibacillus Actividad antifangica contraColletotrichum .
- - . Cérdenast
sp. PNM210 gloesporioides/ Fusarium oxysporum
. - Los volatiles 5metil-2-hexanona, cumenop-
No identificada " . . .
29 compuestos volatiles cimeno y 2nonanona presentan actividad Naranjo?6
PNM-216 e
inhibitoria del QS
A ) , ) Esteres metilico y propilico del acidg-
Péptido (I-_Iyp P.hej Amp Leu) hidroxibenzaico tienen actividad
. 4-(R)-hidroxisatabacina . .
Bacillussp. Dicetopineracina Phel.eu antibacteriana contraStaphylococcus aureus Pinz6me2.3
RKHG9 pip ATCC 33591 y contr&accharomyces ’

Ester metilico del acidop-
hidroxibenzoico

cerevisiae
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Aislamiento Conocimiento quimico previo Actividad bioldgica previa Referencia
Ester propilico del &cidop-
hidroxibenzoico
Ester isopropilico del &cidop-
hidroxibenzoico
ssogﬁﬁoggs No estudiada No estudiada -
4-(metiltio)fenol
Jeotgalicoccus p-hldfOleenzaIthldo Todos los compuestos presentan actividad o
sp. RKHE28 _ 3-indolaldehido inhibitoria del QS Martinez
(1H-indol-3-il)oxoacetamida
2-metilpropanoamida.
glflgzcl:as‘cé% No estudiada No estudiada -
Oceanobacillus Tirosol Ambos compuestos presentan actividad Laytonds
sp.RKH@E62b Acetato detirosol inhibitoria del QS
Streptomyces i Actividad antifangica contra Mosquerzss
sp. IBUN5S.1. Colletotrichum gloesporioides
Lilacinina A
Purpureocillium Lilacinina B Las lilacininas A y C presentan actividad Romerc?
sp. PNM67 Lilacinina C antibacteriana contraBurkholderia gladioli.

Lilacinina D




Con los 15 microorganismos seleccionados, se establecieron todos los 105 gtiivos binarios
posibles. Estos 105 caultivos se realizaron en una escala de 15mL. Como medios de cultivo
se emplearon LB, LB suplementado con sales (para los-adtivos que involucraban a
Jeotgalicoccusp. RKHE28 y Oceanobacillusp. RKH@2b) y LB suplementado con glucosa
(para los cocultivos queinvolucraban aPurpureocillium sp. PNM67), en la figura 21 se dan
los detalles. Inicialmente se seleccion6 el medio de cultivo LB para realizar losadtivos; sin
embargo, para tres aislamientos (RKH28, RKHE62b y PNM67) fue necesario suplementar

el medio con sales o glucosa para asegurar su crecimiento adecuado.

Finalizado el proceso de fermentacion, los cultivos fueron centrifugados y los sobrenadantes
fueron extraidos con acetato de etilo. Este solvente se selecciond porque los compuestos
extraidos en él son de polaridad media, que es lo deseable segun la regla de Lip#skiporque
extrae pocos de los componentes del medio de cultivo que son de alta polaridad. De otro lado
la mayoria de estudios quimicos de las bacterias aqui estudiadas hanstnado que el extracto

en este solvente contiene los metabolitos de interés??.

Todos los extractos organicos fueron analizados por UHPIIAD-ELSD y comparados con los
perfiles cromatogréficos de los extractos de los monocultivos de cada cepa y con elin de
cultivo usado como blanco. Se identificaron 5 parejas que mostraban picos en los extractos
organicos del cecultivos, que no estaban en los monocultivos respectivos. Estos-adtivos

son: Brevibacillussp. PNM157 y Paenibacillussp. PNM210; Brevibacillus sp. PNM157 y PNM

216; Brevibacillus sp. PNM157 y Dietzia sp. RKHE9b; Brevibacillus sp. PNM157 y
Streptomycessp. IBUNS.1; yBacillus sp. RKHE y Jeotgalicoccusp. RKHE28. En laFigura

2-1 se resumen los resultados de las parejas evaluadas en escala de 15mL y aquellas que
mostraron cambios en UHPLOAD-ELSD.



Figura 2-1: Co-cultivos en 15mL. Medio de cultivo empleado:() LB,(y") LB suplementado con saleg)/) LB suplementado con glucosa.
(V) Co-cultivos promisorios por el cambio en su produccién metabdlica.

PNM-67 | IBUN-51 |[RKHC62b|RKHC59b| RKHC28 | RKHC26 | RKHC9 | PNM-216 | PNM-210 |PNM-161a| PNM-157 | PNM-123 |PNM-115| PNM-25 | PNM-9

PNM-T15 %////%

PNM-123
PNM-157
PNM-161a
PNM-210
PNM-216

RKHC26
RKHC28
RKHC59b
RKHC62b




Como se puede observar 4 de las 5 parejas consisten en loscatiivos entre la bacteria
Brevibacillus sp. PNM157 con las bacteriasPaenibacillus sp. PNM210, PNM216 (No
identificada), Dietziasp. RKHE59b y Streptomycesp. IBUNS5.1. Al comparar los pefiles para
estos 4 cecultivos se observa que dos de ellos (con las bacterigetziasp. RKHES9b e IBUN
5.1) son muy similares e indican que los cambios en la producciébn metabdlica fueron
probablemente en los compuestos producidos por PNiI57. Es importante tener en cuenta
que al estar la bacteria PNM57 en 4 de estos caultivos, los cambios en la produccion

metabdlica podrian derivar en compuestos de naturaleza similar.

Con el fin de obtener una mayor cantidad de extracto organico, los 5coltivos promisorios

se cultivaron en una escala de 100mL. Estos cultivos se realizaron con la misma agitacion,
temperatura y tiempo de fermentacion que los realizados en 15mL. El analisis cromatogréfico
mostré que los perfiles de los extractos de los cultivos de QML eran significativamente
distintos a los encontrados para los cultivos de 15mL. Asi mismo, tras realizar la comparacion
de los perfiles de HPLC y los espectros de RMN en ninguno de los 5 casos se encontraron
picos o sefiales inducidas por el coultivo. Es mas, los perfileespectros y los resultados de
actividad biolégica (Tabla 2-5) mostraron que tanto la produccion metabdlica como la
actividad biolégica del cecultivo en 100mL era muy similar a uno solo de los aislamientos que
hacian parte de la interaccion. Esta informacion sumada a los resultados del repique en medio
sélido de cada uno de los coultivos en diferentes dias del tiempo de fermentaci®, permiten
sugerir que en ninguno de los 5 casos los dos microorganismos sobrevivieron. Es decir, las
condiciones de fermentaciobn manejadas no garantizaron la coexistencia de ambos
microorganismos. Es importante notar que los ensayos previos en 15 mL mahan cambios

en el perfil metabdlico, que sugieren que las dos cepas coexistieron al menos parte del tiempo

de fermentacion.
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Tabla 2-5: Resultados de los 5 caultivos promisorios evaluados en escala dé00mL. En
negrita las parejas seleccionadas para nuevos ensayos.

, Actividad bioldgica del extracto del co -
Co-cultivo . . .
Aislamiento cultivo
Aislamiento Aislamiento sobreviviente Chromobacterlum B. B_. _
violaceum glumae | gladioli
Brevibacillus | Paenibacillus Brevibacillus - (Bactericida) + i
sp. PNM157 sp. PNM210 sp. PNM157
Brevibacillus -
sp. PNM157 PNM-216 PNM-216 - (Bactericida) + -
Brevibacillus Dietzia sp. Brevibacillus - (Bactericida) + i
sp. PNM-157 RKHG59b sp. PNM-157
Brevibacillus | Streptomyces | Streptomyces -
sp. PNM157 | sp. IBUN5.1 | sp. IBUNS.1 - (Bactericida) " -
Bacillussp. Jeotgalicoccus| Jeotgalicoccus i i i
RKHG9 sp. RKHE28 sp. RKHE28

Se seleccionaron para evaluar distintas condiciones de fermentacién con el fin de garantizar la
coexistencia de los dos microorganismos que hacian parte de la interaccion loscodtivos
entre: Brevibacillus sp. PNM157 y Dietzia sp. RKHES9b; y Brevibacilus sp. PNM157 y
StreptomycesIBUN-5.1. Estos dos caultivos eran interesantes pues en cada uno se
encontraba la bacteriaBrevibacillussp. PNM157, pero mientras que, al final del tiempo de

fermentacion de un cecultivo sobrevivia, en el otro no.

En @ada uno de los cecultivos se cambiaron dos pardmetros: tamafio del in6culo de la cepa
sobreviviente en los ensayos anteriores, disminuyendo su cantidad de células; y afectando el
tiempo de inoculacion, dandole tiempo de ventaja de crecimiento a la cepa que sobrevivia

en los ensayos anteriores.

Para el cecultivo entre Brevibacillussp. PNM157 y Dietziasp. RKHE59b se cambié el tamafio
del in6culo en los experimentos 1.4 y 1.5 y se cambié el tiempo de fermentacién en los
experimentos 1.2 y 1.3. Para eto-cultivo entre Brevibacillus sp. PNM157 y IBUN5.1. se
cambié el tamafio del in6culo en el experimento 2.3, y se cambid el tiempo de fermentacién en
el experimento 2.2. Los detalles experimentales se encuentran en la seccién de Materiales y

Métodos aparado 2.1.3. Los resultados de estos experimentos se resumen e ddbla 2-6 y

Tabla 2-7.
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Tabla 2-6: Resultados de los distintos experimentos realizados para el -coltivo entre
Brevibacillussp. PNM157 y Dietziasp. RKHE59b.

Aislamiento Actividad biolégica
Experimento L Chromobacterium | Burkholderia | Burkholderia
sobreviviente . .
violaceum glumae gladioli

Brevibacillussp. o

11 PNM-157 - (Bactericida) + -
Brevibacillussp. o

1.2 PNM-157 - (Bactericida) + -
Brevibacillussp. o

1.3 PNM-157 - (Bactericida) + -
Brevibacillussp. o

14 PNM-157 - (Bactericida) + -
Brevibacillussp. o

15 PNM-157 - (Bactericida) + -

Tabla 2-7: Resultados de los distintos experimentos realizados para el-@ultivo entre
Brevibacillussp. PNM157 y Streptomycesp. IBUN5.1.

Aislamiento Actividad biolégica
Experimento L Chromobacterium | Burkholderia | Burkholderia
sobreviviente . o
violaceum glumae gladioli
Streptomycesp. i - )
2.1 IBUNS.1 (Bactericida) +
Streptomycesp. i - )
2.2 IBUNS.1 (Bactericida) +
Streptomycesp. i - )
2.3 IBUNS.1 (Bactericida) +

A pesar de los cambios en las condiciones de fermentacion, en ninguno de los desuttivos

se pudo garantizar la coexistencia de los microorganismos que hacian parte dikgraccion.
Adicionalmente, los cromatogramas obtenidos por UHPLODAD-ELSD son iguales a los
obtenidos para los monocultivos de la cepa sobrevivienteSfreptomycessp. IBUN5.1 y
Brevibacillussp.PNM157), indicando que el cecultivo no llevé a la induccbn de compuestos
gue es el objetivo de esta tesis. Por esta razdn no se continuaron los estudios en medio liquido,
y se pas6 a una estrategia de cultivo en medio solido (Capitulo 3). En cualquier caso, €l co
cultivo en medio liquido podria ser efectivo emotras condiciones experimentales, pero el

establecimiento de las mismas se sale del alcance de la presente tesis.
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2.4 Conclusiones

A partir del estudio de mas de 100 articulos de la literatura se identificaron los siguientes
criterios para el establecimientode ca-cultivos binarios: (1) conocimierto o estudioprevio de
los aislamientos, (2) bacteria con acido micélico en su pared celular, (3) criterio ecolégico y
(4) bacterias pertenecientes al géner&treptomycesp. Usando estos criterios se seleccionaron
15 microorganismos a partir de un cepario de mas de 200 microorganismos.

Se establecieron los 105 coultivos binarios posibles en medio liquido (15mL), sus extractos
organicos se evaluaron empleando UHPLOAD-ELSD, y se identificaron 5 parejas promisorias
por mostrar la induccién de picos en el caultivo que no estaban presentes en los
monocultivos correspondientes. Estas parejas fueron cultivadas en una escala de 100mL y sus
extractos organicos fueron analizados por UHPLBAD-ELSD y RMNH. Elcomportamiento de

los co-cultivos seleccionados a una escala de 100mL vario respecto a loscottivos realizados

en 15mL, evidenciandose en todos los casos, que las condiciones de fermentacién no

garantizaban la coexistencia de los dos microorganismos ghacian parte de la interaccion.

Teniendo en cuenta estos resultados, se hace necesario establecer condiciones de

fermentacién distintas que garanticen la supervivencia de ambos microorganismos.
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Resumen

Los microorganismos han sido fuente importante de compuestos en las Ultimas décadas; no
obstante, la frecuencia de aislamiento de nuevos compuestos ha disminuido significativamente
en los Ultimos afios. Estudios del genoma de microorganismos han evidenciagee ellos
tienen la capacidad de producir mas compuestos de los que son en realidad aislados. Lo
anterior se debe a que ciertos genes no son expresados en condiciones estandares de
laboratorio, y por ello se han desarrollado varios métodos para activar &s genes, siendo uno

de ellos el cecultivo de microorganismos.

A partir de 15 microorganismos (14 bacterias y 1 hongo) del cepario del grupo de investigacion
O0%OOOAET U ! bOT OAAEATI EAT O AA 001 AGAOI O . AOOO
realizaron 151 co-cultivos binarios en medio sélido empleando dos metodologias diferentes:

ensayos a distancia y ensayos por contacto, el primero permitié evaluar las interacciones

debidas a compuestos difusibles, mientras el segundo permitié evaluar las interacciornss

contacto célulacélula. Los cultivos se realizaron en medio sélido empleando 4 medios de

cultivo (LB, PDA, ISP2, ISP3).

Se evaluaron los cambios fenotipicosnhibicion de crecimiento, pigmentacion, esporulacion,
morfologia macroscépica inducidos por el co-cultivo por comparacién visual con los
monocultivos correspondientes. Los cultivos fueron liofilizados y extraidos con acetato de etilo
para obtener extractos organicos que fueron analizados empleando HRD@D. A partir de
estos resultados, se sele@mnaron las interacciones promisorias (aquellas con picos
cromatogréficos claramente diferenciables respecto a los monocultivos), las cuales fueron

analizadas empleando experimentos RMMNH y COSY. El uso de esta técnica permitié distinguir
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las sefiales preentes Unicamente en los caultivos, asi como correlacionarlas empleando
espectros bidimensionalesLa produccion metabdlica de los ensayos a distancia se evalu6 en
3 zonas: dos correspondientes a los in6culos de los microorganismos, y una tercera zona
correspondiente a la interaccién. Esta estrategia permitio observar los gradientes de difusién
y sugerir el productor del compuesto inducido.

A partir de estos resultados se seleccionaron 7 parejas para la evaluacién de su produccion
metabdlica: Streptomyce sp. PNM-161a y Rhodococcussp. RKHE6 (contacto, LB),
Purpureocilliumsp. PNM67 y Paenibacillussp. PNM123 (distancia, PDA)Purpureocilliumsp.
PNM-67 y Rhodococcussp. RKHE26 (contacto, PDA), Purpureocillium sp. PNM67 vy
Streptomycessp. IBUNS.1 (distancia, ISP3),Purpureocillium sp. PNM67 y Paenibacillussp.
PNM-115 (distancia, ISP3), Purpureocillium sp. PNM67 y Paenibacillus sp. PNM123
(distancia, ISP3) yPurpureocilliumsp. PNM67 y Paenibacillussp.PNM-210 (distancia, ISP3).

3.1 Introduccioén

A través de los afios, los metabolitos secundarios aislados de microorganismos han
desempefiado un rol importante en el tratamiento de enfermedades humanas, y han
revolucionado la industria farmacéutica. No obstante, es cada vez mas comun el aislamiento

redundante de compuestos de origen microbianb.

En investigaciones recientes sobre el genoma de los microorganismos se ha podido demostrar
gue existen rutas biosintéticas silenciadas y cripticas, que no se expresan en condiciones
estandares de crecimiento endboratorio. Para promover la activacion de estas rutas, se han

desarrollado diferentes métodos, entre ellos se tiene el amultivo de microorganismos?

Este método tiene en cuenta que los microorganismos normalmente crecen en ambientes
complejos, de tamanera, interacciones inter o intraespecies son prevalentes en la naturaleza
por lo que el crecimiento de una bacteria en presencia de otras, puede alterar o estimular el
metabolismo secundario de la misma.De hecho, algunos estudios han demostrado que
cuando los microorganismos interactdan con otros, producen metabolitos especializados que
pueden tener efectos positivos (p.ej. comunicacion con otros microorganismos en una relacion

simbiética) o negativos (p. €j. antibidticos) sobre los demd$. Ambos egenarios son
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igualmente interesantes en el descubrimiento de compuestos novedosos y en la comprensién

del rol de los metabolitos especializados en la naturaleza.

El cocultivo de microorganismos consiste en el cultivo de dos 0 mas microorganismos en un
mismo ambiente confinad® Uno de los primeros ejemplos exitosos del uso del -@ultivo fue
reportado por Cueto y colaboradores en el 2001 En este trabajo se evalud la produccion
metabdlica del cocultivo del hongo Pestalotia sp. con la bacteriaThalassospa sp.; estos
estudios condujeron al aislamiento y elucidacién estructural de la pestalona, una benzofenona
gue presentaba una importante actividad antibacterial, y cuya produccién era Unicamente
asociada al cecultivo?. Actualmente los trabajos se han ¢andido a interacciones bacteria
bacteria8, hongahongo® y bacteriahongo!o. Como resultados del caultivo se han reportado
tanto rendimientos incrementados de metabolitos previamente descritos como la produccién

de anéalogos de metabolitos conocidos y Iaduccion de metabolitos bioactivos nuevos!

Uno de los desafios del uso de este método es la seleccion de los microorganismos para el
establecimiento de los cecultivos. Los dos criterios mas ampliamente reportados en la
literatura son: (1) el uso de baterias que contienen &cido micadlico en su pared celufgr y (2)

el establecimiento de interacciones ya observadas en la naturaleza (criterio ecolégigoYOtros
criterios incluyen: el conocimiento previo de los microorganismos involucradds, el
enfrentamiento con patdgenoss; el enfrentamiento entre bacterias del géner&treptomycess;

y el enfrentamiento entre bacterias del géner&treptomycescon bacterias pertenecientes al
phylum Proteobacterial’. Otros desafios en el establecimiento de -ooltivos incluyen la
seleccion de factores como el medio de cultivo, el grado de contacto entre los microorganismos,

la densidad poblacional y el tiempo de fermentaciors.

El grado de contacto entre los microorganismos que hacen parte del-coltivo es relevante
pues los efectos pueden ser el resultado de dos tipos de interaccién: interaccion debida a
compuestos difusibles (relacionada con provisiéon de nutrientes o con la produccion de un
antibidtico o molécula de sefalizacién) e interaccion debida a contacto céludélula3
Teniendo en cuenta esto, en los exultivos, los microorganismos pueden estar perfectamente
mezclados o parcialmente separados, lo cual se logra mediante el uso de barreras fisicas, como

membranas semipermeables, geles y dispositivos microfluidis@?.20
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En cuanto al medio de cultivo, se pueden emplear medios soélidos o liquidos. La seleccion del

medio de cultivo debe tener en cuenta a los dos microorganismos involucradés.

El medio so6lido ha sido empleado en estudios de-ouiltivos pues adiferencia del medio liquido
permite visualizar con facilidad la morfologia y patrones de interaccion entre los
microorganismos, permitiendo observar cambios en los fenotipos que pueden incluir defectos
en el desarrollo, inhibicién del crecimiento, lisismotilidad, producciéon de pigmentos, entre
otros2!. Asi mismo, facilita la ubicacion espacial de los metabolitos (particularmente en la zona
de confrontaciony?, lo que puede permitir la identificacién del organismo responsable de la

produccion de los compestos inducidos por la interaccion.

Aunque el coecultivo es una estrategia prometedora que ha generado resultados positivos,
éstos han sido generalmente consecuencia de la serendipi®or este motivo, esta estrategia
sigue presentado desventajas como ldalta de reproducibilidad y predictibilidad. Para
solucionar estos inconvenientes, ésta estrategia todavia tiene el desafio de desarrollar
protocolos estandarizados; asi como de establecer metodologias que permitan evaluar una
gran cantidad de interaccions simultdneamente2? Esto podria derivar en criterios mas
especificos de seleccion de microorganismos, o en la caracterizacién de factores promotores
producidos por las cepas estimuladoras que guien el desarrollo de condiciones efectivas de co

cultivo.

Eneste capitulo se buscé por medio de ustreeningde interacciones binarias en medio sélido,
identificar los co-cultivos que mostraban cambios en la producciéon metabdlica juzgados a
partir de HPLGDAD y RMN.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 General

Para los medios de cultivo se emple6 agdracteriol6gico (Scharlau), triptosa (Scharlaly
cloruro de sodio R.A. (Merck extracto de levadura (Oxoid, extracto de malta (Scharlau),
glucosa R.A. (Merck agarpapa dextrosa (Scharla), sulfato de hierro heotahidratado (Loba
Chemi@, cloruro de manganeso tgahidratado (Loba Chemig, sulfato de zinc hetahidratado

(Loba Chemie)y avera comercial (Don Panchp
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Para las extracciones se emple6 acetato de etilo grado dtiab (PanReac AppliChem Para los
andlisis cromatograficos se empled acetonitrilo gradédPLC (Honeywel), y agua desionizada
previamente y filtrada en un equipo de filtracion Millipore Simplicity y luego filtrada
nuevamente a través de una membrana de nylon de tamafio de poro de 022 (CNW
Technologies). Para los analisis por resonancia magnética nuclear se emplearon como
solventes CDGIl con grado de deteracion 99.8 % (Merch y metanokds con grado de
deuteracion 99.8% (Merck, Alemania).

3.2.2 Seleccidon de microorganismos

A partir de criterios reportados en la literatura, se seleccionaron 15 microorganismos (14
AAAOAOEAO U p EiITciq A DPAOOEO AAI AAPAOET |
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seleccion se discutera mayor profundidad en el Capitulo 2.

3.2.3 Seleccién primaria de parejas a evaluar

Con el fin de reducir el nUmero de parejas a evaluar en las interacciones bactdvicteria a
distancia, se realiz6 un primer ensayo que permitiera priorizar aquellas parejas qu
evidenciaran cambios fenotipicos. Se adaptd la metodologia desarrollada por Seyedsayamdost

y colaboradore$4, como se ilustra en ldigura 3-1.

Cada unade las bacterias fue inoculada en 10mL de medio LurBertani estéril (composicion

por litro: triptosa 10g, NaCl 10g, extracto de levadura 5g¢n tubos falcon de 50mL hasta
alcanzar un DGyonm entre 0.6 a 0.8. De cada uno de estos cultivos se tomaban alicuotasde 1
gue fueron sembradas en cajas de Petri de 150*15 mm que contenian medio LtBiartani
sélido (composicién por litro: triptosa 10g, NaCl 10g, extracto de levadura 5g, agar 14ghla
disposicién de siembra de las bacterias se muestra en la Figural 3En cada caja se evaluaba

la interaccion de 36 parejas dispuestas en 3 columnas separadas por 1cm de distancia. En cada
pareja las bacterias se sembraban a 5mm de distancia. En el extreimguierdo y derecho de

la caja se sembraba una columna de las bacterias solas como control. Cada una de las 91
parejas (todos los posibles emparejamientos entre las 14 bacterias seleccionadas) se evalu6
por triplicado. Las @jas de Petri se incubaron a&C durante 5 dias. Finalizado este tiempo, se

evaluaron visualmente los cambios fenotipicosnducidos por el cocultivo (inhibicién de
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crecimiento, pigmentacion, esporulacion, morfologia macroscépica) por comparacion visual

con los respectivos controles.

Figura 3-1: Esquema del ensayo de interaccion binaria empleado como herramienta de
seleccion primaria de parejas a evaluar en las interacciones bactebacteria a distancia.

Controles Controles

S —

Interacciones

3.2.4 Co-cultivos binarios

Seemplearon dos métodos diferentes: el primero consistia en un ensayo a distancia que
permitia evaluar los efectos mediados por compuestos difusibles; y el segundo consistia en un

ensayo con contacto que permitia evaluar los efectos mediados por contactautaicélula.

La metodologia de establecimiento de los ecultivos se dividié en dos tipos de interacciones:
bacteria-bacteria y bacteriahongo. Todos los ensayos se realizaron en cajas de Petri de 90
mm*15 mm. En el caso de las bacterias el in6culo era des UFC por caja, y en el caso del hongo

era de 16 conidios por caja.

Interacciones bacteria -bacteria: El medio de cultivo fue LuriaBertania (composicién por
litro: triptosa 10g, NaCl 10g, extracto de levadura 5g, y agar 14q). El volumen de medio por
caja fue de 25mL. En el ensayo a distancia los microorganismos se sembraron a una distancia
de 5mm entre si Figura 3-2). Para el ensayo por contacto se mezclaron alicuotas de cada uno
de los microorganismos, y esta mezcla fue inoculada de forma masiva en la superficie del agar

(Figura 3-2). De cada cecultivo se realizaron 3 réplicas. Monocultivos de cada una de las
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bacterias fueron realizados por triplicado en las mismas condiciones. En ambos caks@scajas
fueron incubadas a 30 °C por 5 dias.

Figura 3-2: Cocultivos bacteriarbacteria: a) interaccion a distancia, b) interaccion por
contacto.

a) Monocultivo B1 Monocultivo B2 Co-cultivo B1/B2
b)  Monocultivo B1 Monocultivo B2 Co-cultivo B1/B2

Interacciones bacteria -hongo: Los cultivos se realizaron @ medio sélido empleando 4
medios de cultivo diferente: a) LB suplementado con glucosa (composicion por litro: triptosa
10g, NaCl 10g, extracto de levadura 5g, glucosa 20g, y agar 14q), b) PDA (composicion por litro:
peptona de papa 4g, glucosa 20g, y agesg), ¢) ISP2 (composicion por litro: extracto de malta
10g, extracto de levadura 4g, glucosa 4g, y agar 20g), y d) ISP3 (composicion por litro: avena
20g, agar 18g, y solucién de trazas 1mL). El volumen de medio por caja fue de 30mL. Para el
ensayo a disancia, la bacteria fue inoculada en el centro de la caja en una franja de 1 cm de
ancho, mientras el hongo fue inoculado en los extremos opuestos de la cijgra 3-3). Para

el ensayo por contacto se mezclaron alicuotas de cada uno de los microorganismos, y esta
mezcla fue inoculada de forma masivd{gura 3-3). De cada ceaultivo se realizaron 3 réplicas.
Monocultivos de cada una de las bacterias y del hongo fueron realizados por triplicado en las
mismas condiciones de los caoultivos. En ambos casos, las e& fueron incubadas a 30°C por

10 dias.
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Figura 3-3: Co-cultivos bacteriazhongo: a) interaccion a distancia, b) interaccion por contacto.

a)  Monocultivo B Monocultivo H Co-cultivo B/H

B AR &

Monocultivo B Monocultivo H Co-cultivo B/H

En todos los cecultivos binarios establecidos, se evaluaronvisualmente los cambios
fenotipicos inducidos por el cocultivo haciendo énfasis en inhibiciobn de crecimiento,
pigmentacion, esporulacién, y morfologia macroscépica. Todo lo anterior por comparacién

visual con los monocultivos correspondientes.

3.2.5 Extraccion

En los ensayos por contacto el agar fue cortado en pedazos de 1cm*lcm empleando una
cuchilla estéril. En los ensayos a distancia bacterlaacteria y bacteriahongo se delimitaron
tres zonas diferentes: una para la zona dénde crece cada microorganismo yeliera para la
zona de interaccion, que se pueden ver en lgura 3-4, y luego cada zona se cort6 en trozos
por aparte. Cada muestra fue liofilizada empleando un liofilizador LABCONCO (FreeZone 4.5).
El material seco fue extraido dos veces con acetato de etilo, en una proporcién de 70 mL de
solvente por caja. Las extracciags fueron realizadas empleando un bafio de ultrasonido Cele
Parmer a temperatura ambiente por 20 minutos. Las muestras fueron filtradas y secadas a

presién reducida.
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Figura 3-4: Zonas delimitadas para la otencion de extractos organicos en interacciones a
distancia entre (1) bacteriabacteria: (a) Zona de inoculacion de la bacteria 1, (b) Zona de
inoculacion de la bacteria 2 y (c) Zona de interaccién; y (2) bacterlzongo: (a) Zona de
inoculacion del hongo(b) Zona de interaccion, (c) Zona de inoculacién de la bacteria.

(1) (2)

3.2.6 Perfilado metabdlico

Para los analisis de los extractos organicos por cromatografia liquida se empled un equipo
UHPLC Thermo Dionex Ultimate 3000 (Germering, Alemania) con detector DAD. egBactos
fueron previamente disueltos en metanol para tener una concentracion final de 2 mg/mL, y se
inyectaron 20 >L. Se emple6 una columna Kinetex Zuh C8 (100x4.6mm). Los solventes
empleados en la elucion fueron: agua (A) y acetonitrilo (B). El progma de analisis para todos
los extractos fue el siguiente: un gradiente que inicié con 10% de la fase B, y se incrementé de
forma linear hasta 100% en 23 minutos, manteniendo esta proporcién por 2 minutos mas. El

flujo se fij6 a 0.5 mL/min.

Las diferencia en la produccién metabdlica de los eoultivos, respecto a los monocultivos y
el medio de cultivo, se determinaron por comparacion de los cromatogramas de HPDED,

aguellos que mostraban diferencias fueron analizados por RMN como sigue.

Los espectros deRMN1H y COSY para los extractos organicos fueron obtenidos en un Bruker
Avance 400, empleando como solventes CRG metanotd4. Se uso la sefial residual del
solvente como referencia, tomando para el cloroformot¢ 7.27ppm) y para el metanol {+

3.31ppm).
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3.3 Resultados y discusion

El primer paso para el establecimiento de un eoultivo binario consiste en la seleccion de las

cepas. En la literatura se han descrito algunos criterios para hacerlo, lo que es particularmente

cierto para lasinteracciones bacteriabacteria, mientras que para las interacciones bacteria

hongo no son tan claros los criterios a emplear (Capitulo 1). Inicialmente se seleccionaron 14
AAAOAOEAO U p EITCiI AAl AAPAOET AAl cto&di AA ETO
001 AOAOT O . AOOOAITI A0 - A0S teins WsuskierdOde Geledcin # 1 1 T 1 AEA

fueron discutidos en el Capitulo 2.

En el emparejamiento de los microorganismos se deben tener en cuenta aspectos practicos,
tales como el medio cultivo, en ejue los dos organismos deben poder crecer, y la velocidad
de crecimiento en ellos. Estos ensayos se hicieron tanto a distancia como por contacto. En el
segundo caso importara la velocidad de crecimiento de las bacterias, pues al ser la inoculacion
simultdnea si una bacteria crece muy rapido afectara el desarrollo de la segunda. Este
problema se puede superar en el ensayo a distancia dado que la inoculacion se puede hacer en

tiempos diferentes.

3.3.1 Co-cultivos bacteria -bacteria

La primera estrategia empleada fa la realizacion de los caultivos a distancia, teniendo en
cuenta gque esto permite superar los problemas de coexistencia que se evidenciaron en el
Capitulo 2 y, que para estudios en medio sélido esta es la metodologia mas comdnmente
empleada?225 Este ipo de ensayos pretendia evaluar efectos mediados por compuestos

difusibles.

El nimero total de emparejamientos para las 14 bacterias seleccionadas es de 91, por lo que
se decidié realizar un primer ensayo que permitiera priorizar parejas que posteriormeet
serian evaluadas en cajas de Petri individuales. Con este propdésito, se adapt6 la metodologia
propuesta por Seyedsayamdost y colaboradorés que permite evaluar los cambios
fenotipicos asociados a la interaccién, teniendo en cuenta que éstos puedenisdicadores de

cambios en la produccién metabdlica.
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Se observaron cambios fenotipicos en 27 de las 91 parejas evaluadas, resultados que se
resumen en laFigura 3-5. Se observo inhibicién de crecimiento de alguna de las bacterias en
18 casos, cambios en la pigmentacion y/o esporulacion en 9 casos.

Las 27 interacciones que mostraron cambios fenotipicos fueron cultivadas en cajas de Petri de
9cm por triplicado con el fin de obtener extractos organicos que permitiesen evaluar la
produccion metabdlica de las mismas. El mismo procedimiento se realizd para el blanco del

medio de cultivo y para los monocultivos correspondientes.

Los extractos fueron analizados poHPLGDAD (en el rango de 20600nm), tal y como se
suele reportar en la literaturaetz28; no obstante, no se observaron cambios evidentes en la
produccion metabdlica de ninguno de estos 27 ecultivos en comparacién con los
monocultivos correspondientes.Los 18 cacultivos que evidenciaban efectos inhibitorios de
una bacteria sobre la otra fueron analizados por RMN. Esta técnica tampoco permitio
evidenciar cambios en el caultivo respecto a los monocultivos. Asi, esta metodologia no

permitié seleccionar nngun co-cultivo para evaluar su produccién quimica.

Es importante mencionar que los cacultivos si pueden estar produciendo compuestos como
respuesta a la presencia del otro microorganismo, pero las técnicas analiticas empleadas
(HPLGDAD y RMN) no permten seguir su produccion. El uso de técnicas analiticas mas
sensibles que las empleadas en este trabajo, como cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (HPL®S), puede ser la clave para la deteccion de cambios en la
produccién metabdlica deestas interacciones a distancka2%. Lo anterior dado que esta técnica
es varios 6rdenes de magnitud mas sensible que R&NAsI, la deteccion de compuestos por

HPLCMS no significa que éstos puedan ser aislados, que es el objetivo de este trabajo.

El siguiente paso fue evaluar algunas parejas en ensayos por contacto, la seleccion de las
parejas se hizo teniendo en cuenta varios factores: primero, se descartaron los
emparejamientos que contenian a las bacteriasordoniasp. PNM25 y Dietzia sp. RKHE59b
pues su velocidad de crecimiento en el medio de cultivo seleccionado era significativamente
mas lento que la de los demas aislamientos. Asi mismo, se descartaron las parejas que incluian
a los aislamientosBrevibacillus sp. PNM-157, Paenibacillussp. PNM210, Paenibacillussp.
PNM-115 y Paenibacillussp. PNM-123 pues en estudios previos mostraron tener propiedades

antibidticas potentes.
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Entre los 28 emparejamientos restantes posibles para el ensayo por contacto directo, la
seleccion se hizo de acuerdo a estos 3 criterios derivados de la literatura: (1)@altivos que
involucraran 2 aislamientos del géneroStreptomyces (2) co-cultivos que involucraran un
aislamiento del génerdcStreptomycey bacterias que contienen acido micélico; y (3) eoultivos

gue involucraran 2 aislamientos obtenidos de la misma muestrdigura 3-6).



Figura 3-5: Resumen de los cambios fenotipicos observados en las 105 interacciones bactbaateria evaluadas a distanciay(): No hubo
interaccion visible, (/): Inhibicion de crecimiento, (/' ): Otros tipos de interaccibn como cambios en pigmentacion, esporulacion y
morfologia macroscépica

IBUN-5.1 | RKHC62b|RKHC59b| RKHC28 | RKHC26 | RKHC9 |PNM-216|PNM-210 |PNM-161a| PNM-157 | PNM-123 [PNM-115| PNM-25 | PNM-9

PNM-115
PNM-123
PNM-157

RKHC26 . 7////////%
RKHC28 L %/////ﬂ




Figura 3-6: Criterios de inclusion de bacterias en el ensayo por contacto/) Streptomycesp. vs.Streptomycessp.,(): Streptomycesp-
vs. bacteria con acido micoélico en su pared celulafy): Criterio ecologico, cepas recuperadas de la misma muestra.

IBUN-5.1 |RKHC62b|RKHC59b| RKHC28 | RKHC26 | RKHC9 | PNM-216 | PNM-210|PNM-16la| PNM-157 | PNM-123 |[PNM-T115| PNM-25 | PNM-9

PNM-9
PNM-25
PNM-T15
PNM-123
PNM-157
PNM-16la
PNM-210
PNM-216
RKHC9
RKHC26
RKHC28
RKHC59b
RKHC62b
IBUN-5.1




De esta manera, las 13 parejas seleccionadas fueron cultivadas en cajas de Petri de 9cm por
triplicado. Un ejemplo de este tipo de ensayo se puede observar erFlgura 3-7.

Figura 3-7: Ensayo de interaccion por contacto bacteridacteria, (a) Monocultivo de
Streptomycessp. PNM161a, (b) Monocultivo deStreptomycessp. IBUNS.1. y (c) Cecultivo
entre Streptomycesp. PNM161a y Streptomycesp. IBUN5S.1.

Los resultados obtenidos para los ensayos con contacto se resumen ernTé&bla 3-1. En
términos generales se observa que las dos bacterias sobreviven, salvo en trescatiivos, dos
de los cuales involucraron al aislamiento RKH@. Los andlisis por HPLC de los extractos
organicos de los cecultivos y su comparaciébn con los monocultivos respectivos, no
permitieron evidenciar cambios en la produccion metabdlica de los etultivos. El analisis
también se llevd a cabo por RMNH, donde se pudo evidenciar que en un amiltivo hubo

cambios.

El co-cultivo gue generd un extracto mas diferente al medio y los mocultivos respectivos fue
el hecho entre los aislamientostreptomycesp. PNM161a y Rhodococcusp. RKHE26 por lo
gue fue seleccionado para estudios quimicos posteriores (Capitulo 4). EnHeura 3-8 se
puede observar la comparacion de los espectros de RMN entre el medio sin inocular, los
monocultivos y el cecultivo. Esta comparacién permitié identificar 4 zonas del espectro que
mostraban sefiales atribuibles a compuestos cuya produccion es consecuencia detuaibivo,
correspondientes a protones alifatice eni 4 1.5-1.7, 2.352.50, y 2.95 (bt, J=7.5Hz); ademas de

sefales para protones aromaticos ehy 7.15 (m).
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Tabla 3-1: Resumen de los caultivos binarios bacteriabacteria evaluados mediante la
metodologia por contacto. Se incluye el criterio de emparejamiento, y el resultado y la
presencia de un cambio en el perfil metabdlico respecto a los monocultivos correspondientes.

Co-cultivo binario . . Cambio
Criterio de Cambio
Aislamiento | Aislamiento | €mParejamiento fenotipico RMN | HPLG
1H DAD
PNM-9 PNM-161a Bacterias género 5 i 5
Streptomyces
PNM-9 PNM-216 Criterio ecologico ? ? ?
PNMO | RKHG26 | Dacteriaconacido ? 2 2
micolico
PNM-9 IBUN-5.1 | Dacterias genero ? ? ?
Streptomyces
PNM-161a | RKHG26 | Dacteriaconacido ? ¥ ?
micélico
PNM-161a | IBUN-5.1 | Docteriasgenero ? ? ?
Streptomyces
No se evidencia el
RKHG9 RKHG26 Criterio ecol6gico crecimiento de ? ?
RKHG26
No se evidencia el
RKHG9 RKHG28 Criterio ecoldgico crecimiento de ? ?
RKHG28
RKHG9 RKHG62b Criterio ecoldgico ? ? ?
RKHG26 RKHG28 Criterio ecolégico ? ? ?
RKHG26 RKHG62b Criterio ecoldgico ? ? ?
Bacteria con acido No se evidencia el
RKHG26 IBUN-5.1 micolico crecimiento de ? ?
IBUN-5.1
RKHG28 RKHG62b Criterio ecolégico ? ? ?

Para cadaco-cultivo, se destaca en negrita aquellos aislamientos que sobrevivieron hasta el final del
tiempo de fermentacion. (+): Se observdé un cambio en comparacion a los monocultivos
correspondientes, €): No se observé ningdn cambio en comparacibn a los mondios
correspondientes.



Figura 3-8: Comparacion de espectros RMMH para los extractos organicos de: (a) medio de cultivo sin inocular LB, (b) monocultivo de
Streptomycesp. PNM161a, (c) monocultivo deRhodococcusp. RKHE26 y (d) co-cultivo de estos dos aislamientos
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3.3.2 Co-cultivos bacteria -hongo

Teniendo en cuenta que en la literatura la mayoria de reportes exitosos involucran al menos
un hongo en el cecultivo, se selecciond al aislamientd®urpureocillium sp. PNM67 para
establecer cecultivos binarios entre éste hongo y las bacterias seleccionasl previamente.

El hongo Purpureocillium sp. PNM67 habia sido estudiado previamente en el grupo de
investigacion por su capacidad controladora de patdgenos del arroz del généBarkholderia
sp. En la tesis de maestria de Rome#g a partir del cultivo enmedio PDB de este hongo, se
aislaron e identificaron 4 compuestos estructuralmente relacionados con la leucinostatina A a
los que se denominaron lilacininas AD. Las lilacininas A y C presentaron una actividad

antimicrobiana moderada contra la bacterieBurkholderia gladioli.

En este marco, se realizaron emparejamientos entre el hongo PNV (Purpureocilliumsp.) y

las 14 bacterias seleccionadas. Como criterio de emparejamiento sélo se tuvo en cuenta que
los dos microorganismos crecieran adecuadamente e medio de cultivo seleccionado, pues
en la literatura los pocos criterios de seleccion existentes se enfocan en interacciones bacteria

bacteria.

Ensayos previos mostraron que cuando el hongo era evaluado por contacto en medio liquido
con las bacterias,en la mayoria de los casos la bacteria no sobrevivia al periodo de
fermentacién. Por esta razoén, inicialmente se evaluaron todos los-caltivos en un ensayo a

distancia en medio sélido, y aquellas parejas que presentaban un cambio fenotipico cuando los
dos microorganismos entraban en contacto, fueron también evaluadas en un ensayo por

contacto. Acontinuacion,se resumen los resultados de ambas aproximaciones.

Los ensayos a distancia se realizaron en 4 medios de cultivo diferentes; sin embargo, no todas
las parejas posibles fueron evaluadas en los cuatro medios, pues algunas bacterias no crecian
en todos los medios o lo hacian muy lento. Entre los medios de oudtse encuentran algunos
gue favorecen el crecimiento del hongo como el PDA; y otros que favorecen el crecimiento de
las bacterias como el ISP2. En total se hicieron 45 ensayos, effrilgura 3-9 se muestra un

ejemplo de este ensayo.
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Figura 3-9: Ensayo de interaccion a distancia bacterthongo. (a) Monocultivo de
Purpureocillium sp. PNM67, (b) Monocultivo de Rhodococcusp. RKHE26 y (c) Cocultivo
entre Purpureocilliumsp. PNM67 y Rhodococcusp. RKHE26.

Se observaron cambios fenotipicos en 13 casos de los 45 ensayos evaluados. El cambio
fenotipico predominante fue la inhibicion de crecimiento del hongo re respuesta a su
interaccion con varias de las bacterias. Lo cual es interesante pues muestra un
comportamiento contrario a lo observado en los ensayos en medio liquido previamente
realizados, donde en general la bacteria no sobrevivia tras ser-coltivada con el hongo. Asi
mismo evidencia que el comportamiento de una interaccion puede variar significativamente
segun las condiciones de fermentacion. Si bien en la literatura se ha reportado ampliamente
como la produccion metabdlica de un microorganismo esltamente dependiente de las
condiciones de fermentaciof233; en el caso de caultivos, existen reportes que sugieren un
comportamiento muy similar entre medio solido y liquidg437, sin embargo, este

comportamiento no fue el observado en los ensayos realizados en este trabajo.

Para la obtencion de los extractos organicos de estos ensayos, se delimitaron 3 zonas, una

donde se inocul6 el hongo, una donde se inoculé la bacteria y uteacera zona, que se
AATTTET AOU AA OET OAOAAAEeT 6 DPOAO OA Kkiguli 1 OOAAA
3-4). La division en estas tres zonas permitsugerir el origen de los compuestos debido a su

gradiente de difusion. Con el fin de mejorar la cantidad de extracto recuperada, se reunieron

las zonas analogas de 3 cajas para su analisis por HFRAD y RMNH.

Por HPLCDAD se observaron cambios metabigos asociados al cezultivo en 8 de los 45 casos
evaluados(1 caso en PDA, 3 en ISP2 y 4 en ISPBS interesante observar que las bacterias

involucradas en estos ceultivos pertenecen a los géneroStreptomycessp. (PNM9 e IBUN
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5.1.),Paenibacillussp.(PNM-115, PNM123 y PNM210) y Brevibacillussp. (PNM157). Al ser
analizados estos 8 casos por RMM se encontraron cambios en 5 casos que se describen a
continuacion. Los resultados obtenidos se resumen en Babla 3-2.

En el primer cocultivo, entre el hongoPurpureocilliumsp. PNM67 y la bacteriaPaenibacillus
sp. PNM123 en medio PDA se observaron cambios fenotipicos, en HFDED y RMNH. En el
andlisis por HPLEDAD de la zona de interaccién se observaron dos picos (con maximos de
absorbancia en 320nm) que no se presentan en los monocultivos respectivos. Estos picos
también se observan en la zona de la bacteria en la caja delctidtivo por lo que el gradiente

de difusién de estos compuestos indica que éstos posiblemente son producidos por la bacteria
en respuesta a su interaccién con el hongo. Este-coltivo fue también analizado por RMNH
donde se encontraron sefiales entre 7.6 y 7.8ppexclusivas a los extractos del eoultivo en

las zonas de la bacteria y de la interaccion. Los cambios inducidos por elcedtivo pueden
observarse en laFigura 3-10. Ambas técnicas analiticas sugieren que los compuestos

inducidos por el cocultivo son de naturaleza aromatica.



Tabla 3-2: Resultados del ensayo de eoultivo binarios entre bacterias y el hongd?urpureocilliumsp. PNM67 en el ensayo a distancia
usando diferentes medios de cultivo.

PDA LBG ISP2 ISP3
Bacteria en Cambio Cambio Cambio Cambio
co-cultivo

con el L HPLCG | RMN L HPLCG | RMN .. HPLG | RMN . HPLG | RMN

hongo PNM Fenotipico DAD 1H Fenotipico DAD H Fenotipico DAD H Fenotipico DAD H
67

PNM9 ? ? ? ? + + ? + ? ?
PNM25 ? ? ? ? ? ? ? ?
PNM-115 ? ? ? ? + ? ? + + +
PNM-123 + + + ? ? + ? ? o o o
PNM-157 NE ? ? + + 2 ? ?
PNM-161a ? ? ? ? ? ? ? ?
PNM-210 ? ? + ? + + 2 + + +
PNM-216 ? ? ? ? ? ? ? ?

RKCH9 NE ? ? NE ? ?
RKHG26 2 I ? ? ? I ? 2
RKHG28 NE ? ? NE ? ?
RKHG59b NE ? ? NE ? ?
RKHG62b NE ? ? NE NE
IBUN5.1 2 B + ? NE + |+ | +

NE: Interaccion no evaluada, ): No se observé ninglin cambio en comparacion a los monocultivos correspondientes), Se observé un cambio en
comparacién a los monocultivos correspondientes, (): No se realiz6 el analisis por RMMH.




Figura 3-10: Comparacion de cromatogramas de HPEDAD (320nm) a la izquierda y comparaciéon de espectros RMN a la derecha para
los extractos organicos de: (a) medio de cultivo PDA, (b) monocultivo @irpureocilliumsp. PNM67, (c) monocultivo de Paenibacillussp.
PNM-123y las tres zonas de la caja del @ltivo (d) zona del hongo, (e) zona de la interaccion y (f) zona de la bacteria.
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Los cocultivos del hongo PNM67 con las bacteriaPaenibacillussp. PNM-115, Paenibacillus

sp. PNM123, Paenibacillus sp. PNM210 y Streptomycessp. IBUN-5.1. en medio ISP3
mostraron por HPLGDAD un pico igual en todos los casos (tanto en tiempo de retencion como
en espectro UV) que puede ser asociado al-caltivo, al estar presente en la zona de
interaccion del cocultivo y ausente en los extractos de los monocultivos correspondientes.
Estos mismos cuatro extractos de la zona de la interaccion de las 4 bacterias y el hongo, fueron
analizados por RMNH, donde se pudmbservar la presencia de sefiales iguales en los cuatro

extractos, pero en diferente proporcién Figura 3-11).

Figura 3-11: Comparacion de cromatogramas de HPEOAD (320nm) a la izquierda y
espectros de RMNH (ampliacion 6-8ppm) a la derecha para los extractos organicos de las
zonas de interaccion de los caultivos entre Purpureocillium sp. PNM-67 y: (a) Paenbacillus
sp. PNM123, (b) Paenibacillussp. PNM115, (c) Streptomycesp.IBUN-5.1 y (d) Paenibacillus
sp. PNM210. En (e) monocultivo del hongd?urpureocilliumsp. PNM67.
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Teniendo en cuenta que las sefiales de interés tanto en HPDED como en RMNH se
encuentran tanto en las zonas de interaccién como en la zona del hongo de los 4utivos
mencionados, es posible afirmar que los cuatro emparejamientos inducen la produccion por
parte del hongo, a juzgar por el gradiente de difusién, de compuestos ifgmo similares pero

en concentraciones diferentes. Es interesante notar que por evaluacion visual se observé que
en estos 4 cecultivos habia inhibicién de crecimiento de hongo; entonces, estos compuestos
inducidos podrian ser un mecanismo de defensa debngo frente a las bacterias mencionadas.
Empleando el experimento bidimensional COSY, se encontrd que las sefiales observadas en

7.28 y 6.37 ppm acoplaban entre si, lo que indica que hacen parte del misaompuesto.
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En los ensayos a distancia en PDA se ebgron dos emparejamientos en los que al entrar en
contacto el hongo con cada una de las bacteriasdrdoniasp. PNM25 y Rhodococcusp. RKHE

26) se producia ura pigmentacion rojiza. Es interesante notar que estas dos bacterias se
incluyeron inicialmente en el panel de microorganismos pues se caracterizan por tener acido
micolico en su pared celular. En el caso de los-caltivos bacteria-bacteria, se ha demostrado
gue las bacterias que contienen acido micolico son capaces de inducir la produccion de
metabolitos especializados en bacterias del génerBtreptomyces. Estudios recientes han
mostrado que el efecto que tienen las bacterias con acido micélico también se extiende a otras
Actinobacterias®®; sin embargo, no existen reportes que muestren que tengaambién efecto

en hongog0. De este modo, estos dos @ultivos podrian ser de gran interés, pues constituirian

el primer ejemplo del efecto de las bacterias con acido micdlico sobre hongos.

Al realizarse los analisis por HPLDAD y por RMNH de la zonade interaccion de los dos co
cultivos no se encontraron picos ni sefiales que fueran exclusivos al-caltivo. Buscando
aumentar la produccion de este pigmento rojo, estos dos-ouiltivos se evaluaron en un ensayo

por contacto.

En el caso del caeultivo de PNM67 con PNM25, esta ultima no sobrevivio a la fermentacion
posiblemente porque su tasa de crecimiento es inferior a la del hongo; asi mismo, los analisis
por HPLCDAD no permitieron observar ningdn cambio en la produccion metabdlica. En el
caso delco-cultivo entre PNM-67 y RKHE26 se pudo observar el pigmento rojo en toda la caja,

y se observaron cambios en la produccién metabdlica que se detallan a continuacion.

En laFigura 3-12 se puede observar la aparicion del pigmento rojo en la caja del-caltivo.
Tanto la produccién del pigmento rojo como sus implicaciones harian a este-cdltivo
interesante para su estudio quimico. Primero, a los pigmentasicrobianos se les han atribuido
diferentes funciones en la naturaleza que van desde su actividad protectora en contra de
radiacion ultravioleta, oxidantes o compuestos antimicrobianos producidos por otros
microorganismos, hasta su actividad antimicrobiaa en contra de otros microorganismos.
Ademas, la produccién de este pigmento rojo puede ser un indicador del cambio en la

produccién de otros metabolitog438.42,
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Figura 3-12: Ensayo de interaccion por cotacto bacteriahongo. (a) Monocultivo de
Rhodococcusp. RKHE26, (b) Monocultivo de Purpureocillium sp. PNM67y (c) Cocultivo
entre Purpureocilliumsp. PNM67 y Rhodococcusp. RKHE26.

Los analisis por HPLEDAD no evidenciaron ningun pico Unico paral co-cultivo mientras que
los analisis por RMNLH mostraron sefales en y 0.84-0.87, 4.54 (td, J=11.05; 4.2 Hz), y 7.85
7.88 exclusivas para el extracto organico del ecultivo, como se observa en l&igura 3-13.
Por esta razén, este caultivo fue también seleccionado para la evaluacion de su produccion

metabdlica.

La informacion mas relevante de los 7 coultivos seleccionados para su posterior estud

guimico se resume en |dabla 3-3.



Figura 3-13: Comparacion de espectros de RMM para los extractos organicos de a) medio de cultivo sin inocular LB, (b) monocultivo de
Streptomycesp. PNM161a, (¢) monocultivo deRhodococcusp. RKHE26 y (d) co-cultivo de estos dos aislamientos en las zonas de (@)
2ppm, (2) 4-6ppm y (3) 6-8ppm.
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Tabla 3-3: Co-cultivos binarios seleccionados para su posterior estudio quimico.

PNM-67

7.85-7.88

Co-cultivo binario Tipo de Cambio
1
Aislamiento Aislamiento ensayo (IF:/IpI\;r:) HPLGDAD Probable productor
1.51.7
Streptomycesp. Rhodococcusp. 2.35-2.50 .
PNM-161a RKHG26 Contacto 2.95 (bt, J=7.5Hz) No se observa &
7.15 (m)
Purpureocilliumsp. | Paenibacillussp. : : 2 picos Paenibacillussp.
PNM-67 PNM-123 Distancia 7678 (<max =320NM) PNM-123
Paenibacillussp.
PNM-115,
Paenibacillussp. 7.28 (d, J=2.1H2)
Purpureocilliumsp. PNM-123, Distancia 6.70 (d, J=2.6Hz) 1 pico Purpureocilliumsp.
PNM-67 Paenibacillussp. 6.61 (d, J=2.6Hz) (<max=256, 287, 337y PNM-67
PNM-210 6.37(d, J=2.1Hz) 298nm)
Streptomycesp.
IBUN5.1.
. Rhodococcusp. 0.84-0.87
Purpureaciliumsp. RKHG26 Contacto | 4.54 (td, J=11.0; 4.2 Hz) No se observa o2




3.4 Conclusiones

A partir de un set de 15 microorganismos (14 bacterias y 1 hongo) se evaluaron-coltivos
bacteria-bacteria y bacteriahongo, por medio de 151 ensayos evaluando interacciones a
distancia y por contacto en medio sdlido. Los extractos organicos de estosatdtivos fueron
analizados empleando HPLDOAD y RMN 1H, técnicas que permitieron detectar los
emparejamientos con picos y/o sefiales inducidas por el emultivo. Asi mismo, el uso de
cultivos a distancia, y su extraccién por zonas, permiti6 sugerir cual gsoductor de los

compuestos inducidos

En el caso de los caultivos bacteria-bacteria, en las interacciones a distancia se empled una
metodologia basada en la deteccién de cambios fenotipicos asociados a la interaccion como
estrategia de priorizacion. A ls 27 cocultivos que presentaron cambios fenotipicos se les
evalud su produccion metabdlica empleando HPLDAD y RMN, sin embargo, no se lograron
observar cambios inducidos por el caultivo con estas técnicas. En el caso de las interacciones
por distancia, se priorizaron 13 cocultivos teniendo en cuenta los criterios de emparejamiento
reportados en la literatura. A estas 13 parejas se les evalu6 su produccion metabdlica por
HPLCDAD y RMNH, permitiendo ésta Ultima observar cambios debidos al ecultivo en una

de las parejas evaluadasStreptomycesp. PNM161ay Rhodococcusp. RKHE26).

En el caso de los coultivos bacteriahongo a distancia se evaluaron todas las posibles
interacciones entre el hongdPurpureocillium sp. PNM67 con las 14 bacterias deccionadas,
en 4 medios de cultivo diferentesLa produccion metabdlica de los ensayos a distancia se
evalud en 3 zonas: dos correspondientes a los indculos de los microorganismos, y una tercera
zona correspondiente a la interaccién. Esta estrategia pertié observar los gradientes de
difusién y sugerir el productor del compuesto inducido.De los 45 ensayos evaluados, se
encontré que para 5 casos se observaban cambios inducidos por eladtivo, tanto por HPLG
DAD como por RMN. En cuatro de estos casosegonsistian en los caultivos entre el hongo
con las bacteriaPaenibacillussp.PNM-115, Paenibacillussp. PNM123, Paenibacillussp. PNM
210 y Streptomycesp.IBUN-5.1, es posible afirmar que el caultivo induce la produccién por
parte del hongo, guzgar por el gradiente de difusiéon, de compuestos iguales o similares pero
en concentraciones diferentes. Estos ensayos también permitieron observar que cuando el
hongoPurpureocilliumsp. PNM67 interactia por contacto con las bacteriaGordoniasp. PNM

25 y Rhodococcusp. RKHE26, se genera una pigmentacion rojiza que esta probablemente
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asociada con un cambio en la produccion metabdlica del mismo. Este constituiria el primer

reporte de un cacultivo exitoso entre un hongo y una bacteria con acidwmicolico.
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Resumen

La tasa de redescubrimiento de compuestos a partir de microorganismos ha aumentado
significativamente con el pasar de los afios. Asi mismo, se ha demostrado que bajo condiciones
estandar de laboratorio los microorganismos no producen todos los metabolitosug
potencialmente podrian producir. Teniendo en cuenta esto, se han desarrollado estrategias

con el fin de aprovechar el potencial biosintético de estos organismos.

Previamente se realizé urscreeningde interacciones binarias en medio sélido empleando un
set de 15 microorganismos. Estecreeningpermitié priorizar 7 parejas que tenian la capacidad

de inducir cambios en la produccién metabdlica. Este capitulo se enfoca en el analisis de los
cambios en la produccién metabdlica de 2 de estos 7-caltivos, que se caracterizaron por ser
interacciones mediadas por contacto célulgélula. Ademas, los dos incluyen al aislamiento
Rhodococcusp. RKHE26, bacteria con acido micélico; en la literatura, se ha reportado que

estas bacterias inducen cambios en la prodaidn metabdlica de actinobacterias.

El cocultivo entre la bacteria Streptomycessp. PNM161a y la bacteria con acido micélico
Rhodococcusp. RKHE26 en medio LB fue realizado por contacto. Se evaluaron los cambios en
la produccion metabodlica empleando L@1S/MS, donde se encontré que en efecto la
interaccion induce la produccién de metabolitos no observados en los monocultivos. La
derreplicacion de los datos sugiere la produccion de compuestos con actividad antibiética del
tipo macrélido y péptido. El estulio del cultivo en mayor volumen (380 cajas) fue seguido por

RMN, y permitié evidenciar algunos cambios menores, pero no permitié el aislamiento de
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compuestos inducidos por el cecultivo. Adicionalmente, se observé una baja reproducibilidad

en los coecultivos.

El segundo cecultivo estudiado fue el obtenido entre el hongdurpureocillium sp. PNM67 y
la bacteria con acido micolicoRhodococcusp. RKHE26 en medio PDA por triplicado. El
seguimiento de éste se hizo empleando EX2S/MS. Para evaluar los cambgen la produccion
metabdlica se emplearon técnicas de andlisis multivariado y construcciébn de redes
moleculares. Como efecto de esta interaccion se observo la producciorédeucinostatinas ya
reportadas. Este cecultivo constituye el primer reporte de un co-cultivo exitoso entre un

hongo y una bacteria con acido micdlico.

Se observé en general que es necesario el mejoramiento de las condiciones experimentales
para el establecimiento de los c@ultivos por contacto con el fin de mejorar la reproducibilichd

de los experimentos.

4.1 Introduccion

El cocultivo es una de las técnicas que ha sido desarrollada con el fin de aprovechar de mejor
manera el potencial biosintético de los microorganismos. Ya encontrada la combinacion o
pareja ideal para la produccion denetabolitos especializados el cocultivo es superior a otras
aproximaciones en término de costos y simplicidad, pues no requiere reactivos costosos ni
técnicas de manipulacién genética. Sin embargo, el-cuoltivo requiere por lo general un
screeninga gran escala para encontrar la combinacién ideal de microorganismos y es dificil

generalizar cada resultado a otras bacterias hongost

Pocos criterios se han establecido para facilitar este tipo dereenings En el caso de los eo
cultivos bacteria-bacteria, se ha demostrado que las bacterias que contienen acido micolico
son capaces de inducir la produccién de metabolitos especializados en Actinobactetid&n un
primer estudio reportado en 20113 se encontré que cuando se realizaban anlltivos de cepas
de Streptomycescon Tsukamurella pulmonis Rhodococcus erythropoliy Corynebacterium
glutamicumse alteraba la produccion metabdlica en 88%, 87% y 90% de las parejas evaluadas
respectivamente. Esto permitid a los autores concluir que las bacterias que carten acido
micélico pueden influenciar en altas frecuencias la biosintesis de productos naturales en

Streptomycespp3
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Estudios recientes han mostrado que el efecto que tienen las bacterias con acido micdlico
también se extiende a otras ActinobacteridgsEmpleando este precepto se han aislado una gran
variedad de compuestos nuevos como las alquivemicinas A y, Ba arcyriaflavina B, las
chojalactonas AC, las niizalactamas A, las 5alquil-1,2,3,4tetrahidroquinolinas?®, los
streptoaminaleso, lasdracolactamas A y B, las mirilactamas CELL, las umezawamidas A y B,

las catenulobactinas Ay By el &cido gorddnica4.

Se han realizado estudios para comprender el mecanismo de esta interaccién, y aunque
todavia no se tiene total claridad al respectese ha observado que es necesario que las células
de la bacteria con acido micdlico estén vivas, pues ensayos con acido micélico o con células
muertas no causan cambios en la produccion metabdli€as. A diferencia de estos estudios,
Adnani y colaboradaes reportaron un caso en el que la induccién de un nuevo metabolito
estaba mediada por los compuestos difusibles producidos por la bacteria con acido micdlico,

sin la necesidad del contacto fisico célueélulal?.

Cuando se realizan experimentos de emlltivo, uno de los desafios es detectar aquellos
metabolitos producidos de novoo aquellos que son afectados por la interaccion. Una simple
comparacion de cromatogramas o espectros puede ser suficiente para observar los cambios
mas evidentes. Sin embarga@uando se emplea espectrometria de masas, se pueden observar
tanto cambios grandes como pequefios debido a la sensibilidad de la técnica, lo que lleva a

utilizar herramientas quimiométricas que permiten un mejor analisis de los datds.

Un primer paso explaatorio es el uso de un enfoque no supervisado como es el PCA (Principal
Component Analysis). El PCA muestras las relaciones que existen entre las muestras mediante
la visualizacion de agrupamientos, tendencias y muestras atipiédsEn experimentos de co
cultivo, se esperaria observar tres cllsters bien diferenciados, que confirmen las diferencias
en la produccién metabdlica de las dos cepas puras y et@dtivo. Un segundo paso consistiria

en la construccionde un modelo OPLSDA que permitan la comparadn del cocultivo con las
cepas puras. De esta manera, se podrian seleccionar aquellos picos que han sido modificado en

los co-cultivos.20

La identificacion de los picos de interés basada Unicamente en la informacién de
espectrometria de masas sigue siendouy desafiante pues se basa esencialmente en el uso de
bases de dato#, por lo que las identificaciones que se realizan tipicamente son de caracter

putativo basadas en la formula molecular o en criterios quimiotaxonémicos. Como un enfoque
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complementario, se ha empleado la construccién de redes moleculares en la plataforma del

GNPS a partir de espectrometria de masas en tandém.

El GNPS Global Natural Products Social Molecular Networkipngs una plataforma de acceso
libre para el almacenamiento y andlis de espectros MS/MS. El GNPS permite analizar un
grupo de datos y compararlos con datos disponibles publicamentePara el afio 2016, el GNPS
albergaba 221083 espectros MS/MS correspondientes a 18163 compuestos. Estos espectros
provienen de 3 fuentes, brerias espectrales creadas por el GNPS (GNES&lections),
espectros compartidos por la comunidad cientifica (GNPSommunity) y librerias externas
como MassBank, ReSpect y NI&T.

La plataforma del GNPS permite la construccién de redes moleculares, quaesiste en una
estrategia computacional que permite la visualizacion e interpretacion del espacio quimico
presente en los experimentos de MB.Espectros con el mismo ion precursor y que tienen un
espectro MS/MS similar son unidos en un Unico espectro conss. Estos espectros consenso
son simplificados como vectores los cuales son utilizados para calcular un valor de coseno
entre cada posible pareja de espectros consenso, lo que permite la determinacion del grado de
similaridad espectral entre ellos. El vadr de coseno puede variar entre 0 (no existe similitud)
hasta 1 (espectros idénticos}#25 El resultado de este proceso puede ser visualizado como una
grafica donde cada nodo es un espectro MS/MS consenso y las cufias entre los nodos indican

el grado de siilitud entre los espectros consenséé

De este modo, las redes moleculares permiten la visualizacion organizada de moléculas
relacionadas estructuralmente, lo que unido a la derreplicacién basada en la blusqueda en las
librerias espectrales contenidas erel GNPS, hacen a este método una herramienta muy (til

para el andlisis de resultados de espectrometria de masas en tandem.

Sin embargo, como se ha reportado recientemerffela construccion de redes moleculares
sufre de algunas limitaciones que pueden aftar la interpretacion de los resultados. Primero,

la cuantificacion de los iones padre en las diferentes muestras analizadas no se aprecia
correctamente, pues la plataforma del GNPS basa su cuantificacion en el nUmero de escaneos
MS/MS detectados en cada nestra, y esto es altamente dependiente de la configuracién del
analisis en la plataforma. Segundo, compuestos isobaricos pueden unirse incorrectamente en

un mismo nodo. Finalmente, la limpieza de los datos es crucial para evitar la presencia de picos
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poco informativos tales como los presentes en el medio de cultivo y artefactos de los

instrumentos de espectrometria de masas.

Recientemente, en el GNPS se han incluido nuevas estrategias mejoradas que pretenden
superar algunas de estas desventajas. Uno deosles eFeature-based Molecular Networkings.

En esta estrategia, previo a la construccion de redes moleculares, los datos son procesados en
MZMine??, donde es generada una lista de picos alineada que posteriormente es subida a la
plataforma del GNPS parda construccion de redes. Entre las ventajas que incluye esta
metodologia se encuentra la inclusiébn de informacién cuantitativa, la discriminacién de

isébmeros por tiempo de retencion y la reduccion de moléculas redundantes.

En el caso de caultivos, la onstruccion de redes moleculares ha sido utilizada recientemente
para evaluar simultaneamente los cambios en la produccion metabdlica de mdltiples
interacciones. De esta manera, el uso de redes moleculares ha permitido identificar familias
moleculares exclisivas al coecultivo3? e identificar los compuestos asociados a la interaccion y
proponer las razones de su induccié#. Otros autores han complementado la derreplicacién
del GNPS con dereplicacion manual empleando bases de datos como el Diccionario de
Productos Naturales, MarinLit, Reaxys y SciFinder; y con derreplicacion a partir de una base
de datos de fragmentacion MS/M$ silicocomo la ISDBUNPD2.

En este capitulo se busco evaluar la produccion metabdlica de dos de los sietewtivos
promisorios seleccionados en el Capitulo 3. Estos 2-caltivos consistian en interacciones por
contacto entre la bacteria con acido micélicdRhodococcussp. RKHE26 con la bacteria

Streptomycesp. PNM161a y el hongoPurpureocilliumsp. PNM67.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 General

Para los medios de cultivo se empled agar bacteriolégico (Scharlau), triptosa (Scharlau),
cloruro de sodio R.A. (Merck), extracto de levadura (Oxoid) y agar papa dextrosa (Scharlau).

Para las extracciones se emple6 acetato de etilo grado analitico (PanR&ppliChem).

Para el fraccionamiento se emplearon cartuchos Hypersep C18 (Thermo Scientific) de 2000mg

de 1000mg. Como soporte cromatografico para columna abierta se emple6 resina Sephadex
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LH-20 (Pharmacia Biotech). Para estas separaciones se emplearomecosolventes metanol
grado HPLC (LiChrosolv) y agua destilada.

Los andlisis de resonancia magnética nuclear se realizaron en un Bruker Avance 400. Se
emplearon como solventes CD€lcon grado de deuteracién 99.8 % (Merck, Alemania) y
metanol-d; con grado ce deuteracion 99.8% (Merck, Alemania).

Para la determinacién de la rotacion éptica se utilizé un polarimetro ADP440+ (Bellingham

Stanley).

4.2.2 Cultivos

Todos los cultivos se realizaron en cajas de Petri de 90 mm*15 mm. En el caso de las bacterias

el inéculo era de 16 UFC por caja, y en el caso del hongo era de dénidios por caja.

Co-cultivo Streptomyces sp. PNM-161a vs. Rhodococcussp. RKHG26: Se realiz6 en medio
sélido empleando como medio de cultivo LBcomposicion por litro: triptosa 10g, NaCl 10g,
extracto de levadura 59 y agar 14g El volumen de medio por caja fue de 25mL. Se realizaron
380 cajas del cecultivo mezclando alicuotas de cada uno de los microorganismos, y esta
mezcla fue inoculada de forma masiva en la superficie del agar, previa homogagién en
vortex por 1 minuto. Se realizaron 150 cajas de cada uno de los monocultivos. Las cajas fueron

incubadas a 30°C por 5 dias.

Cao-cultivo Purpureocillium sp. PNM-67 vs. Rhodococcussp. RKHG26: Se realizé en medio
sélido empleando como medio PDA.IEolumen de medio por caja fue de 30mL. Se realizaron

3 cajas del cecultivo mezclando alicuotas de cada uno de los microorganismos, y esta mezcla
fue inoculada de forma masiva en la superficie del agar, previa homogenizacion en vértex por
1 minuto. Se ealizaron 3 cajas de cada uno de los monocultivos. Las cajas fueron incubadas a
30°C por 10 dias.

4.2.3 Extraccion

Después de transcurrido el tiempo de fermentacion, el agar fue cortado en cubos empleando
una cuchilla estéril. Cada muestra fue liofilizada empleao un liofiizador LABCONCO

(FreeZone 4.5). El material seco fue extraido dos veces con acetato de etilo. Las extracciones
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fueron realizadas empleando un bafio de ultrasonido Celarmer a temperatura ambiente por

20 minutos. Las muestras fueron filtraday secadas a presion reducida.

4.2.4 Fraccionamiento y aislamiento

Co-cultivo Streptomyces sp. PNM161a vs. Rhodococcus sp. RKHG26:: Los extractos
obtenidos del blanco de medio LB (1041.7 mg), del monocultivo @&treptomycesp. PNM161a
(1130.1 mg), del monocultivo deRhodococcusp. RKHE26 (1083.2 mg) y del cecultivo
(1878.3 mg) fueron fraccionados empleando cartuchos RP18. Se emplearon mezclas
MeOH/H,0 1.9, 3:7, 1:1, 7:3 y 1.0 para obtener 5 fracciones para cada uno dedgtractos. La
fraccion CC1.1 fue sometida a una separacién por exclusion de tamafio empleando Sephadex
LH-20. A partir de esta separacion se obtuvieron 14 fracciones. Se obtuvieron los compuestos
4.1 (20.7 mg) y 4.2 (5.2 mg) en las fracciones CC1.2.11GA.12 respectivamente. Los detalles

mas relevantes de este proceso de separacion se pueden observar eridaira 4-1.



Figura 4-1: Esquema de separacion entre el hongstreptomycesp. PNM161a y la bacteriaRhodococcusp. RKHE26

Monocultivo Co-cultivo Monocultivo
Streptomyces sp. (CC1) Rhodococcus sp.
PNM-161a (1878 mg) RKHC-26
(1130 mg) (1083 mgq)

RP18 (MeOH/H,0)

CCl1 CCl.2 CCl3 CCl.4 CCl15
(793.3 mg) (363.3 mg) (169.0 mg) (68.4 mg) (102.0 mg)

Sephadex LH-20 (MeOH:H,0 7:3)

£el2l CCl23 cCl29 CCl.2.0 cclam cCCcl2]2 CCL213 CCl214
(21 mg) (8.8 mg) (21 mag) (3.0 mQ) (20.7 mg) (52 mg) (1.4 mQ) (3.0 mg)

[Compuesto] [Compuesto]

4.1 4.2




4.2.5 Andlisis por LC/MS -MS

Se analizaron por LC/M&MS los extractos de los coultivos entre Streptomycesp. PNM161a
y Rhodococcusp. RKHE26 y, entre Purpureocillium sp. PNM67 y Rhodococcusp. RKHE26.
Asi mismo, se analizaron los monocultivos correspondientes, los medios détivo (LB y PDA)
y blancos de solvente.

Los andlisis se llevaron a cabo en un equipo UHPLC Thermo Dionex Ultimate 3000 acoplado a
un espectrometro de masas Bruker Impact || UHR-TOF. Los analisis fueron medidos en
modo positivo. El escaneo de masas szalizé en un rango den/z 50 am/z 1200. Se emplearon

los siguientes parametros en el espectrometro: voltaje del capilar 4.5kV, flujo de gas 8L/min,

temperatura 2002C, presion del nebulizador 2.0bar, energia de colision 5eV.

Los extractos fueron disuelt@ en metanol para una concentracion final de 0.5mg/mL y fueron
inyectados en una columna Acclaim RSLC 120 ThermoScientific C18um2(3*75mm). Los
solventes usados en la elucién fueron: agua con &cido férmico 0.1% (fase A) y acetonitrilo con
acido férmico 0.1% (fase B). El andlisis cromatografico inicié con 10% de la fase B por 4
minutos, se incrementd linealmente a 100% de la fase B en 18 minutos, se mantuvo ahi por 4
minutos, se retorno a 10% de la fase B en 3 minutos donde se mantuvo otros 3 minutos mas.
El flujo fue de 0.4mL/min.

4.2.6 Pre-procesamiento de los datos por LC/MS -MS en MZmine

Tras la adquisicion de los datos, estos fueron convertidos al formato .mzXML en el programa
Data Analysisde Bruker con el fin de ser analizados en el programa de accesadithZmine
2.37 que permite el procesamiento de datos de espectrometria de masas de alta resolucion

acoplados con métodos de separaci@a.

Para el procesamiento de los datos obtenidos se emplearon los parametros que se muestran

en laTabla 4-1 en cada uno de los modulos de andlisis de MZmine:
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Tabla 4-1: Valores de los parametros de analisis en cada uno de fa$dulos de MZmine para
las muestras de cada uno de los aniltivos y sus correspondientes monocultivos.

Cocultivo Cocultivo

PARAMETRO Streptomycesp. PNM161a vs.| Purpureocilliumsp. PNM67 vs.

Rhodococcusp.RKHG26 Rhodococcusp. RKHE26
Mass detectior{Centroid mass detector)
Noise level MS1 8t pm pa8t pm
Noise level MS2 p8t p T P8t p 1
Chromatogram builder
Min time span (min) 0.2 0.2
Min height o8t p Tt o8t pTm
m/z tolerance 0.05 0.05
Chromatogram deconvolution (Baseline cliff)
Min peak height o3t p T o8t pTm
Peak duration range 0.2-4.0 0.2-4.0
(min)
Baseline level 8t pTt pa&t pm
m/z range for MS2 0.05 0.05
scan pairing (Da)
RT range for M_SZ 0.2 0.2
scan pairing (min)
Isotopic peaks grouper
m/z tolerance 0.05 0.05
Retention t|me 0.2 0.2
tolerance (min)
Maximum charge 3 3
Alignment (Join aligner)

m/z tolerance 0.1 0.1
RT tolerance 0.5 0.5
Weight m/z 75 75

Weight for RT 25 25

Finalmente en la opcién de filtrado de picos MS/MS se seleccioné la opcibeep onlypeaks
with MS2 scanEn las dos matrices obtenidas se eliminaron todos los picos presentes en el
blanco de medio y en el blanco de solvente. Finalmente cada matriz fue exportada empleando
la funcién Export for/Submit for GNP $ue generd dos archivosQuanification table (formato

.csv) yMS2 file(formato .mgf).

4.2.7 Analisis multivariado

Los datos obtenidos fueron exportados a software SIMCA version 14.1 (Umetrics) donde

fueron analizados empleando PCA y OPIDBA con escalado Pareto. Empleando el mismo
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programa se realizé un test de permutaciones para evaluar la validez del modelo OMSy

se genero un $lot para evaluar los resultados del mismo.

4.2.8 Construccion de redes moleculares

Se siguid el mismo procedimiento para el andlisis de cada uno de los doscultivos
estudiados. En la plataforma del GNPS fueron cargados tres archivaqusantification table, MS2

file y metadata table Se empled elworkflow en la plataforma del GNPS empleando los
siguientes parametros:Precursor ion mass tolerance 03a, Fragment ion mass toleranc€.1
Da, Minimum cosine scor®.70, Maximum number of neighbor nodes for one single nddg
Minimum matched fragment ion®, Maximum size of nodes allowed in a single connected
network 100, Maximum shift between precursorsO0 Da,Library search min matched peaks,
Score threshold.7

El analisis realizado en la plataforma del GNPS para el@dtivo entre Streptomycesp. PNM
16la y Rhodococcus sp. RKHE&6 se puede visualizar en el link:
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=0232da24db0d4d70b9baf906838a3945

El andlisis realizado en la plataforma del GNPS para eladtivo entre Purpureocillium sp.
PNM-161a y Rhodococcus sp. RKHG26 se puede \visualizar en el link:
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=be7al15f5b86d4f788dc75a8¢c179¢c29c4.

Las redes moleculares obtenidas en el paso anterior fueron visualizadas en el programa de

acceso libreCytoscapesn su versién 37.133

4.2.9 Derreplicacion

Se realiz6 la identificacion putativa de aquellos picos que no fueron identificados por el GNPS,
empleando el Diccionario de Productos Naturales (DN#) La busqueda se basé en la masa
exacta de cada ion, y se limité teniendo en cuenlos géneros a los que pertenecian los
aislamientos que hacian parte de las interacciones, asi como géneros filogenéticamente

relacionados. Para la busqueda se acept6é un error maximo de 15ppm.


https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=0232da24db0d4d70b9baf906838a3945
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4.3 Resultados y discusion

4.3.1 Co-cultivo entre la bacteria Streptomycessp. PNM-16lay la
bacteria con acido micoélico Rhodococcussp. RKHG26
Este cocultivo fue seleccionado a partir descreeningrealizado en medio sélido presentado en
el capitulo 3. Esta seleccion se baso en el perfilado empleando HRMAD y RMN!H. las
diferencias mas visibles se dieron el espectro de RMN; sin embargo, estas diferencias eran
en zonas complejas del espectro. Con el fin de evaluar los cambios empleando una técnica mas
sensible, el extracto organico de este ewultivo y sus correspondentes monocultivos fue
analizado por LGMS/MS. En el caso de los datos obtenidos por esta técnica, una simple
superposicion de cromatogramas no es suficiente para realizar la comparacién de los cultivos
como se hizo en el caso de HPHTAD. Con el fin dedcilitar el andlisis, los datos de L®IS
fueron procesados por MZmine con el fin de obtener una matriz alineada teatures,que fue
exportada a la plataforma del GNPS. En esta matriz se eliminaron todosfesuresasociadas
al blanco de medio de cultivd_B y al blanco de solvente. Se construyeron redes moleculares
empleando elFeature-based molecular networkinglLas redes obtenidas se pueden observar en

la Figura 4-2.

En esta figura se visualizan de color naranja los nodos producidos pstreptomycesp. PNM
161a y de color morado los producidos poRhodococcusp. RKHE26. Si el nodo es circular
indica que es producido tanto en monocultivo como en eoultivo, mientras que, si es
rectangular, es exclusivo al monocultivo. De color verde se visualizan los nodos exclusivos al

co-cultivo.

De manera general se puede observar que el metabolismo de las dos bdatercambio
drasticamente, en el caso destreptomycessp. PNM16la 58 features son exclusivas al
monocultivo, mientras que en el caso dBhodococcusp. RKHE26 115featuresson exclusivas
al monocultivo. Ademas, existen 10Geatures asociadas exclusivamerg al cacultivo, que
muestran lo promisoria que es esta interaccién para ser evaluada en mayor volumen. La

distribucion de lasfeaturesse puede observar en |&igura 4-3.
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Figura 4-2. Redes moleculares para el coultivo entre Streptomycessp. PNM16la y
Rhodococcussp. RKHE26 y sus respectivos monocultivosPara los monocultivos, nodos
circulares hacen referencia deaturesproducidas en mono y cecultivo, mientras que nodos
cuadrados representarfeaturesexclusivas de los monocultivos.

Monocultivos

Streptomyces sp. PNM-161a m Co-cultivo Valor del coseno
B Rhodococcus sp. RKHC-26 Il Origen microbiano 0;431
no especifico ’
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Figura 4-3. Diagramade Venn que muestra la distribucion de los picos detectados poriC
MS/MS.

Streptomyces sp. Rhodococcus sp.
PNM-161a RKHC-26
(101) 58 (156)
8
100
Co-cultivo

(123)

Se pueden observar redes moleculares formadas Unicanmte por nodos exclusivos al co

cultivo (MN1), redes formadas por nodos exclusivos a cada uno de los monocultivos (por

ejemplo, MN6 y MN15) y redes integradas por nodos producidos en mono y -@ultivos (por

ejemplo, MN2). El primer tipo de redes es el mas interesante para este tipo de estudios pues

AAi OAOOOA NOA T A ET OAOAAAEET AO AAPAU A0S hETADAEO

decir un grupo de moléculas estructuralmente relacionadas.

Existen nodos que no forman redes y se les denomisalfloops El hecho de que no formen
agrupaciones significa que no existe similitud estructural con los demas nodos que hacen parte
de set de datos. Esto puede ser interesante en un estudio deatidtivo pues indica que estas
moléculas podrian ser novedosas, 0 al menos significativamente diferentes a las demas
moléculas producidas en la interaccion. En este grupo de datos hay Hgffloopsde los cuales,

18 corresponden a nhodos producidos Unicamente en el -aultivo.

Es interesante notar que el caultivo indujo la formacion de una familia molecula#s (MN1).

En esta red se encuentran 5eaturesde las 100 extusivas al cocultivo. Ninguno de estos
nodos pudo ser derreplicado empleando las librerias del GNPS. Por tal razén, se realizé una
busqueda en eDictionary of Natural Productempleando la masa exacta de cada igreriterios
guimiotaxondmicos. Se identifcaron putativamente 12features cédmo se puede observar en la
Figura 4-4, y que se caracterizan por ser compuestos tipo macrdlido y péptiddas

identificaciones putativas basadas en esta busqueda se resumen efiddla 4-2.



Figura 4-4. Familia molecular MN1, se destacan aquellos nodos que se identificaron putativamente a partir de la busqueda realizada en el
Dictionary of Natural Products

Tumescenamida A
OH

‘.‘ 8,9-dihidrolactimidomicina
(o]

MNI1
©® Derreplicacion por el DNP



Tabla 4-2. Identificaciones putativas de la MNXnodos producidos exclusivamente en el coultivo) basadas en la busqueda en el DNver

masa exacta con un margen de error de 15 ppm.

m/z observado | Aducto Compuesto Fuente biol6gica Formula molecular | Error (ppm)

Tumescenamida A Streptomyces tumescepfs

700.4249 M+H Tumescenamida C Streptomyces Sp? CarHs7Ns s 4

744.4510 M+H 23-demicinosiltilosin D Streptomyces fradia® GssHesNOis 3

Antibiotico iso-FK-506 Streptomyces tsukubaensis
804.4883 M+H Fujimicina Streptomyces tsukubaengis CasHsoNOr2 1
Antibidtico X14667A Streptomyces cinnamonengis

628.3833 M+H Antibiético SF 1902A Streptomyces hygroscopicéfs GsoHs3NsOg 13

611.3569 M+H Angl_%tgt:gnsa)54l Streptomyces thermoarchaengs GasHs00s 2

523.3045 M+H Milbemicina h 31 Streptomyces bingchenggensis Ga2Ha20s 2

759.4460 M+H Streptotric_in_a D Streptomyc_es_sﬁ? Gs1H58N12010 5
Isostreptotricina D Streptomyces ginlingensts

655.3832 M+H Antibiético UK 80695 Streptomyces hygroscopicéfs GssHs409 1

787.4618 M+H NEAU 10693B Streptomyces avermitili¢ CiaHe6012 1

919.5405 M+H Avermectina By Streptomyces avermitili4 GsoH7s015 1

504.3005 M+2H | 11, 12-didehidroelaiophilina Streptomycesp.50 Gs4HgsOn7 0

Demetoxiisomigrastatina Streptomyces platensis
460.2742 M+H | 8,9-Dihidrolactimidomicina | Streptomyces amphibiospor&s CasHz7NGs 10
Lankaciclinol A Streptomyces rochés




La MN2 también es una red interesante, pues incluye 17 nodos exclusivos alcattivo asi
como 6 nodos producidos poiStreptomycesp. PNM161a. Al encontrarse en la misma red, los
nodos exclusivos al ceultivo podrian ser modificaciones estructurales demoléculas
producidas por la bacteriaStreptomycesp. PNM161a. Por medio de las librerias del GNPS se
identificaron putativamente a lasfeaturesde m/z 685.5091 y 641.4828 como los compuestos
undecaetilenglicoltridecil éter y decaetilenglicoltridecil étercon indice de similitud de 0.79 y
0.84, y errores de 2.7 y 6.6 ppm respectivamente. Los demas nodos fueron derreplicados
empleando el Diccionario de Productos Naturales y criterios quimiotaxonémicos y no se

encontraron coincidencias para ninguno de ellos.

Teniendo en cuenta todo esto el coultivo fue realizado en mayor volumen (380 cajas de 9cm
de diametro). Se decidi6 mantener la escala de los cultivos con el fin de garantizar la
reproducibilidad, por esta razon, se incremento el nimero de cajas mas naliamension de las
mismas. El extracto organico del coultivo fue analizado por RMNtH buscando las sefiales
exclusivas al cecultivo encontradas en el screening inicial, sin embargo, éstas no se
encontraron. Todos los extractos (mono y ceultivos, ademasdel blanco de medio) fueron
sometidos a un fraccionamiento empleando un cartucho REB. A partir de cada extracto se
obtuvieron 5 fracciones, cada una de estas fracciones fue comparada con la correspondiente
para cada extracto. Se encontraron pequefios caiob por RMN en el ceultivo en las
fracciones CC1.2 (30% MeOH) y CC1.5 (100% MeOH), sefales adicionales enalltwo que

no estaban en las otras fracciones. Las dos fracciones de interés se sometieron a una
separacion por exclusién de tamafio empleandia resina Sephadex LF20. A partir de este
fraccionamiento se obtuvieron los compuestod.1y 4.2, ambos a partir de CC1.2, de los que

se resume su elucidacién a continuacion.

El compuesto 4.1 (5.2 mg) fue aislado como un soélido blanco. Al ser analizado por
espectrometria de masas se observo un ién de 327.1337 [M+tdue corresponde a la féormula
molecular GgHisOsN; (error 2.4 ppm). Se observaron los fragmentos 210.M+H-GH7N]+ y
190.1 [M+HCHs0s]*. Tiene maximos de absorbancia en UV en 220, 285 y 340r8n.rotacion
optica fue de[h]p=-8.5 (c=0.14, MeOH).

El espectro de RMNIH (Figura 4-5) mostr6 8 protones aromaticos y 4 protones
correspondientes a una cadena alifatica, dos de ellos son carbindlicos y diasterotépicos (
3.44 y 3.59), otro esta unido a un carbono que soportaan nitrdgeno (1 1 4.36), y el restante

es de proton bencilico desplazado a campo b&jon 4.20).Los espectros HSQC y HMBEigura
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4-6 y Figura 4-7) mostraron 14 carbonos aromaticos de los cuales 7 son metinos y los demas
son cuaternarios, incluyendo uno de fenoli( 150.83). También se observaron 3 carbonos
alifaticos, 2 de ellos unidos aeteroatomo eni ¢66.35 (CH-O) y1 ¢75.81 (CHN), y un carbono
de acido carboxilico {c 171.35). Estas caracteristicas concuerdan con una molécula que
contiene un anillo inddlico, un anillo benceno y una cadena alifatica de tres carbonos.

Moléculas simibres ya han sido descritas para microorganismés

Figura 4-5: Espectro RMNH para el compuestat. 1.
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Figura 4-6: Espectro HSQC para el compuestol.
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Figura 4-7: Espectro HMBC para el compuest.1.
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Figura 4-8: Espectro COSY para el compuesfol.
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El anillo inddlico fue caracterizado mediante lagorrelaciones en COSYF{gura 4-8) de los
protones eniy 7.45 (d,JF7.95)/ 1c119.88 coni y 6.93 (td, J=7.5, 1.0)/1 ¢ 119.56, que a su vez
acopla cont y 7.04 (td, J=7.5, 1.0)/1 ¢ 122.32, que acopla con el doblete ery 7.30 (d, E=7.5)/
1¢112.13. La sefal singlete eny 7.23 (s)/123.10 correlaciona en HMBC con los carbonos
aromaticos enic 128.29 y 137.98, que a su vez muestranrosspeakscon los protones
aromaticos antes descritos. Todos estos datos permitieron sugerir la presencia de una

subunidad indol monosustituida.

Por otro lado, en COSY se observé un sistema de espin con los siguientes desplazamientos
6.66 (d,J8.5)/ 1c117.89 y147.33 (dd, 8.5, 2.1)/1 ¢ 136.22, mostrando una disposiciororto
entre ellos; el dltimo acopla conr 1 7.93 (d,J2.1)/ 1 ¢132.91, cuya disposicién emetaa juzgar
por el valor deJ.Lo anterior sugiere la presencia de un benceno trisustituido. El protén aislado
eniy 7.93 correlaciona por HMBC con un carbono de &cido carboxilice171.35 y un carbono
oxigenado de fenol ¢150.83 sugiriendo la presencia de un acido errto y un hidroxilo en meta

con respecto a este proton.

Asi mismo, la molécula tiene una cadena daltica evidenciada por la presencia de cuatro
protones (dos de ellos diasterotépicos). El protén bencilican 4.20 (bd, J7.7)/ 1c 45.97

correlaciona en COSY al protén unido a carbono que soporta un nitrogenp4.36 (ddd,J= 7.7,
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6.9, 3.9/ 1c75.81 que asu vez acopla con los protones carbindlicos diasterotopicas; 3.44
(dd,F11.1,6.9/ 1c66.35y143.59 (dd, F11.1, 3.9/ 1:66.35.

Para unir estos tres sistemas se usaron las correlaciones en HMBC del proton bencilicoen

4.20 con los carbonos del indol enc 117.79, 123.10, y 128.29; con los carbonos aromaticos

del anillo de benceno en ¢131.15, 132.91, y 136.22; y también con los carbonos alifaticos en
1:66.35, y 75.81.

Las correlaciones en HMBC y COSY se pueden obmeen laFigura 4-9. Todo lo anterior
permitié identificar a 4.1 como el &acido 5(2-amino-3-hidroxi-1-(1H-indol-3-il)propil) -2-
hidroxibenzoico. A juzgarpor la busqueda en SciFinder, este compuesto no ha sido reportado
previamente, y en esta tesis se reporta por primera vez. Los datos de RMN estan asignados

para el compuestot.1. enla Tabla 4-3.

Figura 4-9: Correlaciones observadas para el Compuestd.l en los experimentos
bidimensionales. El COSY se visualiza con enlaces con negrita y el HMBC con flechas azules.
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Tabla 4-3: Datos de RMNH (400MHz) y RMNt3C (100MHz) del compuesteat.1 medidos en

metanol-ds

Posicion| 1 (ppm) | | (ppﬂ)zgm" Jen HMBC
COOH | 171.35 (C) - -
1 (©) - -
2 150.83 (C) - -
3 117.89 (CH) d 6552 5) 5
7.33 . .
4 136.22 (CH) (dd, F8.5, 2.1) ¢h oh p
131.15 (C) - -
7.93 ~ ~ =
6 132.91 (CH) (d, 2.1) ¢h th poH
1| 45.97 (CH) " d“ig . th vh @R cd
4.36 -
2 75.81 (CH) (ddd,J=7.7, 6.9, poh o0
3.9)
3.44 05 Focd
3 | 66.35 (CH) — 1T 09) -
(dd, ¥11.1, 3.9) P o
2 123.10 (CH) 7.23 (s) p6 0006 O/
37 117.79 (C) - -
3a” | 128.29 (C) - -
rr 7.45 = = 'l A= =
4 119.88 (CH) (d, X7.5) cooh o0AO0O
i~ 6.93 f 2 =
5 119.56 (CH) (td, 7.5, 1.0) cAOOh X
” 7.04 = = <
6 122.32 (CH) (td, 7.5, 1.0) vooh XA
77 | 112.13 (CH) " Jf; 5 GAB S
7a” | 137.98(C) - -
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Figura 4-10: Compuesto4.1, con su numeracion de acuerdo al nombre sistematico

La estructura del compuestad.1h AT T OEAT A AT O AAOATT T O A®&i i OOE.
esta enlazado a dos sistemas aromaticosie dan lugar a efectos Cotton, por lo que se midi6 el

espectro de dicroismo circular que se muestra laigura 4-11.

Figura 4-11. Espectro de dicroismo circular del compuestd.1.
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Para determinar la estereoquimica de estos centros se recomienda aplicar el método
desarrollado por Riguera y colaboradores para 1,2 aminoalcohol&s que usa como agente

quiral la Bocfenilglicina (BPG). Para el centro quiral @ 8 OA DI AOp A BEGOAO Al |
Chiralityss, que es bastante empleado en la determinacién de la configuracién absoluta de
productos naturales. El fundamento de este método consiste en la inte@dn a través del

espacio de los momentos de transiciéon eléctrica entre dos croméforos de un sistema quiral.
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Esta interaccion provoca una division de los estados excitados cuyo resultado se observa en el
espectro de UWis y de CP'.

Se han aislado numeysos compuestos con una unidad indol en su estructura a partir de
microorganismos recuperados de ambientes maring8. EI compuesto de estructura mas
similar al compuesto4.1 fue reportado por Chen y colaboradore® a partir de una cepa de
Escherichiacoli, que era un clon metagenémico de una muestra de sedimento marino. El

compuesto reportado por estos autores presentd actividad analgésida

El compuesto 4.2 (20.7mg) fue aislado como un sélido amarillo. Al ser analizado por
espectrometria de masas de impao electrénico fue observado un i6n de 137.1 congruente
con unaférmula CGHsN.O,. Se observaron los fragmentosn/z 119.1 [M-NH;]+, 92.0 y 65
caracteristicos del acidoantranilico®®. En el espectro de RMNH se observan protones para
anillo aromatico con los desplazamientos €én 7.80 (dd; J8.0, 1.5; H6), 7.22 (ddd;J 8.5, 7.2,
1.5; H4), 6.72 (dd;J8.5, 1.0; H3), y 6.56 (ddd;J=8.0, 7.2, 1.0; kb). Estos datos concuerdan

con los reportados previamete en la literatura para elacido antranilico (Figura 4-12) 9.

Figura 4-12. Estructura compuesto4.2

O CH

NH,
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La produccion de &cido antranilico y derivados del mismo ha sido reportado en varias cepas
del géneroStreptomycesp.5%61, Se han aislado derivados del acido antranilico a partir de-co
cultivos entre hongos y bacterias.6263 E| orto-aminobenzoato (antranilato) junto a los
isdmerosmetay para del aminobenzoato son bloques de construccion para una gran cantidad
de compuestos microbiano&. El antranilato se deriva del metabolito central de la ruta del
shikimato, el corismato y participa en la biosintesisle multiples heterociclos, principalmente
con su rol en la formacién del indol en la biosintesis del tript6fano. El antranilato también

puede convertirse a benzodiazepinonas, fumiquinazolinas, quinoxalinas, fenoxazinas,
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quinolonas y fenazinas. Los tres @&neros pueden ser usados como unidades iniciadoras de
cadena en la formacion de péptidos no ribosomales e hibridos de péptidos no ribosomales y
policétidos. En muchos casos, el grupo amino puede actuar como un nucledfilo interno para

generar lactamas cichnass.

Se hizo la busqueda de las sefiales en RMiNde estos dos compuestos en las fracciones de
cada uno de los monocultivos y del medio de cultivo. Se determiné que el compuestd. era
también producido en el monocultivo deStreptomycessp. PNM161a pero en el caso del
compuesto 4.1 la complejidad de las fracciones no permiti6 saberlo. Por esta razén, se
evaluaron por LGMS las fracciones eluidas en el cartucho RIB con 30% MeOH para el blanco
de medio, los monocultivos de cada una dedaacterias y el cecultivo. De esta manera, se
determiné que los compuestost.1 y 4.2 son producidos por Streptomycessp. PNM161a en
monocultivo. Al evaluar el area de los picos por analisis de HRIDAD no se observé una
variacion significativa de las mémas, lo que indicaria que el eoultivo no tuvo incidencia en la

produccion de los mismos.

Como se puede observar, las sefiales asociadas atultivo que se detectaron en escreening
inicial no pudieron aislarse cuando el caultivo fue cultivado en maor volumen. Al comparar
los espectros RMMHde los extractos organicos del caultivo obtenidos en el Capitulo 3 con el
obtenido en este Capitulo s@udo observar que eransignificativamente diferentes, lo que
indicaria la baja reproducibilidad del cultivo. Ademas, cuando se hizo la busqueda de los
valores m/z de los compuestos aislados en las redes moleculares construidas a partir de los
extractos obtenidos en el Capitulo 3, solo se encontrd la del Compuestb en unselfloop, que
solo esta asociado aimonocultivo de Streptomycessp. PNM161a sugiriendo que en el co
cultivo inicial no era producido este compuesto. Ademas, el hecho de que haga parte deelh

loop sugiere que no hay analogos de esta molécula nueva.

4.3.2 Co-cultivo entre el hongo Purpureocil lium sp. PNM-67 y la

bacteria con acido micélico Rhodococcussp. RKHG26
Este cocultivo fue seleccionado por los cambios en RMI de su extracto organico sumado a
un cambio fenotipico (pigmentacién rojiza) debido a la interaccion. Esta pareja es muy
interesante porgue no hay antecedentes de un amiltivo que involucre un hongo con una
bacteria con acido micélico. Como se ha mencionado anteriormente el efecto de estas bacterias

solo se ha reportado sobre Actinobacterids
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Si bien los ensayos preliminares wstraron diferencias claras por RMN (Capitulo 3) entre el

co-cultivo y los monocultivos, también en el apartado anterior se evidencié la poca
reproducibilidad de los cocultivos por contacto. Por esto se decidié hacer un andlisis inicial
por LGMS para evéuar los cambios en la produccion metabdlica debidos a la interaccion.

El co-cultivo, los monocultivos y el blanco de medio (PDA) fueron realizados por triplicado y
sus extractos organicos fueron obtenidos de manera independiente y evaluados por-MG.
Losresultados obtenidos fueron procesados por MZmine lo que permitié obtener una matriz

defeaturesdonde se eliminaron aquellas presentes en el blanco de medio.

Como primer paso se generé un PCA utilizando el software SIMCA con el fin observar la

distribuci 6n de las muestras. Este PCA se puede visualizar eRigura 4-13.

Figura 4-13: AndlisisPCA del perfilado en L@AS del cecultivo entre Purpureocilliumsp. PNM
67 y Rhodococcusp. RKHE26.
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Este PCA permite observar tres agrupaciones correspondientes a los dos monocultivos y al co
cultivo. En efecto, el cacultivo se separa de los monocultios, lo que muestra diferenciacién en

la produccion metabdlica que es lo que se busca con esta estrategia. Las réplicas de cada uno
de los monocultivos muestran poca dispersion lo que indica que la produccion metabdlica es
reproducible. Por otro lado, lasréplicas del cacultivo presentan una alta dispersion lo que

sugiere una baja reproducibilidad en la producciéon metabdlica, a pesar de que las tres réplicas
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fueron cultivadas y procesadas del mismo modo manteniendo parametros como el tamafio del

indculo, latemperatura, condiciones de luz y tiempo de fermentacion iguales.

Con el fin de determinar aquellaseaturesque diferencian al cecultivo de los monocultivos se
realiz6 un OPLSDA (R=0.737, @=0.883) que se muestra en |&igura 4-14.

Figura 4-14: Co-cultivo entre Purpureocillium sp. PNM67 y Rhodococcusp. RKHE26: a)
OPLSDA, b) Splot, resaltadas las VIPs
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El modelo fuevalidado por un test de permutaciones, donde el intercepto en Y de? €s una
medida del sobreajuste ¢verfitting). Este intercepto debe tener un valor menor a 0 para que

el modelo sea validas En este estudio el valor del € fue de-0.21.

Para visualizar aquellos picos que inciden en la separacién entre monocultivos yadtivo en

el OPLSDA se generd urSplot. Esta grafica permite visualizar aquellageatures que estan
altamente correlacionados con la separacién entre exultivo y monocutivos. Estasfeatures
se destacan por medio de un évalo naranja en Kgura 4-14. La identificacién putativa asi

como informacion sobre su produccién seonsigna en lalrabla 4-4.
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Es importante notar que al analizar las variables importantes en la proyeccion (VIPs), 4 de
estas 5 se encuentran presentes tanto en el mondtvo del hongo como en el caultivo. La
razon de que hayan sido destacados en el analisis multivariado se debe al aumento en su
concentracion en el cecultivo. Al revisar el promedio de las areas de Ideaturesobtenidas por

el procesamiento listado erla Tabla 4-1 se encontré que en el caso de los iones identificados
putativamente como la Leucinostatina A y la Leucinostatina B, en el -caltivo su
concentracion es aproximadamente 37 veces la encontrada en el monocultivo del hongo

Purpureocilliumsp.

Con el fin de omplementar la informacion obtenida con el analisis multivariado, se realiz6 la

AT T OOOOAAEET AA 1 AO OReAtdébasdd nvledilaringiworkidgis ATOUACEAOE O
la construccion de estas redes se emplearon solo aquellesaturesque se encontraba en al

menos dos de las tres réplicas para cada uno de los cultivos, puesto que se evidencié que una

de las réplicas del cecultivo presentaba una serie defeatures exclusivas para ella,

evidenciando una vez mas la falta de reproducibilidad de estos-caltivos por contacto.

Las redes obtenidas se pueden visualizar enfagura 4-15. Todos los nodos de color morado
hacen referencia deaturesproducidas porel hongoPurpureocilliumsp. PNM67, mientras que

los nodos de color fucsia hacen referencia a los producidos por la bacteRdodococcusp.
RKHG26. Nodos circulares hacen referenciafaaturesproducidas tanto en monocultivo como

en cocultivo, mientras que nodos en forma rectangular hacen referencid@aturesproducidas
exclusivamente en los monocultivos. Los nodos de color blanco hacen referencia a un origen
microbiano no especifico, es decir, todos aquelldeatures que se encuentran en los dos
monocultivos, y que también pueden encontrarse en el exultivo. De color verde se visualizan

las featuresproducidas exclusivamente en el caultivo.

De manera general se observan 2 tipos de redes. Unas que involucran nodos de los
monocultivos y de los cecultivos (por ejemplo, MN1 y MN2) y otras con nodos producidos en
los monocultivos. De los 184 nodos que se observan en la figura: 91 correspondefieatures
producidas por el hongo Purpureocillium sp. PNM67 (10 exclusivos al monocultivo), 6
corresponden a features producidas por la bacteria Rhodococcussp. RKHE26 (todos
exclusivos al monocultivo) y 81 corresponden &aturesexclusivas al cecultivo. Estos altimos

evidencian los cambios en la produccién metabdlica de los microorganismos debidos a la
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interaccion. Adicionalmente, y como se deduce de Tabla 4-4 solamente la VIP del OPL-BA
conm/z 386.367 y :20.320 es una de las 8featuresexclusivas al cecultivo.

Mientras que gran parte de los metabolitos producidos por el hond@urpureocilliumsp. PNM
67 en monocultivo son también producidos en ceultivo (nodos circulares morados), en el
caso de la bacteriiRhodococcusp. RKHE26 la mayor parte de los metablitos producidos en

monocultivo dejan de producirse en la interaccion (nodos fucsia rectangulares).
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Figura 4-15: Redes moleculares de los monocultivos del hondrurpureocilliumsp. PNM67 y
la bacteriaRhodococcusp. RKHE26 y su cecultivo.

AAL
A dddadddaddadds

Monocultivos [ Co-cultivos
Valor del coseno

M Purpureocillium sp. PNM-67 [ ] Origen microbiano |
B Rhodococcus sp. RKHC-26 no especifico o !
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Las redes de mayor interés son la MN1 y la MN2 pues incluyen nodos asociados al monocultivo
del hongo (morado) y nodos exclusivos del eoultivo, lo que puede indicar que estos Ultimos

son modificaciones estructurales sobre los primeros.

Con el animo de conocer su identidad se realiz6 la derreplicacion empleando las librerias del
GNPS, y complementando con @&ictionary of Natural Products De esta manera, se pudo
identificar a la red MN2 como la familia molecular de las leucinostatinas. Si bien a partir de la
derreplicacion en la plataforma del GNPS sélo se identificaron las leucinostatinas A y B,
mediante derreplicacion basada en ein/z observado se pudieron identificar putativamente
algunas otras leucinostatinagA2, B2, L yK), como se puede observar en kigura 4-16. Tres
featuresno pudieron ser atribuidas a ninguna de las leucinostatinas reportadas previamente
en la literatura, pero deben mantener una similitud estructural por hacer parte de la misma

red, por lo que se sugiere que son analogos de ellas.

Las leucinostatinas son pgtidos lineales previamente descritos en Purpureocillium
lilacinumeé, para la leucinostatina A y B se ha determinado que poseen actividad
antimicrobiana y citotoxicab”.68, En estudios previos realizados en el grupo de investigacion, el
hongoPurpureocillium sp. PNM67 fue cultivado en caldo de papa, y por analisis por ENIS/MS
se identificaron a las leucinostatinas A, B, H, K ¥9DAsi mismo, en ese trabajo se aislaron las
lilacininas A a D, moléculas estructuralmente relacionadas con las leucinostatings.las redes

construidas en este capitulo no se encontraron ninguno de estos 4 compuestos.

Para los demadeaturesse realizdé una busqueda en dictionary of Natural Productsversién
27.2, a partir de la busqueda de la masa exacta con un rango de err@xmo de 15ppm. Esta
busqueda se filtré teniendo en cuenta los géneros a los que pertenecian los aislamientos y
géneros filogenéticamente relacionados. Las coincidencias encontradas a partir de esta

busqueda se encuentran también en |dabla 4-4.



Figura 4-16. Leucinostatinas identificadas en MN2.
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Tabla 4-4: lones relevantes en las redes moleculares. La identificacigrtegro librerias del GNPS y el DNP. En negrita se observan los iones
identificados como VIPs del OPL-BA. Para los compuestos identificados por el GNPS, en paréntesis se observa el valor de similitud en las
fragmentaciones MS/MS. Se incluye fuente bioldi donde se describe los microorganismos de donde han sido aislados los compuestos
identificados putativamente.

m/z(gldazgtrg?do MN (Origen) Identificacion putativa Fuente bioldgica r:&rengﬂllgr (Egr?nr)
MN1
368.3561 (Monocultivo de No identificado i i i
[M+H] + Purpureocilliumsp. PNM67 y
co-cultivo)
386.3669 MN1 . .
[M+H] + (Co-cultivo) No identificado - - -
MN1
476.399 (Monocultivo de . -
[M+H] + Purpureocilliumsp. PNM67 y No identificado i i i
co-cultivo)
MN2
602.923 (Monocultivo de Leucinostatina B Purpureocillium CotH100N110n 9
[M+2H] 2+ Purpureocilliumsp. PNM67 y (GNPS, 0.73) lilacinumes 1H109TLAs
co-cultivo)
MN2
609.931 (Monocultivo de Leucinostatina A Purpureocillium GooHi1Nu Oy 9
[M+2H] 2+ Purpureocilliumsp. PNM67 y (GNPS, 0.73) lilacinumes 2HHLRAS
co-cultivo)
MN3
318.303 (Monocultivo de Fitoesfingosina Producido en CisHssNOs 11
[M+H]* Purpureocilliumsp. PNM67 y (GNPS, 0.84) mltiples hongos 187139
co-cultivo)
617.9289 MN2 . . Purpureocillium
[M-+2H]2+ (Co-cultivo) Leucinostatina K ilacinamss CeHhuNuO | 10
595.9152 MN2 . . Purpureocillium
[M-+2H]2+ (Co-cultivo) Leucinostatina L iiacinames CooH107N11 O3 9
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m/z observado , e g : o Formula Error
(Aducto) MN (Origen) Identificacion putativa Fuente biologica molecular (ppm)
600.9259 MN2 . . Purpureocillium
[M+2H]2+ (Co-cultivo) Leucinostatina A2 ilacinumes Gs2H109N11012 10
593.9181 MN2 : . Purpureocillium
[M+2H]2+ (Co-cultivo) Leucinostatina B2 lilacinumes Gs1H107N11002 10
ﬁaing]%} (Col\gtl::tzivo) Leucinostatina o similar - - -
616.9386 MN2 . . -

[M+2H]2+ (Co-cultivo) Leucinostatina o similar - - -
631.9444 MN2 . . -
[M+2H]2+ (Co-cultivo) Leucinostatina o similar - - -
Penicillium
237.1127 Selfloop Communol E COMMUNE® CisH160u 0
VA (Cocultivo) Redoxcitrinina Penicillium CisH160n 0
citrinum71
L Purpureocillium
239.1282 Selfloop Paecilopirona A ilacinum?2 CisH1s0Os 1
[M+H]+ (Co-cultivo) 6-hidroxi-1,8-dimetoxi-3,5- Penicillium CiaHisO 1
dimetilisocromano expansunis 137184
255.1232 Selfloop I , Penicillium
[M+H]* (Cocultivo) Striatisporina A striatisporum? GiaHasOs 0
314.3449 Selfloop I .
[M+H]+ (Co-cultivo) Paecilaminol Paecilomyces sp. GoHasNO 8
Selfloop
317.1391 (Monocultivo de : Penicillium
[M+H]+ Purpureocilliumsp. PNM67 y Chermesinona B chermesinunis CisH200s 1
co-cultivo)
MN1
393.3189 Monocultivo de , . Penicillium citreo-
[M+H]+ Purpur(eocillium sp. PNM67 y Citreoantrasteroide B viride77 CogHa0O 8

co-cultivo)
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m/z observado . e . o Formula Error
(Aducto) MN (Origen) Identificacion putativa Fuente biologica molecular (ppm)
409.3138 MN1 : . Penicillium citreo

IM+H]* (Co-cultivo) Citreoantrasteroide A viride?? CGogHaoO, 8
Selfloop
427.3245 (Monocultivo de . . Penicillium citreo
[M+H]* Purpureociliumsp. PNM67 y Secocitreoantrasteroide viride7? CosHa205 8
co-cultivo)
Selfloop
4[1\?;3&]%4 (Monocultivo de Paxisterol Penicillium sp’@ CogH4204 8
Purpureocilliumsp. PNM67)
Selfloop
4[5“3;3;119 (Monocultivo de Chaxina B Penicillium sp?® GosHa2Gs 8
Purpureocilliumsp. PNM67)
. —— 5
519.1935 Selfloop Rubratoxina B Penlgglrl:irgllrildtr)r:unﬁ GosH30011 13
[M+H]+ (Co-cultivo) Triptoquialanina A digitatume: Go7H26N4O; 11
. Penicillium
Seltloop Asperamida B communé? CasHraNGy 8
754.5896 (Monocultivo de , Penicillium
[M+H]* Purpureocilliumsp. PNM67 y Chrysogesido D chrysogenuni? CaaHroNGy 8
co-cultivo) Cerebrésido C Penicillium CisHsNOy 8

funiculosun®4




Este cacultivo muestra resultados promisorios que sugieren su evaluacion en mayor volumen.
Esto se evidencia en su andlisis tanto por RMN (Capitulo 3) como por-MS como se observa
en este capitulo. Ademas, este es el primer estudio quimico que involuam hongo y una

bacteria con acido micélico.

Para su evaluacién en mayor volumen seria necesario primero mejorar los parametros de
fermentacion que incrementen la reproducibilidad del cultivo. Si bien para la realizacion de
co-cultivos por contacto se stablecié una metodologia que pretendia evitar este problema, los
resultados para los dos ceultivos mencionados en este capitulo evidencian que la

reproducibilidad de esta metodologia es baja.

Teniendo en cuenta que en ambos exultivos en medio solidolos dos microorganismos son
capaces de coexistir estando en contacto desde el comienzo del proceso de fermentacion, se
sugiere evaluar estas dos interacciones en medio liquido. En este caso la agitacion garantizaria
una distribucién mas homogénea de los roroorganismos en comparaciéon con lo que ocurre

en los ensayos en medio solido. Este-ouiltivo fue evaluado en medio liquido en 15mL en el
Capitulo 2, pero no se observaron cambios en la produccién metabdlica, esto pudo deberse a
gue fue crecido en un mei de cultivo diferente (LB suplementado con glucosa) donde la
interaccion puede ser totalmente diferente, y a que la produccion metabdlica solo fue seguida
por HPLGDAD, técnica que en el eoultivo crecido en medio PDA sélido no permitié observar

los canbios debidos al cecultivo.

4.4 Conclusiones

Se evaluaron los cambios en la produccion metabdlica empleando-MS/MS para el cecultivo
entre la bacteriaStreptomycesp. PNM161a y la bacteria con acido micélickhodococcusp.
RKHG26, donde se encontré que en efecto la interaccion induce la produccién de metabolitos
no observados en los monocultivos. Se construyeron redes moleculares que evidenciaron que
gran parte de lasfeaturesinducidas se encuentran en la misma red metular, se realiz6 la
derreplicacion de estos nodos empleando el Diccionario de Productos Naturales y se pudieron
identificar putativamente 12 features en su mayoria compuestos con actividad antibiética de
tipo macroélido y péptido. Este cecultivo fue redizado en mayor volumen, a partir del cual
fueron aislados el acido §2-amino-3-hidroxi-1-(1H-indol-3-il)propil) -2-hidroxibenzoico
(4.1) y el acido antranilico @.2.). Estos compuestos son producidos p&treptomycesp. PNM

161a en monocultivo por lo quesu produccién no es exclusiva del eoultivo. EI primer
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compuesto no ha sido reportado previamente, mientras el segundo es un bloque de

construccion ampliamente difundido en biosintesis de microorganismos.

El cocultivo entre el hongo Purpureocillium sp. PNM-67 y la bacteria con &cido micélico
Rhodococcusp. RKHE26 en medio PDA fue analizado empleando EIS/MS. Para evaluar los
cambios en la produccion metabdlica se emplearon técnicas de analisis multivariado y
construccion de redes moleculares. Estasltimas permitieron identificar la red de las
leucinostatinas, y mostraron que el cacultivo incremento la produccién de Leucinostatina A'y
Leucinostatina B, e indujo la produccid de las leucinostatinas KL, A2 y B2. A partir del
Diccionario de ProductosNaturales se identificaron putativamente otras 1Xeatures del tipo
esteroide, derivado de quinazolina, esfingolipido, cerebrésido, fendlicos, entre otros. Este co
cultivo constituye el primer reporte de un cacultivo exitoso entre un hongo y una bacteria con

acido micodlico.

Se observé en general que es necegalel mejoramiento de las condiciones experimentales
para el establecimiento de los c@ultivos por contacto con el fin de mejorar la reproducibilidad

de los experimentos.
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Resumen

El cocultivo de microorganismos ha demostrado ser en los Gltimos afios una estrategia
promisoria para la induccion de metabolitos especializados. Se han evaluado interacciones
bacteria-bacteria, hongehongo y bacteriahongo, siendaeste Ultimo sistema uno de los que ha

generado mayor cantidad de resultados exitosos.

En el capitulo 3 se hizo uiscreeningde interacciones binarias en medio sélido empleando un
set de 15 microorganismos. Estecreeningpermitié priorizar 7 parejas quetenian la capacidad

de inducir cambios en la produccién metabdlica. En este capitulo se realizé el andlisis de los
cambios en la produccién metabdlica de 5 de estos 7-cultivos, que se caracterizaban por ser

interacciones bacteriahongo mediadas por compestos difusibles.

Se estudié el cecultivo entre el hongoPurpureocilliumsp. PNM67 y la bacteriaPaenibacillus
sp. PNM123 utilizando como medio de cultivo PDA. Se cultivaron 450 cajas de Petri
empleando la estrategia a distancia. A partir del extrég organico del cecultivo se aislaron los
compuestos tipo alcaloide withasomnina de nombres 5;@ihidro-2-(secbutil) -4H-
pirrolo [1,2b]pirazol (5.1) y 5,6-dihidro -2-isopropil -4H- pirrolo [1,2b]pirazol (5.2), siendo el
primero por primera vez reportado en esa tesis. Estos compuestoson inducidos por el ce
cultivo y probablemente producidos por la bacteriaPaenibacillussp. PNM123 teniendo en

cuenta el gradiente de difusion de los mismos.
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También se estudi6é el cecultivo entre el hongo Purpureocillium sp. PNM67 y la bacteria
Streptomycessp. IBUN5.1. usando como medio de cultivo ISP3. El-caltivo de estos dos
microorganismos se hizo con la estrategia a distancia en 500 cajas de Petri. A partir del
extracto organico del cecultivo se aislé el compuew alternariol (5.3), una reconocida
micotoxina. Este compuesto es producido por el hongo tanto en esta interaccion como en sus
interacciones con las bacteriasPaenibacillus sp. PNM115, Paenibacillus sp. PNM123 y
Paenibacillussp. PNM210. Los extractosorganicos de la zona de la interaccion para estos 4
co-cultivos fueron analizados por LC/MSMS. A partir de estos resultados se construyeron
redes moleculares en la plataforma deGlobal Natural Products Social Molecular Networking
(GNPS). Segun estos disis el co-cultivo del hongo con la bacterid?aenibacillussp. PNM115

es el mas prometedor para su evaluacién en mayor volumen pues es el que genera una mayor
cantidad de compuestos asociados exclusivamente a suadtivo. Integrando la base de datos
del GNPS y eDictionary of Natural Productsse realiz6 la derreplicacién de los resultados
obtenidos, identificandose de manera putativa 18 compuestos del tipo derivados de acidos

grasos, leucinostatinas, esteroides y péptidos.

Estos resultados demuestrada capacidad del cecultivo de inducir compuestos de manera

diferencial a los producidos en los monocultivos de los microorganismos estudiados.

5.1 Introduccioén

Si bien, los microorganismos siguen siendo una fuente importante de compuestos con
actividad bioldgica, la tasa de redescubrimiento de los mismos es cada vez mayBstudios de
secuenciacion de bacterias y hongos han demostrado que el potencial biosintético de estos
organismos esta muy lejos de ser totalmente aprovechadd?or ejemplo, enAspergillus rger
menos del 30% de los cllsters de genes totales son transcritos en las condiciones estandar de

crecimiento en laboratorio3

Teniendo en cuenta este escenario, se han desarrollado diferentes métodos para inducir,
activar y regular cllsters de genes crificos y silenciadost Uno de estos métodos es el €0

cultivo de microorganismos, que consiste en el cultivo de dos o mas microorganismos en un
mismo ambiente confinadc Uno de los primeros ejemplos exitosos del uso de este método fue

reportado por Cueto ycolaboradores en el 200&y condujo al aislamiento de la pestalona, una
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benzofenona con actividad antibi6tica, a partir de la interaccion entre el hondestalotiasp. y

la bacteriaThalassospirasp..

Actualmente, existen mudltiples trabajos sobre caultivo empleando sistemas bacteria
bacteria’, hongehongo® y bacteriazhongo®. Sistemas bacteridacteria han sido menos
estudiados que los sistemas bacteriaongo y hongehongo. En parte, esto puede ser atribuido

a los desafios que se han observado a travésldiempo como la baja sensibilidad de los
métodos para detectar metabolitos, la falta de reproducibilidad y la dificultad para escalar el
procesol® Los avances tecnolégicos han solucionado parcialmente estos problemas; asi,
resultados recientes obtenidogor técnicas como la espectrometria de masas han ayudado en

la comprensién de este tipo de interacciones.

El grado de contacto entre los microorganismos que hacen parte del-coltivo es relevante
pues los efectos pueden ser el resultado ya sea de umderaccion debida a compuestos
difusibles o a una interaccién debida a contacto célulzélulai? En cuanto al medio de cultivo,

se pueden emplear medios sélidos o liquidos. El medio sélido ha sido empleado pues a
diferencia del medio liquido permite visualzar con facilidad patrones de interaccidn entre los
microorganismos; asi mismo, facilita la ubicacion espacial de los metabolitdslo que puede
permitir la identificaciébn del organismo responsable de la produccion de los compuestos

inducidos por la interaccion.

Para el seguimiento de la induccion de metabolitos en los-caltivos se ha empleado CCRH
HPLCUW:5; RMNS§; GEMS7y HPLCMS'8, asi mismo, el uso de MS/MS permite generar mayor
informacién de los metabolitos presentes.Las técnicas acopladas espectrometria de masas
han sido empleadas con frecuencia por su sensibilidad, poder de resolucién y su capacidad de
proveer informacion estructural de los metabolitos inducidos?® LGMS tiene la ventaja de
permitir analizar un rango muy amplio de metabakos secundarios, a diferencia de GMS que
requiere que los compuestos sean volatiles, por lo que su uso puede implicar pasos adicionales

de derivatizacioni

El GNPS Global Natural Products Social Molecular Networkings una plataforma de acceso
libre para el almacenamiento y andlisis de espectros MS/MS. EI GNPS permite la construccion
de redes moleculares, que consiste en una estrategia computacional que permite la
visualizacién e interpretacion del espacio quimico presente en los experimentos de KS.

Espectros con el mismo ion precursor y que tienen un espectro MS/MS similar son unidos en
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un Unico espectro consenso. Estos espectros consenso son simplificados como vectores los
cuales son utilizados para calcular un valor de coseno entre cada posibkrgja de espectros
consenso, lo que permite la determinacion del grado de similitud espectral entre elkdg2. El
resultado de este proceso puede ser visualizado como una gréafica dénde cada nodo es un
espectro MS/MS consenso Y las cufias entre los nodoslican el grado de similitud entre los
espectros consens@3

De este modo, las redes moleculares permiten la visualizacion organizada de moléculas
relacionadas estructuralmente, lo que unido a la derreplicacion basada en la basqueda en las
librerias espectales contenidas en el GNPS, hacen a este método una herramienta muy (Util

para el andlisis de resultados de espectrometria de masas en tdndem.

Recientemente, en el GNPS se han incluido nuevas estrategias mejoradas que pretenden
superar algunas de las lintaciones de la construccion de redes moleculares. Una de ellas es el
Featurebased Molecular Networking. En esta estrategia, previo a la construccion de redes
moleculares, los datos son procesados en MZMiaedonde es generada una lista dieatures
alineada que posteriormente es subida a la plataforma del GNPS para la construccion de redes.
Entre las ventajas que incluye esta metodologia se encuentra la inclusion de informacién
cuantitativa, la discriminacion de isbmeros por tiempo de retencion y laeduccién de

moléculas redundantes.

En este capitulo se buscé evaluar la produccion metabdlica de cinco de los sietewaitivos
promisorios seleccionados en el Capitulo 3. Estos 5-caltivos consistian en interacciones a
distancia entre el hongo Purpureocillium sp. PNM67 y 5 bacterias (dos del género
Streptomycessp. y tres del géneroPaenibacillug. Dos parejas fueron realizadas en mayor
volumen y empleando RMN y HPLLDAD se aislaron compuestos inducidos por el axultivo.
Para las otras parejas se rdi@ad un andlisis por LC/IMSMS que permitié la construccién de

redes moleculares y la derreplicacién empleando diferentes bases de datos.

5.2 Materiales y métodos

5.2.1 General

Para los medios de cultivo se emple6 agar bacteriolégico (Scharlau), agar papa dextrosa

(Scharlau), sulfato de hierro heptahidratado (Loba Chemie), cloruro de manganeso
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tetrahidratado (Loba Chemie), sulfato de zinc heptahidratado (Loba Chemie) y avena
comercial (Don Pancho). La solucién de trazas se prepar6 con la siguiente composicion por
litro: sulfato de hierro heptahidratado 0,1g, cloruro de manganeso tetrahidratado 0,19 y

sulfato de zinc heptahidratado 0,1g.

Para las extracciones se emple6 acetato de etilo grado analitico (PanReac AppliChem). Para las
separaciones se emplearon como solvee$ metanol grado HPLC (LiChrosolv), acetato de etilo
grado analitico (PanReac AppliChem), grado analitico (PanReac AppliChem) y agua destilada.

Para el fraccionamiento se emplearon cartuchos Hypersep C18 (Thermo Scientific) de 1000mg
y cartuchos Hypersep bl (Thermo Scientific) de 1000mg. Como soporte cromatografico para
columna abierta se empled resina Sephadex L20 (Pharmacia Biotech).

Para cromatografia liquida en escala preparativa se emple6 un equipo HPLC Thermo Dionex
Ultimate 3000 (Germering) condetector DAD. Se emplearon como solventes acetonitrilo grado
HPLC (Honeywell), metanol grado HPLC (LiChrosolv) y agua desionizada previamente filtrada
en un equipo de filtracion Millipore Simplicity y luego filtrada nuevamente a través de una

membrana de rylon de tamafio de poro de 0.22m (CNW Technologies).

Los analisis de resonancia magnética nuclear se realizaron en un Bruker Avance 400. Se
emplearon como solventes CDgIcon grado de deuteracion 99.8 % (Merck, Alemania) y

metanol-d. con grado de deuteraién 99.8% (Merck, Alemania).

Para la determinacién de la rotacién dptica se utilizé un polarimetro ADP440+ (Bellingham

Stanley).

5.2.2 Cultivos en mayor volumen

Todos los cultivos se realizaron en cajas de Petri de 90 mm*15 mm. En el caso de las bacterias

el inéculo era de 16 UFC por caja, y en el caso del hongo era de @énidios por caja.

Co-cultivo Purpureocillium sp. PNM-67 vs. Paenibacillus sp. PNM-123: Se realiz6 en medio
sélido empleando como medio de cultivo PDA (composicién por litro: peptona de papa 4g,
glucosa 20g, y agar 15g). El volumen de medio por caja fue de 30mL. Se realizaron 450 cajas
del co-cultivo donde la bacteria fue inoculada en el céro de la caja en una franja de 1 cm de

ancho, mientras el hongo fue inoculado en los extremos opuestos de la caja (Figura 3.3a,
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Capitulo 3). Adicionalmente, se realizaron 150 cajas de cada uno de los monocultivos y 90 cajas
del blanco de medio PDA. Las jess fueron incubadas a 30°C por 10 dias.

Cao-cultivo Purpureocillium sp. PNM67 vs. Streptomyces sp. IBUN-5.1.: Este cocultivo se
realizé en medio solido empleando como medio de cultivo ISP3 (composicion por litro: avena
209, agar 18g, y solucion de trazasmL). El volumen de medio por caja fue de 30mL. Se
realizaron 500 cajas del cecultivo donde la bacteria fue inoculada en el centro de la caja en
una franja de 1 cm de ancho, mientras el hongo fue inoculado en los extremos opuestos de la
caja (Figura 33a, Capitulo 3). Se realizaron 100 cajas de cada uno de los monocultivos y 90 de
blanco de medio. Las cajas fueron incubadas a 30°C por 10 dias.

5.2.3 Extraccion

Para cada uno de los coultivos se delimitaron tres zonas diferentes: una para la zona donde
crece cada microorganismo y la tercera para la zona de interaccion, y luego cada zona se corto
en trozos por aparte. Cada muestra fue liofilizada empleando un fiilzador LABCONCO
(FreeZone 4.5). En el caso de los monocultivos y del blanco de medio, los cultivos se cortaron
en cubos y fueron liofilizados independientemente. El material seco fue extraido dos veces con
acetato de etilo. Las extracciones fueron reathdas empleando un bafio de ultrasonido Caole
Parmer a temperatura ambiente por 20 minutos. Las muestras fueron filtradas y secadas a

presién reducida.

5.2.4 Fraccionamiento y aislamiento

Cocultivo Purpureocillium sp. PNM67 vs. Paenibacillus sp. PNM-123: Los extractos
obtenidos del blanco de medio PDA (149.7 mg), del monocultivo @irpureocilliumsp. PNM

67 (938.5 mg), del monocultivo dePaenibacillussp. PNM123 (1055.5 mg); vy, del cecultivo en

la zona del hongo (CC2.H, 935.4 mg), la zona de la intef@dndCC2.1, 962.1 mg), y la zona de la
bacteria (CC2.B, 455.6 mg) fueron fraccionados empleando cartuchos RP18. Se emplearon
mezclas MeOH/HO 1.9, 3.7, 1:1, 7:3 y 1:0 para obtener 5 fracciones para cada uno de los

extractos. Todas las fracciones fueron atizadas por HPLEDAD (200-600nm).

Las fraccionesCC2.1.3 (50.8 mg) y CC2.B.3 (33.5 mg) wa@eron (84.3 mg) y se sometieron a
una separacion por exclusion de tamafio empleando Sephadex-RBl (30 cm * 3cm). A partir

de esta separacion se obtuvieron 11 fraiones (CC2.IB.1.1 a CC2.I1B.1.11). fraccién
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CC2.I1B.1.6 (13.6 mgfue separada por cromatografia liquida empleando una columna Waters
XTerra RP18 pm (4.6*250mm) y un gradiente que iba de 10% MeOH a 100%MeOH,
obteniendo los compuestos.1 (0.6 mg) y5.2 (0.4 mg). Se realizaron 14 inyecciones de 40
(Img/40 pL). Los detalles mas relevantes de este proceso de separacion se pueden observar

en laFigura 5-1.

Co-cultivo Purpureocillium sp. PNM-67 vs. Streptomyces sp. IBUN-5.1.: Los extractos
obtenidos del blanco de medio ISP3 (1044.1 mg), del monocultivo 8errpureocilliumsp. PNM

67 (2525.1 mg), el monocultivo de Streptomycesp. IBUN5.1. (1602.3 mg); y, del caultivo

en la zona del hongo (CC3.H, 1810 mg), la zona de la interaccion (CC3.1, 3723.7 mg), y la zona
de la bacteria (CC3.B, 1485.7 mg) fueron fraccionados empleando cartuchos diol. Splearon
mezclas Hex/AcOEt 9:1, 7:3, 1:1, 1:9, 0:1 y 100% MeOH para obtener 6 fracciones para cada

uno de los extractos.

Las fracciones de la zona del hongo en-caltivo CC3.H.5 (102.6 mg) y CC3.H.6 (370 mg) y se
sometieron a una separacion cromatografic@mpleando Sephadex L¥20 (30cm*3cm). A
partir de esta separacién se obtuvieron 14 fracciones (CC3.H.56.1.1 a CC3.H.56.1.14). Las
fracciones CC3.H.56.1.13 y CC3.H.56.1.14 se unieron (12.2mg) y se separaron por
cromatografia liguida empleando una columna Wars XTerra RP18 fm (4.6*250mm)
obteniendo el compuest05.3. Los detalles mas relevantes de este proceso de separacion se

pueden observar en laFigura 5-2.



Figura 5-1: Esquema de separacion del eoultivo entre Purpureocilliumsp. PNM67 y la bacteriaPaenibacillussp. PNM123
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Figura 5-2: Esquema de separacion del eoultivo entre Purpureocilliumsp. PNM67 y la bacteriaStreptomycesp. IBUNS.1.
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5.2.5 Analisis por LC/MS

Se analizaron por LC/MS8VIS los extractos correspondientes a las zonas de interaccion de los
co-cultivos entre el hongoPurpureocilliumsp. PNM67 y las bacteriasStreptomycesp. PNM9,
Paenibacillus sp. PNM115, Paenibacillus sp. PNM123, Paenibacillus sp. PNM210 vy
Streptomycessp. IBUN5.1. Asi mismo, se analizaron los monocultivos correspondientes, el
medio del cultivo (ISP3) y un blanco de metanol. La obtencién de estos extractos se describe
con detalle en el Capitulo 3.

Los analisis se llevaron a caben un equipo UHPLC Thermo Dionex Ultimate 3000 acoplado a
un espectrometro de masas Bruker Impact || UHR-TOF. Los analisis fueron medidos en
modo positivo. El escaneo de masas se realiz6 en un rangande 50 am/z 1200. Se emplearon
los siguientes paametros en el espectrémetro: voltaje del capilar 4.5kV, flujo de gas 8L/min,

temperatura 2002C, presion del nebulizador 2.0bar, energia de colision 5eV.

Los extractos fueron disueltos en metanol para una concentracion final de 0.5mg/mL y fueron
inyectados en una columna Acclaim RSLC 120 ThermoScientific C18 2 (3*75mm). Los
solventes usados en la elucién fueron: agua con &cido férmico 0.1% (fase A) y acetonitrilo con
acido férmico 0,1% (fase B). El analisis cromatografico inicié con 10% de la fase B [3or
minutos, se incrementd linealmente a 40% de la fase B en 3 minutos, luego se incrementé
linealmente a 70% de la fase B en 11 minutos, luego se incrementé linealmente a 100% de la
fase B en 4 minutos y se mantuvo ahi por 2 minutos, y se retorné a 10% lde€fase B en 2

minutos donde se mantuvo otros 2 minutos mas. El flujo fue de 0.4mL/min.

5.2.6 Pre-procesamiento de los datos de LC-MS por MZmine

Tras la adquisicion de los datos, estos fueron convertidos al formato .mzXML en el programa
Data Analysisde Bruker con el fin de ser analizados en el programa de acceso libre MZmine
2.37 que permite el procesamiento de datos de espectrometria de masas de alta resolucion

acoplados con métodos de separaci@s.
Para el procesamiento de los datos obtenidos se siguieron Igiguientes pasos:

A Deteccion de masasNlass detection)
Se empleé el algoritmdaCentroid mass detectgestableciendo un nivel de ruidoNoise levélde

p8t p mparael MS1,yde&t p mparael MS2.
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A Construccion de cromatogramasGhromatogram builde)
Se dilizaron los siguientes parametros:Min time span0.2 min, Min heighto8t p 1ty m/z
tolerance0.05.
A Deconvolucion de cromatogramas@hromatogram deconvolutioh
Se empled el algoritmdBaseline cuwoff con los siguientes pardmetrosMin peak heighto8t
p 11, Peak duration range0.2-4.0 min,Baseline levep8t p 11, m/z range for MS2 scan pairing
0.05 Da yRT range for MS2 scan pairin@2 min.
A Agrupamiento de is6topos [sotopic peaks grouper
Se utilizaron los siguientes parametrosm/z tolerance 0.05, Retention time tolerance0.2 min,
Maximum charges.
A Alineamiento (Alignment)
Se emple6 el métoddoin alignercon los siguientes parametrosm/z tolerance0.1,RT tolerance
0.5 min,Weight m/z 75 y Weight for RT25.
A Filtrado de picos MS/MS Peak list row filten
Se selecciond la opciéKeep only peaks with MS2 scan
A Limpieza de los datos
Se eliminaron todos los picos presentes en el blanco de medio y en el blanco de solvente.
A Exportacion de datos
La lista de picos alineada y filtrada fue exportada empleando la funci&xport for/Submit for

GNPSyue generd dos archivosQuantification table(formato .csv) yMS2 file(formato .mgf).

5.2.7 Construccion de redes moleculares

En la plataforma del GNPS fueronacgados tres archivos:quantification table, MS2file y
metadata table Este Ultimo archivo es creado por el usuario e incluye la descripcion de las
muestras analizadas en funcién de atributos o caracteristicas que facilitaran la visualizacién
de las redesSe emple6 elorkflow Feature Based Molecular Networkingn la plataforma del
GNPS empleando los siguientes parametrd3recursor ion mass tolerance Ola,Fragment ion
mass tolerancd.1 DaMinimum cosine scor@.70,Maximum number of neighbor nodes for one
single nodel0, Minimum matched fragment ion$, Maximum size of nodes allowed in a single
connected networkl00, Maximum shift between precursofs00 Da,Library search min matched

peaks6, Score threshold.7
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El eandlisis realizado en la plataforma del GNPS se puede visualizar en el link:
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=9957cf04ac5547bfa7c9014b4b2ec357.
Las redes moleculares obtenidas en el paso anterior fueron visualizadas en el programa de

accesdibre Cytoscapesn su version 3.7.26

5.2.8 Derreplicacion

Se realizo la identificacién putativa de aquellos picos que no fueron identificados por el GNPS,
empleando el Diccionario de Productos Naturales (DNF) La busqueda se baso6 en la masa
exacta de cada in, y se limité teniendo en cuenta los géneros a los que pertenecian los
aislamientos que hacian parte de lasnteracciones, asi como géneros filogenéticamente

relacionados. Para la busqueda se aceptd un error maximo de 15ppm.

5.3 Resultados y discusion

El hongoPurpureocilliumsp. PNM67 fue recuperado a partir de la esponjaéliphates digitalisy
fue estudiado previamente en el grupo de investigacion por Rome¥odada su capacidad
controladora de patogenos del arroz del génerBurkholderia sp. Al realizar la gcuenciacion
del gen ITSs, se encontré un 99% de similitud coRurpureocillium lilacinum. El estudio
guimico de éste, cultivado en PDB, permitio el aislamiento e identificacion de 4 compuestos
relacionados estructuralmente con las leucinostatinas a los gee denominaron lilacininas A

D. Las lilacininas A y C presentaron una actividad antimicrobiana moderada contra la bacteria

Burkholderia gladiolis.

Los aislamientos dePurpureocillium lilacinum se han destacado por ser productores de
leucinostatinas?®. E40s compuestos tipicamente contienen una secuencia lineal de 9 residuos
de h-aminoacidos que incluyen aminoacidos inusuales comaocis-4-metil-L-prolina,
hidroxileucina y acidoh -aminoisobutirico, asi como residuos de acidos grasos de 7 atomos de
carbono en el N-terminal.3031 De este hongo también se han aisladd -pironas3?,

ciclohexenonag?, xantonass, esteroles4, cerebrésidos4, alcaloidess y proteinas.

Este hongo, ha sido estudiado en condiciones de-cultivo. Asi, Teles y colaboradores
realizaron el cocultivo entre este hongo y la bacteri&almonella typhimuriumbajo diferentes

condiciones de fermentacion encontrando que para la mayoria de casos, elcedtivo inducia
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cambios en la produccién metabdlicay en la actividad biol6gica frenaStaphylococcus aureuls
Candida albicany Listeria monocytogenes

5.3.1 Estudio quimico del co -cultivo entre Purpureocillium sp.

PNM.67y Paenibacillus sp. PNM.123en medio PDA
El co-cultivo entre el hongoPurpureocillium sp. PNM67 y la bacteriaPaenibacilus sp. PNM
123 fue seleccionado a partir de uscreeningrealizado en medio sélido que integré cambios a
nivel fenotipico, en HPLEDAD y en RMN!H para seleccionar aquellos aislamientos que
demostraban un cambio en la produccion metabdlica inducido por eb-cultivo (Capitulo 3).
Los cambios se evidenciaron por picos en HPHTAD a 320nm, por lo cual se empled esta
técnica para el seguimiento del fraccionamiento de los extractos organicos. Con el objetivo de
obtener una mayor cantidad de extracto organicoesrealizaron 450 cajas para el coultivo que
se extrajeron por zonas como se hizo en el Capitulo 3. Se realizaron 150 cajas de cada uno de

los monocultivos, y sus extractos organicos se fraccionaron y se emplearon como controles.

Todos los extractos orgaicos de las 3 zonas correspondientes a las cajas deladtivo fueron
fraccionados empleando extraccion en fase solida con RP18 como fase estacionaria, asi como
los extractos organicos de los dos monocultivos y el blanco de medio. Todas las fracciones se
analizaron por HPLEDAD con el fin de evaluar en qué fracciones se encontraban los picos de

interés.

Los andlisis por HPLEDAD mostraron que los dos picos de interés se encontraban en las
fracciones eluidas con MeOH/ED 1:1 de los extractos organicos da zona de la interaccion y

y también de la zona de la bacteria, lo que sugiere que ella es la productora efcelivo de
estos compuestos. Estas dos fracciones se unieron y se sometieron a una separacion por
exclusion de tamafio empleando una resina Sepiiex LH-20. Se recolectaron 180 fracciones
gue fueron agrupadas segun su perfil en cromatografia en capa delgada en 11 fracciones. Estas
11 fracciones fueron analizadas por HPL-OAD, identificando los dos picos de interés en la
sexta fraccién. Esta fracciérfue separada por HPLC, donde se obtuvieron 6 fracciones en
funcién del seguimiento a 320nm. En las fracciones 5y 6 se encontraban los compuestasy

5.1 respectivamente y que correspondian a los picos de interés.
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El Compuesto5.1 (0.6 mg) fue aisladocomo un sélido amarillo. Su rotacioén 6ptica fue de
[M]o=+172.3 (€=0.013, MeOH). El espectro UV mostré una longitud de onda de méaxima

absorciéon en 320nm.

El analisis del espectro de RMNH (Figura 5-3)permitié observar multiples sefiales en la
region alifatica (1 0.5-3.5), asi como una sefial epy 4.13 (t,J7.40) que indica la presencia de
un metileno unido a heteroatomo, y otra enwy 7.37 (S) que sugiere la presencia de protén
aromatico aislado. Los espectros HSQC y HMBEigira 5-4 y Figura 5-5) permitieron
evidenciar sefiales para 2 carbonos cuaternarios g metinos, uno spy otro sp?; 5 metilenos

y 2 metilos.
Figura 5-3: Espectro de RMN 1H para el compuest®1.
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Figura 5-4: Espectro HSQC del compuest®l

r - . - - ——r - . - . - . ~ v -
7.0 6.5 60 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 10

Figura 5-5: Espectro HMBC del compuestb.1
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Figura 5-6: Espectro COSY del compuesionl
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Las correlaciones observadas por COSY y HMBC se observan drigara 5-7. La sefial de
metileno unido a heteroatomo endy 4.13 (t, J=7.40) Hc50.21 correlaciona en COSYgura
5-6) con el metileno endy 2.24 (quint, J=7.60)/ dc 22.03, que a su vez correlaciona con los
protones de metileno unido a anillo aromatico ends 3.15 (t, J=7.70)dc 30.00, mostrando la
presencia deun anillo de cinco miembros fusionado con un anillo aromatico. De otro lado la
sefal singlete de proton aromatico erdy 7.37 (s)/ dc 19.70 correlaciona en HMBC con el
carbono cuaternario aromaticos unido a heteroatomo ed: 160.26 y con el carbono aromatio
endc143.20, este ultimo tienecrosspealcon el metileno endy 3.15. Todo lo anterior concuerda
con un alcaloide pirazdlico tipo withasomnin&. Por COSY, los protones del metino unido a
anillo aromatico deds 3.23 (q,J36.9)/ dc37.55 correlacionan on los protones diasterotépicos
del metileno endy1.51 y1.78/dc28.59 y con el metilo dobletedy 1.17 (d,J7.20) /dc18.19. Los
protones diasterotopicos a su vez correlacionan por COSY con los protones del metilodgn
0.86 (t,=7.20)/ dc12.04. Teniendo en cuenta esto se deduce la presencia desagbutilo, que
se une al carbono aromatico enc 160.26 por elcrosspeak bservado en HMBC con el metilo
dn1.17 (d,J7.20) /dc18.19. Los datos de RMN asignados para el compueStd se encu@tran

en laTabla 5-1, que fue nombrado com®,6-dihidro -2-secbutil -4H-pirrolo[1,2b]pirazol ( 5.1)
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. La busqueda realizada en SciFinder mostro q&el no ha sido reportado previamente, y por

tanto es nuevo en la naturaleza y en esta tesis es la primera vez que se reporta.

Figura 5-7: Correlaciones observadas para el Compuest®.l en los experimentos
bidimensionales. El COSY se visualiza con enlaces con negrita y el HMBC con flechas azules.

El Compuestad5.2 (0.4 mg) fue aislado como un sélido amarillo. El espectro UV mostré una
longitud de onda de méaxima absorcion en 320nm. Todastos datos son muy similares a los
del compuesto5.1, lo que se sugiere que debe ser un compuesto muy relacionado con él. El
andlisis de los espectros de HSQC y HMBC permiti6 observar 2 carbonos cuaternarios, 2
metinos, 3 metilenos y 2 metilos, confirmado que tiene un carbono menos qué.1. El espectro

de RMN!H muestra que el nucleo del compuestb.2 es igual al de5.1, y que la diferencia se
da en la cadena lateral, que para el caso 8& corresponde a un isopropilo (+ 3.40, 1H, m; y
1.20, 6H, d,J6.87). Todos estos espectros, junto al de COSY, permitieron proponer la
estructura del compuestads.2, conocido comdb,6-dihidro -2-isopropil -4H-pirrolo[1,2b]pirazol
(5.2). Las correlaciones en HMBC y COSY para este compuesto se observankiguea 5-8.

Los datos de RMN asignados para el compuesic2 se encuentran en laTabla 5-1 Este
compuesto fue previamente reportado por Na y colaboradoré$ y habia sido aislado a partir

de la cepaStreptomycesp. 5B, que fue recuperada de la raiz de la plafteewia nudiflora. Esta
planta se encuentra distribuida principalmente en la India, Malasia y Chirfd y ha sido
estudiada desde hace muchos afios por la produccion de metabolitos con actividades
biolégicas relevantes como es el caso de los maytansinoiées, compuestos con actividad
antitumoral. Sin embargo, @ se ha podido demostrar que estos compuestos sean realmente
producidos por la planta, por lo que los estudios se han enfocado en los microorganismos

enddfitos de la planta&243.

Los datos de RMN obtenidos en este trabajo para el compuesid® coinciden ca los

reportados en la literaturass.
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Figura 5-8: Correlaciones observadas para el Compuest®.2 en los experimentos

bidimensionales. El COSY se visualiza con enlaces con negrita y el HMBC con flechas azules.

Tabla 5-1: Datos de RMNtH (400MHz) y RMN23C (100MHz) de los compuesto$.1y 5.2
medidos en metanolds

Compuesto 5.1 Compuesto 5.2
Posicio #_ (ppm)
n #r #5 (ppm) HMBC #e (M., Jen HMBC
(ppm) | (m., Jen Hz) (ppm) Hz)
5 160.26 ] ] 160.75 ] ]
©) (®)
119.70 2,3a 120.05 7.38
3 7.37 (s ' -
(CH) (s) (CH) (s)
3a 143.20 ] ] 143.42 ] ]
©) ()
: 30.00 3.15 3a.5¢ | 3028 3.16 3a, 5
(CH) (t, F7.70) P (CH) (t, ¥7.30)
22.03 2.24 22.19
5 | (Ch) | (quint 9=7.60)| 3@ %6 | (cy | 225(M) 4
6 50.24 413 3a,4,5 | 50.21 413 3a, 4,5
(CH) (t, F7.40) ' (CH) (t, F7.20)
< | 37.55 3.23 ¢h ¢§ 3083 .
po (CH) (q, 16.9) (CH) 3.40 (m) ¢ Oh
< 28.59 ¢ch pd| 2069 1.20 ¢ch pé
COA chy | 152 | (cH) | (d F687)
= ~| 28.59 ¢h po
¢O0A (CHb) 1.77 (m) ]
55 | 12.04 0.86 p 6 h
(CHp) (t, F7.20)
55 18.19 1.17 ¢ch pd 2069 1.20 ¢ch pbéd
P (Chy) (d, F7.20) (CHy) | (d, >6.87)
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Figura 5-9: Compuestos5.1 y 5.2 aislados a partir del cecultivo entre Purpureocillium sp.
PNM-67 y Paaenibacillussp. PNM123.
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Las fracciones correspondientes a los monocultivos d@urpureocillium sp. PNM67 vy
Paenibacillussp. PNM123 fueron analizadas por RMNH y HPLCDAD y no se encontraron las
sefales ni los picos atribuidos a los compuestdsl y 5.2, lo que confirma a juzgar por estas
técnicas que estos dos compuestos son exclusivos al-adtivo. Como se menciond
anteriormente, el gradiente de difusion de los compuestos sugiere que éstos son producidos
por la bacteria en respuesta a los compuestos difusibles producidos por el hongo que no fueron

caracterizados en este trabajo.

La similitud estructural entre los dos compuests identificados como inducidos por el co
cultivo concuerda con lo reportado en la literatura, donde se ha encontrado que en muchos

casos como resultado de la interaccion se obtienen analogos que comparten el mismo nugleo.

Estos compuestoss.1 y 5.2 estan estructuralmente relacionados con las withasomnina,
compuestos reconocidos por su actividad biolégica. La withasomnina fue aislada en 1966 a
partir de las raices déNithania somniferaDun., una planta empleada en la medicina tradicional
india,*5y ha demostrado actividad depresora del sistema nervioso central y del sistema
circulatorio, actividad analgésica moderada, narcosis en altas dosis e inhibicion de la
ciclooxigenasa 1y 2 (COXy COX2) y del metabolismo del leucotrieno B (LTB4).4647 Debido

a sus actividades biolégicas, la withasomnina y derivados estructurales han sido sintetizados

empleando diversas rutas

Los estudios de la biosintesis de las withasomninas han sugerido que se obtienen de una
ornitina y una fenilalanina*9.50, el resultadode esta reaccién hace que la cadena lateral se
ubique en la posicion tres del nlcleo. En el caso de los compuesiosy 5.2 la cadena lateral

se ubica en €, lo que sugiere gue la biosintesis de ellos no se da de la misma manera que la

de las withasomnnas.
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5.3.2 Estudio quimico del co -cultivo entre el hongo Purpureocillium

sp. PNM.67 y la bacteria Streptomyces sp. IBUN-5.1. en medio

ISP3 solido
El cocultivo entre el hongo Purpureocillium sp. PNM67 fue seleccionado a partir de un
screeningen medio solido (Gpitulo 3). De este modo se observé que la interaccion causaba un
cambio fenotipico (inhibicién del hongo) y cambios en los perfiles de HPLTAD y RMNLH.
Con el objetivo de obtener una mayor cantidad de extracto organico se realizaron 500 cajas
para el cocultivo que se extrajeron por zonas. Se realizaron 100 cajas de cada uno de los

monocultivos, y sus extractos organicos se fraccionaron y se emplearon como controles.

Todos los extractos organicos de las 3 zonas correspondientes a las cajas daludtivo fueron
fraccionados empleando cartuchos diol. Se realiz6 el seguimiento por RMi\para evaluar en
gué fracciones se encontraban las sefiales de interés, es decir, aquellas que se encontraban

Unicamente en el cecultivo.

Las sefales caracteristicas debecultivo se encontraron en las fracciones eluidas con 100%
AcOEt y 100% MeOH en la zona del hongo y en la zona de la interaccion. Esto sugiere que el
hongo es el productor de estas sefiales (compuestos). Las fracciones de la zona del hongo se
reunieron sinincluir las de la zona de la interaccion, esto se hizo por dos razones: primero, que
las sefiales de interés son producidas por el hongo, por lo que podrian encontrarse en mayor
cantidad en la zona dénde fue inoculado el hongo y segundo, la masa de lasfdaeiones en
mencién es cercana a los 480 mg, cantidad de extracto suficiente para continuar con el proceso

de separacion.

La mezcla de estas dos fracciones se sometié a una separacién por exclusion de tamafio
empleando resina Sephadex L{20. Se recolearon 130 fracciones que fueron agrupadas
empleando cromatografia en capa delgada para obtener 14 fracciones. En la fraccion 13y 14
se encontraron las sefales de interés, a juzgar por el espectro de RNH\y el pico de interés

por HPLCDAD. Estas dos fradones fueron reunidas y purificadas por HPLC para obtener el

compuesto5.3.

El Compuesto5.3 (2.1 mg) fue aislado como un sélido color crema. Al ser analizado por
espectrometria de masas se observo un i6n da/z 259,0591 que corresponde a la férmula
molecular Ci4H100s (error 3.9ppm). El espectro UV mostrd longitudes de onda de maxima

absorcion en256, 287, 337 y 298 nmque sugieren la presencia de una xanto¥ta
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Al analizar el espectro de RMMH se observaron 4 dobletes en la zona de aromaticds(6.37,

d, F2.0; 7.27, d,=2.0; 6.61, d,}=2.40; y 6.70, dJ=2.40) con constante de acoplamientmetalo

gue sugeria la presencia de dos anillos aromaticos tetrasustituidos. Adicionalmente, se
observa la presencia de un metilo bencilico eny2.76 (s). Rr COSY se observaron dos sistemas
de espin que fueron unidos mediante correlaciones en HMBEidura 5-10), y permitieron
proponer la estructura del compueto 5.3, que corresponde al alternariol, una micotoxina. Los
datos de RMN y espectrometria de masas obtenidos coinciden con los reportados en la

literatura 52. Los datos de RMN asignados para el Compuest8 se encuentran end Tabla 5-2.

Figura 5-10: Correlaciones observadas para el Compuesto 5.3 en los experimentos
bidimensionales. El COSY se visualiza con enlaces conriteg el HMBC con flechas azules.
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Tabla 5-2: Datos de RMNH (400MHz) y RMN23C (100MHz) del compuestd.3 medidos en

metanol-ds

Posicion

1 (ppm)

1 (ppm) (m.,Jen H2)

HMBC

139.51 (C)

98.43 (C)

166.26 (C)

101.43 (CH)

6.37 (d,X2.0)

166.43 (C)

105.28 (CH)

ND (C)

7.27 (d,E2.0)

110.50 (C)

154.24 (C)

102.36 (CH)

6.61 (d,J=2.40)

159.47 (C)

Cl7|aQMN O |Noju|~wN|F

u| Qu| Qu| Qu| Qu| Qu

118.52 (CH)

6.70 (d,J=2.40)

S
O

139.20 (C)

Y
®)
T

Q0-CHs

25.37 (CH)

2.76 (s)

ND: No detectado, valores de los carbonos determinados a través del HMBC

Figura 5-11: Compuesto5.3. aislado a partir del cacultivo entre Purpureocilliumsp. PNM67
y Streptomycesp. IBUNS.1.

Las fracciones correspondientes a los monocultivos del hondrurpureocillium sp. PNM67 y

Streptomycesp. IBUN5S.1 fueron analizadas por HPLOAD y RMNH y no se encontraron las

sefales ni el pico atribuido al compuest&.3., Io que confirma a juzgar por estas técnicas que

este compuesto es exclusivo al ecultivo. Como se mencioné anteriormente, el gradiente de

difusiébn del compuesto sugiere que éste eproducido por el hongo en respuesta a los

compuestos difusibles producidos por la bacteria que no fueron caracterizados en este trabajo.
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El alternariol (Figura 5-11) fue aislado por primera vez a partir del hong@lternaria tenuisen
195353, Posteriormente, ha sido aislado a partir de diferentes especies del généiternaria y
del géneroPenicillium sp5455 El alternariol es una micotoxina encontrada cominente como
contaminante en cultivos de frutas y cereales. Varios estudios han demostrado que el
alternariol tiene actividad citotoxica, genotoxica, mutagenica y carcinogéniga Estudiosin
vitro sugieren que puede actuar como un disruptor endocrino, altando la expresion génica
de receptores de hormonas y enzimas, lo anterior por su similaridad estructural con el

estrogeno.

Se han realizado pocos estudios sobre la biosintesis de este compugstbhomas? demostro
gue el compuesto es un policétido noeducido formado a partir de la condensacion de
unidades de acetato. Staunton y colaboradores realizaron experimentos que confirmaron la
enolizacion del intermediario antes de la formacién del anilley. Stinson y colaboradore&
sugirieron que la norlichexantona es la molécula precursora del alternariol pero esta hipotesis

fue refutada por Simpson y colaboradore® basados en experimentos de marcaje isotdpico.

En la literatura, se reportan varios casos de prodicién de alternariol enco-cultivos.15.63 Por
ejemplo, Wang y colaboradores en 2014 reportaron la produccion de este compuesto y otros
4 policétidos fendlicos a partir de cecultivos entre el hongo derivado de maiPenicillium sp.
WG29-5 y la bacteriaStreptomyces fradia®07.64

En reportes de cecultivos que involucran hongos, se ha encontrado la induccion de otras
micotoxinas como lo son el acido fusariédy las enniatinagé:6?. La induccion de este tipo de
compuestos podria constituir un mecanismo de defensa frente a los hongos o bacterias loen

gue han sido enfrentado$g

En el caso de este estudio, como se observé en el capitulo 3, la induccién de las sefiales
correspondientes al alternariol se observaron en los coultivos entre Purpureocillium sp.
PNM-67 con las bacteriadPaenibacillussp.PNM-115, Paenibacillussp. PNM123, Paenibacillus

sp. PNM210, Streptomycessp. IBUN5.1; todos caracterizados por la inhibicién del
crecimiento del hongo. Esto indica que el hongo produce alternariol en estos 4-adtivos
como respuesta a los compuestadifusibles producidos por las 4 bacterias mencionadas. En
este punto, es importante mencionar que cepas deurpureocillium lilacinum®70 han venido
siendo usadas como biocontroladores, por lo que su seguridad debe ser verificada ya que al

parecer este hmgo es capaz de producir micotoxinas en presencia de otros microorganismos.



158 Co-cultivo de microorganismos de origen marino como estrategia para |
produccion diferencial de metabolitos especializados

5.3.3 Redes moleculares

Con el &nimo de profundizar en las interacciones entre el hongo y las 5 bacterias que causaban
la inhibicién de su crecimiento en medio ISP3 (cambios fenotipicadbservados en el Capitulo
3), se realizaron analisis por LAMS que brindan una mayor sensibilidad.

Se analizaron por LEMS/MS los extractos organicos correspondientes a las zonas de
interaccion de los cecultivos entre el hongo Purpureocillium sp. PNM67 y las bacterias
Streptomycesp. PNM9, Paenibacillussp. PNM115, Paenibacillussp. PNM123, Paenibacillus
sp. PNM210 y Streptomycessp. IBUNS.1; asi como los monocultivos correspondientes y el
blanco de medio. Estos datos se procesaron empleando MZmpera obtener asi una matriz
alineada defeatures(integran tiempo de retencion y espectro de masas) que fue exportada a
la plataforma del GNPS donde se construyeron redes moleculares empleando el andlisis
(reaturebased molecular networking 8 %O O A anligisbdfreceA Viarias ventajas en
comparacion alMolecular Networkingtradicional, siendo una de ellas la reduccién en tamafio
de las redes debido a una disminucion en nodos redundantes. Esto ocurre pues los datos se
someten a un preprocesamiento en MZne gue genera una matriz alineada dieatures Asi
mismo, la obtenciébn de esta matriz permitid eliminar aquelladeatures presentes en las
muestras del blanco de medio de cultivo y del solvente, para asi realizar la construccion de las

redes moleculares Gicamente a partir de ladeaturesde interés.

Las redes permiten visualizar e interpretar el espacio quimico para muestras analizadas por
espectrometria de masas. El resultado final consiste en un conjunto de agrupaciones de nodos
(donde cada nodo es undeature) con similitud en su fragmentacion. La similitud en la
fragmentacion es determinada por un valor de coseno que entre mas cercano sea a 1 indicara
un mayor grado de similitud. Para este estudio, se empleé 0.7 como valor de coseno minimo
para la formacién de agrupaciones. Las redes moleculares construidas pueden visualizarse
haciendo uso del programeCytoscapeque permite cambiar los colores y las formas y de los

nodos con el fin de facilitar su interpretacion.

De este modo, la red obtenida se visuab de dos maneras diferentes empleando diferentes
colores y formas del nodogue es lo que se muestra en laigura 5-12 y Figura 5-13. En la
primera, todos los nodos exclusivos al eoultivo estan de color verde mientras que los nodos
producidos en los monocultivos se visualizan de diferentes colores segim bacteria. En la

segunda, todos los nodos producidos en los monocultivos estan de color verde, mientras que
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los nodos correspondientes a los coultivos se visualizan como diagramas circulares segun la

contribucién de cada cecultivo.

Con el objetivo e visualizar aquelladeatures(compuestos) que eran producidas por cada uno
de los microorganismos en monocultivo, y la variacion de las mismas en funciéon de su
interaccion en cocultivo, se asignaron diferentes colores y formas en la presentacion de los
nodos. En laFigura 5-12, en color verde se visualizan los nodos exclusivos a los-@adtivos
evaluados. Los nodos de color blanco hacen referencia a uigen microbiano no especifico,
es decir, todas aquellageaturesque se encuentran en mas de un monocultivo, y que también
pueden encontrarse en mas de un ecultivo, es decir, podrian corresponder a metabolismo
primario 0 a compuestos ubicuos. En colorediferentes se representan lodeaturespara cada
uno de los microorganismos, siendo los nodos circulares los que muestr@aturesproducidas
tanto en monocultivos como en los ceultivos correspondientes, mientras que nodos en forma
rectangular hacen reérencia afeaturesproducidas exclusivamente en los monocultivos. Estos
nodos exclusivos a los monocultivos muestran varios compuestos que dejaron de ser
producidos en cecultivo y demuestran que hay cambio en la produccién metabdlica de cada

uno de los 6microorganismos empleados

LaFigura 5-12 permite observar 51 nodos asociados Rurpureocilliumsp. PNM67, donde 20

de ellos se producen exclusivamente en el monocultivo de este aislamiento (rectangulos
morados), mientras que los 31 estantes se producen tanto en monocultivo como en guiltivo
(circulos morados). En el caso de las 5 bacterias evaluadas, también se pudieron observar
nodos exclusivos a los monocultivos de cada una de ellas, siendo el cas®aenibacillussp.

PNM-115 elque muestra mayor cantidad de ellos (5 nodos).
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Figura 5-12: Redes moleculares de las zonas de interaccion de losadtivos entre el hongo
Purpureocillium sp. PNM67 y las bacteriasStreptomycessp. PNM-9, Paenibacillussp. PNM
115, Paenibacillussp. PNM123, Paenibacillussp. PNM210, Streptomycesp. IBUN5.1.
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M Paenibacillus sp. PNM-115 [l Streptomyces sp. IBUN-5.1. Valsrdilessano

|
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Con el objetivo de visualizar aquellaseatures (compuestos) exclusivas al caultivo y
discriminar su produccién segun el cecultivo donde fueron inducidas, se emplearon
diagramas circulares con diferentes colores. Asi, en Fagura 5-13, se visualizan todos los
nodos asociados a monocultivosle color verde y los nodos exclusivos a los amltivos se
visualizan como diagramas circulares segun la presencia deédature en cuestion en uno o mas
de los 5 cecultivos evaluados. De manera complementaria, en l&igura 5-14, se visualiza la
distribucion de aquellasfeaturespresentes en los cecultivos entre Purpureocillium sp. PNM
67 con las bacteriasPaenibacillussp. PNM115, Paenibacillussp. PNM123, Paenibaillus sp.
PNM-210, Streptomycesp. IBUN5.1, mediante un diagrama de Venn.

De manera general, se pueden observar redes moleculares en las que se ubican nodos
asociados a monocultivos y a eoultivos (por ejemplo, MN1), mientras que se observan otras
redes compuestas exclusivamente por nodos asacios al cecultivo (por ejemplo, MN5). En el
primer caso, los nodos del ceultivo serian moléculas anélogas a las producidas en
monocultivo, es decir, moléculas con modificaciones estructurales pequefias resfiea los
compuestos producidos en monocultivo. En el segundo caso estos nodos serian compuestos
estructuralmente diferentes a los presentes en el monocultivo, por lo que serian los mas
interesantes de estudiar. Sin embargo, es importante tener en cuentagjestos compuestos de
interés pueden no encontrarse en cantidades suficientes para ser aislados, pues la
espectrometria de masas es una técnica dependiente de la capacidad de ionizar de un
compuesto mas no de su concentraciéh Por tal razon, seria necesio monitorear su

presencia empleando esta misma técnica a lo largo del proceso de purificacion.

El Compuesto5.3, del cual se describe su aislamiento y elucidacion en el apartado 5.3.2., se
puede visualizar en un nodo con forma de cuadrado (m/z 259.0@&n la MN13, que evidencia
gue este compuesto fue producido en las interacciones del hongo con las bacterias
Paenibacillus sp. PNM-115, Paenibacillus sp. PNM123, Paenibacillus sp. PNM210 vy
Streptomycesp.IBUN-5.1., como habian evidenciado previamente eso de HPLEDAD y RMN

1H. Asi mismo se observa la presencia de otros dos compuestos estructuralmente similares, y
que son producidos en el caultivo entre el hongo y la bacteriaStreptomycesIBUN-5.1

exclusivamente.

De los 199 nodos que componen las red moleculares, 95 nodos son exclusivamente

producidos en los cecultivos. Al analizar estos nodos, se observa que 66 de ellos estan
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presentes en el cecultivo con la bacteriaPaenibacillussp. PNM115 (azules). Ademas, 41 de
esos 66 nodos son exclusivos aste cocultivo. A esto se suma queal observar las redes

formadas, existe una red de 6 nodos (MN5) donde todos ellos correspondenfeatures

exclusivas de este caultivo. Esto significaque, en éste, debido a la interaccion, se producen
un grupo de conpuestos estructuralmente relacionados (a juzgar por sus patrones de
AOACI AT OAAE&T qh A0 A AAdsdiadd lnkaméntefaiedteledilfivo.i T 1 AAOT AO6
Algunasfeaturespueden no compartir similitud en su fragmentaciéon con los demas espectros
presenOAO AT 1T A OAAh U ®Ed 1 BENdBcasdAle dskoultivioE lasA 1

moléculas asociadas a estos nodos pueden ser de gran interés por ser estructuralmente no

O

relacionadas con los otros nodos que hacen parte de la red, esto podria digar que son
compuestos nuevos 0 que son compuestos previamente reportados pero no similares a los
demas compuestos presentes en la red. En este analisis, se encontrarors&#loops de los
cuales 21 correspondian a nodos producidos exclusivamente en-coltivos. Es importante
destacar que 12 de estoselfloopsestan asociados Unicamente al eoultivo entre el hongo
Purpureocilliumsp. PNM67 y la bacteriaPaenibacillussp. PNM115. Todo lo anterior, sugiere

gue esta interaccidn es la mas interesante paser evaluada en mayor volumen.
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Figura 5-13: Redes moleculares de las zonas de interaccion de losadtivos entre el hongo
Purpureocillium sp. PNM67 y las bacteriasStreptomycessp. PNM9, Paenibacillussp. PNM
115, Paenibacillussp. PNM123, Paenibacillussp. PNM210, Streptomycessp. IBUN5.1. En un
cuadrado se encuentra el nodo correspondiente al alternariol (Compuesto 5.3).

16 17 18 19 20 21 22 23 24

Co-cultivos entre Purpureocillium sp. y:

[l Monocultivos

W Streptomyces sp. PNM-9 Paenibacillus sp. PNM-210
M Paenibacillus sp. PNM-115 [l Streptomyces sp. IBUN-5.1. Valor del coseno
M Paenibacillus sp. PNM-123 |

0.7 1
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Figura 5-14. Diagrama de Venn de distribucion déeaturespara los coecultivos entre el hongo
Purpureocilliumsp. PNM67 y las bacteriasStreptomycesp. IBUNS.1.,Paenibacillussp. PNM
115, Paenibacillussp. PNM123 y Paenibacillussp. PNM210.

Paenibacillus Paenibacillus
sp. PNM-115 sp. PNM-123
(66) (3)
41
Streptomyces Paenibacillus
sp. IBUN-5.1 sp. PNM-210
(28) (25)

También es interesante notar que 19 nodos estan asociadogeaturesinicamente presentes

en los cocultivos con las bacteriadPaenibacillussp. PNM115 (azul) y Paenibacillussp. PNM
210 (amarillo). Esto podria indicar que la produccion metabdlica en estanteracciones esta
sufriendo variaciones similares, y podria deberse a que las dos bacterias pertenecen al mismo

género.

Si bienel aislamiento PNM123 es también del génerdPaenibacillus la produccién metabdlica
del co-cultivo que lo involucra no se aemeja a la de los coultivos que involucran a PNM115

y PNM210. Con el fin de evaluar la cercania taxondmica de estos tres aislamientos, se contruyo
un arbol filogénetico que se puede observar en ligura 5-15. Este evidencia ga mientras
PNM-115 y PNM210 son cercanamente relacionadas Paenibacillus elgii PNM123 se
relaciona cercanamente corPaenibacillus ehimensjdo que podria explicar la diferenciacién

entre la produccién metabdlica de estos tres caultivos.
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Figura 5-15. Arbol filogénetico de los aislamiento$aenibacillussp. PNM123, Paenibacillus
sp. PNM210 y Paenibacillussp. PNM115 construido a partir del programa MEGA versién 7.0
empleando el métodaNeighborJoining

Paenibacillus ehimensis NPUST1

Paenibacillus ehimensis 1B-739

Paenibacillus ehimensis NBRC 15658

PNM123

Paenibacillus elgii SD17

99 [ - PNM210

PMN115

Bacillus thuringiensis (EU168410.1)

Por ultimo, como ejemplo de nodos que compartefeaturesdel mono-cultivo y del cocultivo,
se puede destacar la red MN1, que contiene la mayoria de nodos exclusivos aludtivo entre
Purpureocillium sp. PNM67 y Streptomycesp. IBUN5.1. (13 nodos). En esta red también se

encuentran nodos producidos por el hongo, lo que indica que son estructuralmente similares.

Todo lo anterior muestra el impacto del cecultivo en la produccién metbdlica de estos
microorganismos, lo que reafirma al ceaultivo como una técnica capaz de inducir
modificaciones estructurales en compuestos producidos en monocultivo, asi como producir

compuestos estructuralmente diferentes a los del monocultivo.

Aparte de una visualizacion de la diversidad quimica, el analisis realizado en el GNPS, permite
realizar la derreplicacion de los espectros MS/MS con la base de datos experimentales de
espectrometria de masas en tAndem que alberga la plataforma. Es importanted¢een cuenta
gue todas las identificaciones que se mencionaran de aqui en adelante son putativas pues solo
se basan en las similitudes en el ion padre y/o en la fragmentacion MS/MS, mientras que una
identificacién definitiva implicaria la comparacion de ds o mas propiedades con un estandar

evaluado bajo las mismas condiciones analiticés.

Todas las identificaciones realizadas por medio de la pkfiborma del GNPS se resumen en la
Tabla 5-3.
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Se identifico unared correspondiente a las leucinostatinas (MN16). Estos compuestos se
caracterizan por ser péptidos lineales, previamente descritos eRurpureocillium lilacinuns.
En estudios previos realizados en el grupo de invagacion, el hongd?urpureocilliumsp. PNM

67 fue cultivado en caldo de papa y por analisis por E&S/MS se identificaron a las
leucinostatinas B2, D, F, H, K, y&EnN este estudio se encontrd que tanto en monocultivo como
en cocultivo (sélo con Paenibacillussp. PNM115) se producen la Leucinostatina A y la

Leucinostatina B.

También se identific6 al compuesto undecilprodiginina. Este compuesto es producido por
Streptomycesp. IBUNS.1. tanto en monocultivo como en caultivo. Las prodigininas sm una
familia de compuestos de coloracién rojiza que se caracterizan por un sistema de tres anillos
pirrélicos conjugados que son producidos por bacterias gram positivas y gram negativad.as
prodigininas han sido aisladas de Serratia spp., Streptomyces coelicolor y otras
actinobacterias?” En diferentes estudios la undecilprodiginina ha demostrado actividad

antimicrobiana, citotdxica e inmunosupresoras.”.

Se identific6 al compuesto 5h,8"-epidioxiergosta-6,22-dien-3i -ol. Este compuesto es
producido por el hongoPurpureocilliumsp. PNM67 tanto en monocultivo como en ceacultivo.
Este compuesto fue aislado a partir del hongDaedaleopsis confragosear. tricolor .80 Se cree

gue este ergosterol peroxido es un artefact®d

La octadecaamida se ha identificadoen diferentes extractos de plantag8 y algunos de sus
derivados se han aislado de esponjas y cora#e8. EI thexadecanoitsnglicerol ha sido
identificado previamente en plantags. LaN-(2-Hidroxietil)octadec-9-enamida ha sido muy
estudiada por sucapacidad de controlar el apetito, por lo que es un agente farmacéutico en el
tratamiento de la obesidad’. El &cido 9,10epoxi-12-octadecanoico y compuestos

relacionados han sido identificados principalmente en extractos de plant&s
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Tabla 5-3: Identificaciones putativas obtenidas a partir de la plataforma del GNPS.

Compuesto m/z Aducto | Similitud | E"TO"

observado (ppm)
Octadecanamida 567.581 2M+H 0.98 0
N-(2-Hidroxietil)octadec-9-enamida 326.305 M+H 0.86 4
Undecilprodiginina 394.28 M+H 0.77 6
1-hexadecanoitsn-glicerol 331.284 M+H 0.75 3

S . _ M-

5h 8" -epidioxiergosta-6,22-dien-3i -ol 411.325 H,O+H 0.75 3
Leucinostatina A 609.929 M+2H 0.74 10
Leucinostatina B 602.917 M+2H 0.72 3
Acido 9,10-epoxi-12- octadecanoico 279.231 MH:CH) 0.71 1

La derreplicaciéon a partir de la plataforma del GNPS permiti6 muy pocas identificaciones, lo
cual es consecuente con que el desarrollo de esta estrategia es relativamente reciente.
Teniendo en cuenta esto, se decidiGomplementar la busqueda mpleando otras bases de

datos.

Se realiz6 una busqueda en dictionary of Natural Productsversion 27.2, a partir de la
busqueda de la masa exacta con un rango de error maximo de 15ppm. Esta busqueda se filtrd
teniendo en cuenta los géneros a los que pertenecian los aislamientos y géneros
filogenéticamente relacionados. Las coincidencias encontradas a partir de esta blsqueda se

resumen en laTabla 5-4.



Tabla 5-4: Identificaciones putativas obtenidas a partir de la busqueda de la masa exacta en el DNP con un margen de error de 15ppm.

m/z Aducto MN (Origen) Compuesto Fuente biologica Formula Error
observado molecular | (ppm)
7,8-dihidro -3,6-dihidroxi -
MN13 1,7,7,8tetrametil -5H-furo Penicillium herqueps
(Co-cultivo [2',3":5,6] nafto [1,8-bc] furan-5-
301.1057 M+H | Purpureocilliumsp PNM ona Ci7H1605 3
67 y Streptomycesp. 1,6,10trihidroxi -2-
IBUN-5.1) (hidroximetil) -8,10-dimetil - Streptomycesp 89
9(10H)-antracenona
. Penicillium
Auranthina aurantiogriseureo CioH14N4O, 7
. Penicillium
Penifenona C dipodomyiocol&!
Penicillium rubrum,
p & &drhigrd \dermistatina Penicillium
simplicissimung?
MN13 2.3-dihidro -2-hidroxi -5-[(6 -
(Cocultivo hidroxi -4-oxo-4H-piran-2- Strept
331.1160 M+H | Purpureocilliumsp PNM . . piran reptomyces
67 y Streptomycesp. ilmetil] —2_—prop|I -4H- sundarbansensis CisHi1s05 3
IBUN-5.1) benzopiran-4-ona
Streptomyces
Deoxifrenolicina roseofulvus
Streptomyces fradia&
Streptomyces
Phaeocromicina B phaeochromogenes
Streptomyces
sundarbansensis
MN4
Monocultivo . . Penicillium citreo
393.3132 M+H Purpu(reocilliumsp PNM Citreoantrasteroide B viridess CsH40O 4
67 y cocultivo con
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m/z
observado

Aducto

MN (Origen)

Compuesto

Fuente bioldgica

Foérmula
molecular

Error
(ppm)

Paenibacillussp. PNM
115)

409.3080

M+H

MN4
(Co-cultivo
Purpureocilliumsp PNM
67 y Paenibacillussp.
PNM115)

Citreoantrasteroide A

Penicillium citreo
viride9s

CosHa00,

471.1661

M+H

Selfloop
(Co-cultivo
Purpureocilliumsp PNM
67 y Paenibacillussp.
PNM115)

Penilactona A

Penicillium crustosuré?

CosH2609

485.2876

M+H

Selfloop
(Monocultivo
Purpureocilliumsp PNM
67 y cocultivo con
Paenibacillussp. PNM
115)

Prugoseno B2

Penicillium rugulosunig

CooH40Gs

Communesina H

Penicillium rivulume?

GaoH3zsN4O,

301.1395

M+H

Selfloop
(Monocultivo
StreptomycedBUN-5.1y
co-cultivo con
Purpureocilliumsp PNM
67)

Actinobolina

Streptomyces
griseoviridistoo

CizH20N2Gs

841.5380

M+H

Selfloop
(Co-cultivo
Purpureocilliumsp PNM
67 y Streptomycesp.
IBUN-5.1)

30-demetil-lydicamicina

Streptomyces platensigt

CisH72N4O10

603.3871

M+H

Selfloop

6,8aseco6,8a
deoxiavermectina Aa aglicona

Streptomyces
avermitilis102

GasHs40s
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m/z Aducto MN (Origen) Compuesto Fuente biologica Formula Error
observado molecular | (ppm)
(Co-cultivo
Purpureocilliumsp PNM
67 y Streptomycesp.
IBUN-5.1)
Streptomyces griseys
Bafilomicina D Streptomyces
hygroscopicu&3
Selfloc_)p Lasalocido B Strep_tom_yces
(Co-cultivo lasaliensigo4 CacHecOs
605.4024 | M+H | Purpureociliumsp PNM . Streptomyces 8oT1s6 3
Lasalocido C S
67 y Streptomycesp. lasaliensigo4
IBUN-5.1) Lasalocido D Strep_tom_yces
lasaliensigo4
Lasalocido E Streptomyces

lasaliensigo4




En laTabla 5-4 se resume la informacioén para cada uno de los nodos derreplicados empleando

el DNP. Asi, para cada valorae/lz OA T AOAOOA 1 A OAA |j-.q AT 1A NO
gue hace referencia a los monocultivos o etultivos donde se encuentra ese valor de/z, el

nombre de los compuestos y la fuente bioldgica de dénde fue aislado, la formula molecular, y

el error en ppm. Se observan iones que solo tuvieron una coincidencitait) y otros donde hay

varias cancidencias.

Para el primer caso, se identificaron putativamente los 6 compuestos que se describen a
continuacion: el citreoantrasteroide A y el citreoantrasteroide B, que fueron aislados de
Penicillium citreoviridey biosintéticamente son derivados del ergosteré. La penilactona A
fue aislada de una cepa d@enicillium crustosur®?, y no presentd actividad en ensayos de
citotoxicidad. La actinobolina fue aisladade una cepa deStreptomyces griseoviridigo, y se
caracteriza por ser un antibiético de amplio espectro. La 3@emetil-lydicamicina fue aislada
de una cepa deStreptomyces platensi8t, y se caracteriza por su actividad antimicrobiana
contra Staphylococcs aureus La 6,8aseco6,8a-deoxiavermectina A, aglicona fue aislada de
una cepa deStreptomyces avermitili®2, y pertenece al conjunto de compuestos denominados

avermectinas que se caracterizan por una potente actividad insecticida.

Los nodos dem/z 301.1057 y 331.1160 hacen parte de la red molecular donde se encuentra el
alternariol (MN13). Estos dosfeaturesson producidos Unicamente en el caultivo entre el
hongoPurpureocilliumsp. PNM67 y Streptomycesp. IBUNS.1 a diferencia del alternariol, qe

es producido en 4 cecultivos como se mencioné anteriormente. Teniendo en cuenta que en la
busqueda en el DNP se generaron varias coincidencias para estos dos picos, se empleé el
servidor web CFMID74 para realizar la simulacion del espectro MS/MS de losompuestos
encontrados en la base de datos, y asi evaluar su similitud con el espectro MS/MS experimental

de cada uno de estofeatures.

En el caso del pico de 301.1057 se encontré que el compuest@-dihidro -3,6-dihidroxi -
1,7,7,8tetrametil -5H-furo [2',3":5,6] nafto [1,8-bc] furan-5-ona presentaba el mayor indice de
similitud (0.6) con su espectro MS/MS. Este compuesto ha sido premiante reportadoa partir
del cultivo de Penicillium herque#. En el caso del pico de 331.1160 se encontré que la
aurantina presentaba el mayor indice de similitud (0.638) con su espectro MS/MS. Este
compuesto ha sido aislado previamente a partir dePenicillium aurantiogriseum,y es

considerado una micotoxina y un agente nefrotoxices.
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En el caso del i6bn 485.2876 se encontran dos coincidencias, la communesina H presentaba
el mayor indice de similitud entre los candidatos (0.018), sin embargo, este valor es muy bajo
para indicar que la identificacion putativa es valida. En el caso del i6n canz 605.4024 se
tuvieron 4 coincidencias, y la bafilomicina D presentaba el mayor indice de similitud entre los
candidatos (0.091), sin embargo, este valor es muy bajo para indicar que esta sea la identidad

del ion.

5.4 Conclusiones

A partir del co-cultivo entre el hongoPurpureocillium sp. PNM67 y la bacteriaPaenibacillus

sp. PNM123 en medio PDA, seaislaron los compuestos 5,&lihidro-2-(secbutil) -4H-
pirrolo [1,2b]pirazol (5.1), y 5,6-dihidro -2-isopropil-4H- pirrolo [1,2b]pirazol (5.2). A juzgar
por las técnicas empleadas en el seguipnto de este cecultivo (HPLGDAD y RMNH), estos
dos compuestos no son producidos por ninguno de los aislamientos en sus monocultivos.
Ademas, se sugiere que son producidos por la bacteria teniendo en cuenta el gradiente de
difusién de los mismos. El comuesto 5.1 es reportado por primera vez, y se diferencia del
compuesto previamente reportado5.2 en la cadena lateral. La produccién d&.2 habia sido
previamente reportada a partir de un aislamientoStreptomycesp. Estos compuestos tienen
similitud estructural con las withasomninas, compuestos aislados de plantas que presentan

actividades biologicas relevantes.

A partir del co-cultivo entre el hongoPurpureocillium sp. PNM67 y la bacteriaStreptomyces
sp. IBUNS.1 en medio ISP3, se aislé al compuestonmido como alternariol (5.3). Teniendo
en cuenta HPLEDAD, RMNH y LCMS, este compuesto no es producido por ninguno de los
aislamientos en sus respectivos monocultivos, y a juzgar por gradiente de difusion es
producido por el hongo. La induccion de este compuesto también ocurre en los
emparejamientos del hongo con Ia bacterias Paenibacillussp. PNM115, Paenibacillussp.
PNM-123 yPaenibacillussp. PNM210. El alternariol es una micotoxina previamente reportada
particularmente en hongos del génerdAlternaria, y que ha sido ampliamente estudiada a lo

largo de los afiogor su toxicidad y su presencia en diversos cultivos de alimentos.

Se evaluaron las zonas de interaccion correspondientes a los-adtivos entre el hongo
Purpureocillium sp. PNM67 y las bacteriasStreptomycessp. PNM9, Paenibacillussp. PNM
115, Paenitacillus sp. PNM123, Paenibacillussp. PNM210 y Streptomycessp. IBUN5.1. por
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LGMS/MS. Se seleccionaron estas 5 parejas teniendo en cuenta que estedeningrealizado
previamente en medio sdlido, estas interacciones mostraban cambios fenotipicos asalts a

la interaccién. Para facilitar la visualizacion y el andlisis de los datos de espectrometria de
masas se construyeron redes moleculares en la plataforma de acceso libre GNPS. Este analisis
permiti6 comparar los cambios en la produccion metabdlica dére las interacciones
establecidas. De esta manera se identificé al-caltivo entre el hongoPurpureocilliumsp. PNM

67 y la bacteriaPaenibacillussp. PNM115 como el de mas promisorio, pues esta interaccion
indujo la produccion de 66 features que no se encontraban en los monocultivos
correspondientes. Ademas, 41 eran exclusivas a esteadtivo, y parte de ellas tenian perfiles

de fragmentacion MS/MS similares entre ellas, pero diferentes a las demas moléculas

producidas en los cecultivos y monocultivos analizados (produccion de familias moleculares).

La derreplicacion haciendo uso de los datos de MS/MS a partir de las librerias del GNPS, y del
Diccionario de Productos Naturales, permiti6 anotar putativamente 1&aturespresentes en
las muestras evaladas. Se encontraron coincidencias con compuestos de tipo leucinostatina,

acido graso, esteroide, alcaloide pirrolidinico, benzodiazepinona, fendlico y péptido.
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6.#l TIAOOEUI DAAT I AT AAAEIT T AO
A partir de una coleccion de mas de 200 microorganismoses seleccionaron 15
microorganismos (14 bacterias y 1 hongo) empleando al menos uno de los criterios
identificados en la literatura para el establecimiento de caultivos binarios: conocimiento
previo de los aislamientos, bacteria con acido micdlico en saed celular, criterio ecolégico y
bacterias pertenecientes al génerdStreptomycessp. Estos criterios se derivaron de una
revision de la literatura; sin embargo, es importante tener en cuenta quen la mayoria de
articulos revisados, los cecultivos se cerivan de screeningshechos a partir de las posibles

combinaciones de los aislamientos de un cepario, o el autor no reporta como se hizo la

seleccion.

En primera instancia se evaluaron todos los posibles aniltivos binarios en medio liquido en
escala del5mL (105 experimentos). A partir de estescreeningse seleccionaron5 parejas
promisorias que fueron evaluadas en 100mL. Sin embargo, se encontré que el comportamiento
de los cocultivos seleccionados en 100mL era diferente a los realizados en 15mL, y mas
importante aun, estas condiciones no garantizaban la coexistencia de los dos microorganismos
gue hacian parte de la interaccidén. Que las condiciones aqui manejadas no hayan garantizado
coexistencia de los microorganismos no implica que el medio liquido m@a una opcién valida
para el establecimiento de cecultivos, sino que es necesario explorar otras condiciones de
fermentacién para estos microorganismos, por ejemplo el uso de membranas que permitan
gue los microorganismos interactlen Unicamente por medide sus compuestosifusibles, asi
como la exploracion de otros parametros de fermentacién no evaluados en este trabgpor
ejemplo, diferentes medios de cultivo, pH). En cuanto al tiempo de fermentacion total se

recomienda ensayar tiempos mas cortos ques empleados en este trabajo.

Con el objetivo de solucionar el problema de coexistencia, en esta tesis se realiz&eneening
en medio sélido en el que se podia regular de manera mas sencilla el contacto entre los dos

microorganismos, lo que podria esr relacionado con la supervivencia de los mismos. Asi
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mismo el medio solido permite valorar visualmente cambios fenotipicos asociados a la

interaccion que podrian facilitar el proceso de priorizacion de parejas de alltivo.

Teniendo en cuenta esto, seealizaron 151 ensayos en medio sélido involucrando
interacciones a distancia e interacciones por contacto. En el casolds co-cultivos bacteria-
bacteria los cambios fenotipicos no se tradujeron en cambios en la produccion metabdlica a
juzgar por las té&nicas empleadagHPLGDAD y RMN) mientras que en el caso dis co
cultivos bacteria-hongo la mayoria de cambios fenotipicos si se tradujeron en cambios en la
produccion metabdlica visibles por HPLEDAD y RMN. Es importante tener en cuenta que, si
bien en algunoscasosno fue posible ver cambios metabdlicos asociados a los fenotipicos, esto
no implica que noexistiesen,sino que tal vez no fueron detectadosinaliticamente y que
requieren de una técnica mas sensible conla espectrometria de masas, que g empleado
ampliamente en este tipo de estudios. No obstante,sdguimiento de los cecultivos por LG
MS no garantiza que el (los) compuesto(s)etectadossean aislables, pues se pueden detar
compuestos en baja cantidadpor otro lado, el seguimien del cocultivo por RMN deberia
conducir con mayor probabilidad al aislamiento de los compuestopor que solamente se

detectarancompuestos presentes en alta conog¢racion.

A partir del screeningen medio sélido se seleccionaron 7 interacciones promis@s, 2 por
contacto y 5 a distancia. La gran ventaja de las interacciones a distancia es que permiten
regular tiempos de inoculacién entre microorganismos, lo que se traduce en mejor crecimiento
para cada uno de ellosy, por lo tanto, garantiza en gran meifla la coexistencia de los
microorganismos. Ademas, los resultados de esta metodologia en esta tesis mostraron un
mayor grado de reproducibilidad en comparacion a las interacciones por contacto. Por lo
anterior se sugiereque,en la realizacion de urscreaing en medio sélido, se emplee en primera

instancia una estrategia a distancia.

A partir del co-cultivo a distancia entre el hongoPurpureocillium sp. PNM67 y la bacteria
Paenibacillussp. PNM123 en medio PDA se aislaron los compuestos Ejthidro -2-(secbutil) -
4H-pirrolo[1,2b]pirazol ( 5.1) y 5,6-dihidro-2-isopropil-4H- pirrolo[1,2b]pirazol ( 5.2). El
compuesto5.1. no habia sido previamente reportadaen la literatura, mientras que el5.2 se
habiaobtenido a partir de unStreptomycesp. Estos dos compestos a juzgar por el gradiente
de difusién, son producidos por la bacteria, y solo fueron detectados en el-caltivo. Otros

compuestas similares no han sido reportados en microorganismos, lo queugiere lo
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interesante que seria profundizar en las actidades bioldgicas y la ruta biosintética de estos

dos compuestos.

Las otras cuatro interacciones a distancia quaostraron producir compuestos inducidos por

el co-cultivo fueron entre el hongoPurpureocilliumsp. con las bacteriafaenibacillussp. PNM-
115, Paenibacillussp. PNM123, Paenibacillussp. PNM210 y Streptomycesp.IBUN-5.1, todas
ellas en medio ISP3. El eoultivo entre el hongo y la bacteriaStreptomycessp. IBUNS.1. fue
realizado en mayor volumen, y permitié el aislamiento del compwo conocido como
alternariol (5.3), una reconocida micotoxina. La induccion de este compuesto también ocurre
en los emparejamientos con las otras 3 bacterias previamente mencionadas, y no es producido
por ninguno de los aislamientos ersus respectivos mowcultivos. El andlisis por LEMS/MS,
visualizado y analizado mediante la construccion de redes molecularggrmitio identificar al
co-cultivo entre el hongoPurpureocilliumsp. PNM67 y a la bacteridPaenibacillussp. PNM115
como el mas promisorio para a posterior estudio quimico por producir 66featuresque no se

encontraban en los monocultivos correspondientes.

Por otro lado, las dos interacciones por contacto mostraron cambios en la produccién
metabdlica al ser analizados por L&IS/MS, por ejemplo, kB induccion en el hongo de
leucinostatinas y compuestos analogos en sto-cultivo con Rhodococcusp. RKHE26. Sin
embargo, es necesario evaluar otrazondiciones de fermentacion de manera que se garantice
una mayor reproducibilidad y en un estudio quimico futuro se garantice el aislamiento de
compuestos asociados a la interaccion. Las dos interacciones aqui estudiadas son de gran
interés pues ambas inkuyen a la bacteria con acido micdlicdRhodococcussp. RKHE26
demostrando que estas bacterias tienen la capacidad de inducir cambios en la produccion
metabdlica como previamente se habia reportado. Ademas, mientras que uno de los co
cultivos es una interacion Streptomycesp. vs Bacteria con acido micdlico, de la que ya existen
varios reportes; la otra es hongo vs. bacteria con acido micdlico, una pareja de interacciéon no
reportada anteriormente. Que estos dos coultivos evidencien cambios en la producén
metabdlica solo cuando son realizados por unaetodologia por contacto esta de acuerdo con
la informacion que existe en literatura que indica que para que la bacteria con acido micoélico

ejerza su efecto, debe estar viva y en contacto directo con el oticroorganismo.

Es importante tener en cuenta que, si bien la seleccién de microorganismos a partir de criterios

reportados en la literatura que se hizo al comienzo de este trabajo, permitié finalmente
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obtener parejas prometedoras para los estudios quiroos realizados, los estudios que evaltan
una gran cantidad de interacciones sin restriccion previa en la seleccion pueden brindar a
futuro nuevos criterios que faciliten a otros investigadores el establecimiento de emultivos.
Ademas, como se observd enste trabajo, factores como el medio de cultivo, el tiempo de
fermentacion y el tipo de interaccion inciden draméaticamente en el éxito del emlltivo, y
teniendo en cuenta que estos factores son altamente dependientes de cada microorganismo,
no se pueden ralizar generalizaciones metodolégicas a la ligera. Estudios que pretendan
evaluar multiples interacciones en diferentes condiciones simultdneamente pueden ser una de
las estrategias que brinden informacién que se traduzca en criterios de seleccion y estude

co-cultivos mas acertados.

Finalmente, a partir de los experimentos desarrollados en esta tesis, se realizan varias
sugerencias paaestudiosfuturos. Primero,en el caso de utilizar criterios de emparejamiento,
se sugiere utilizar el de bacteria corécido micoélico vs.bacteria u hongo, pues fue el que
mejoresresultados brindd en esta tesis. Teniendo en cuenta que es necesario el desarrollo de
otros criterios de emparejamiento efectivos, 8 sugiere emplear un set de microorganismos
mas numerosoy evduar todas las posibles interacciones entre ellos de manera que se puedan
detectar tendencias en las interacciones observadasn el caso del esquema de trabaja
emplear, se sugiere evaluar en primera instancia interacciones a distancia en medio sdlipar

las ventajas antes mencionadas. Todas aquellas parejas que presenten un cambio fenotipico
apreciable cuando entran en contacto, puedeser evaluadasen un ensayo de interaccion por
contacto. Este tipo de ensayo debe ser mejorado con el fin de garantirgproducibilidad, ya
sea en medio sélido o liquidoSe recomienda el uso de varios medios de cultivo, su seleccion

dependera de los aislamientos involucrados en las interacciones.

Si bien en este trabajo se les dio prioridad a las técnicas de HPRAD y RMN como estrategia
para el monitoreo de la produccién metabdlica buscando el aislamiento de compuestos, el uso
de LCMS/MS unido al uso de redes moleculares y estrategias de derreplicacion también
demostrd ser una técnica valiosa para evaluar la relaciomte los metabolitos producidos en
varias interacciones. En estudios quimicos futuros, se sugiere la integracion de estas 3 técnicas
tanto en el perfilado metabdlico de los extractos organicos, como en el fraccionamiento y
aislamiento de compuestos, tenietio siempre en mente las ventajas de cada una en cuanto a

sensibilidad, informacién quimica otorgada y costo.
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Figura A-1. Espectro de RMNH para el compuesto 4.2




190 Co-cultivo de microorganismos de origen marino como estrategia para |
produccion de metabolitos especializados

500 7500
7000
| ‘ [-200 6500

SRS L W S SUR— ¥

L5500

EE———

76 75 74 73 72 71 70
1 (ppm) [5000

14500
3500
2500

+-2000
‘ -1500

1000

m JLJ” P ,.JJJ.'AM,‘A.,M_, B )JJ N

4.0 35 30 25 2.0 15 10 0.5

Figura B.1. Espectro RMN 1H para el compuesto 5.2
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Figura B.2. Espectro COSY para el compuesto 5.2
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