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Resumen y Abstract IX

Resumen

Colombia, un pafs con vocacién agricola, presenta problemas relacionados con el uso intensivo
de agroquimicos para el control de fitopatégenos, los cuales han generado resistencia a los
tratamientos convencionales. La tendencia actual en la produccién agricola es el uso de
métodos ambientalmente amigables para el control de plagas y enfermedades, estos incluyen
el uso de microorganismos como biocontroladores o como productores de compuestos de
origen natural, ya que pueden ser menos toxicos, presentar menor persistencia en el ambiente
y mayor selectividad contra los patégenos.

Durante las dltimas décadas las investigaciones en productos naturales marinos han dirigido
su mirada hacia los microorganismos, y dentro de estos hacia los hongos aislados de
ambientes marinos, los cuales han mostrado ser una fuente rica en compuestos con diversas
actividades biologicas y que permitiria un suministro sustentable de los compuestos,
fracciones o extractos de interés. Entre las actividades biolégicas que han mostrado los
metabolitos producidos por estos hongos, la actividad antimicrobiana ha sido ampliamente
estudiada.

Asi, con el &nimo de contribuir al estudio quimico de los hongos que pueden cultivarse a partir
de muestras recolectadas en el mar Caribe colombiano y evaluar su actividad como
productores de compuestos antimicrobianos, con una perspectiva guiada hacia el control de
fitopatogenos, se planted este proyecto de maestria.

En este estudio, se evaluaron un total de 15 aislamientos de hongos filamentosos obtenidos de
ambientes marinos en el Caribe colombiano, los cuales se cultivaron por duplicado en dos
medios liquidos durante tres semanas. Las fracciones obtenidas a partir del extracto en acetato
de etilo de estos cultivos, fueron evaluadas contra las bacterias fitopatégenas Burkhorderia
glumae ATCC 33617, B. gladioli ATCC 37041, and B. platarii ATCC 43733, patogenas del arroz.
Encontrando que diez de los microorganismos evaluados son capaces de producir compuestos
activos en alguno de los dos medios. Las cepas con mayor actividad fueron: Purpureocillium

lilacinum PNM-67, Fusarium solani PNM-76 y Fusarium striatum PNM-AC10.
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Los ensayos de actividad antimicrobiana, perfiles de cromatografia liquida (HPLC-DAD-ELSD)
y los reportes de cada especie, sirvieron como criterios para seleccionar a Purpureocillium
lilacinum PNM-67 como la cepa mas interesante para hacer estudios de derreplicacion. Este
estudio se inici6 por obtencion de perfiles quimicos por HPLC-MS/MS y la aplicacién de
técnicas de dos métodos de derreplicacién quimica. Por un lado, derreplicando directamente
listas de picos de ion molecular obtenidas a través de MZmineZ2 y por otro, haciendo uso de la
construcciéon de redes moleculares (molecular networks) con espectros de MS/MS, una
herramienta recientemente ofrecida por GNPS (Global Natural Products Social Molecular
Networking). Los resultados de la derreplicacién nos permitieron identificar al aislamiento
PNM-67 Purpureocillium lilacinum como una cepa con diversidad metabdlica y detectar en
este, la presencia de compuestos peptidicos como la familia de las leucinostatinas,
previamente reportadas en el género, junto con aeurobasidinas y la sansalvamida A.
Finalmente, el estudio quimico de los extractos en el medio PDB del hongo Purpureocillium
lilacinum PNM-67 permiti6 la identificaciéon de cuatro compuestos precursores de la
leucinostatina A, para los cuales no se encontraron reportes en las bases de datos
especializadas (Antimarin y Scifinder), los cuales se denominaron lilacininas A-D. Los
compuestos 1 (lilacinina A) y 3 (lilacinina C) presentaron una actividad antimicrobiana
moderada, siendo activos contra la bacteria B. gladioli a una concentracion de 0.25 mg/mL.
Este trabajo contribuy6 a la busqueda de nuevas fuentes de compuestos con actividad
biolégica aprovechable. Los resultados que aqui se muestran, evidencian el potencial de los
hongos aislados de muestras marinas como productores de sustancias con actividad
antimicrobiana contra bacterias fitopatégenas. Constituyéndose como un primer paso que
sienta las bases para el desarrollo de procesos de base biotecnolégica, que contribuyan al

desarrollo sostenible de la industria agricola del pais.

Palabras clave: Derreplicacion, Redes moleculares, Fitopatégenos, Purpureocillium lilacinum.
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Abstract

Agriculture represents an important part of the Colombian economy. One of the most common
problems related with agricultural practices is the rising of resistant strains of
phytopathogens as a consequence of the intensive use of agrochemicals. Currently,
environmental friendly methods to control plagues and diseases are widely encouraged, and
microorganisms represent a remarkable alternative among these methods. They can be used
either as biocontrol agents or as a source of bioactive compounds. These compounds from
natural sources are expected to be less toxic, more selective to control pathogens and less
prevalent in the environment, indicating that they represent an advantageous alternative to

treat diseases and plagues.

In the last decades, marine natural products research has focused its attention on
microorganisms and especially on marine-derived fungi. They constitute an outstanding
source of bioactive compounds and also, they can be grown in laboratory conditions, a feature
that constitutes a valuable approximation to solve the “supply problem” because they
represent a sustainable source of compounds, fractions or extracts of interest. Within the

bioactive compounds isolated from fungi the antimicrobial activity has been widely studied.

Therefore, this work was designed with the aim to contribute with the study of fungi isolated
from samples collected at the Colombian Caribbean by evaluating their capability to produce
antimicrobial compounds. In this work, fifteen strains obtained from marine sources were
cultivated by duplicate in two different culture media for three weeks. Later, the extracts
obtained in ethyl acetate were fractionated and the biological activity of the obtained fractions
was evaluated. Fractions were tested against the rice pathogens Burkhorderia glumae ATCC
33617, B. gladioli ATCC 37041 and B. platarii ATCC 43733. The most active strains were:
Purpureocillium lilacinum PNM-67, Fusarium solani PNM-76 and Fusarium striatum PNM-

AC10.

Antimicrobial assays, HPLC-DAD-ELSD chromatograms and strains previous reports, were
used as criteria to select PNM-67 Purpureocillium lilacinum as the most interesting strain for

its later chemical dereplication study.
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The dereplication study started with the analysis of the samples by HPLC-MS/MS. The
obtained results were analysed by two dereplication methodologies. The first methodology
was based on a conventional approach where the molecular ion lists obtained through
MZmine2 software were directly dereplicated. On the other hand, a mass networking strategy
was considered. In this, MS/MS data are used to construct networks through the data-driven
platform offered by the GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking). The
obtained results allowed us to identify the strain Purpureocillium lilacinum PNM-67 as a
metabolic diverse strain and detect some peptide type compounds such as: the leucinostatins
family, previously reported to this genus; along with some aeurobasidins and the

sansalvamide A.

Finally, the ethyl acetate extract of Purpureocillium lilacinum PNM-67 grown in PDB media was
studied. This allowed the identification of four precursors leucinostatin A, whose structures
were not found in databases (Antimarin and Scifinder), and were named as lilacinins A-D.
Compounds 1 (lilacinin A) and 3 (lilacinin C) exhibited mild activity against B. gladioli at a

concentration of 0.25 mg/mL.

This work contributed to the search of new sources of compounds with promising biological
activity. The results suggest that fungi from marine environments are a potential source of
compounds with antimicrobial activity against phytopathogen bacterias. Our findings
constitute the first stage in a biotechnological process, that may contribute to the sustainable

development of the agricultural industry in our country.

Keywords: Dereplication, Molecular networks, Phytopathogen, Purpureocillium lilacinum.
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Introduccion

El hombre siempre ha dirigido su mirada hacia la naturaleza en busca de sustancias con
actividad biolégica. En sus origenes, y por mucho tiempo, los estudios estuvieron dirigidos
exclusivamente hacia los productos naturales vegetales, puesto que venian de organismos que
compartian su habitat. Un ambiente mucho mas hostil para el ser humano como el océano, el
cual representaba una fuente casi exclusivamente de alimentos, permaneci6 inexplorado hasta
hace relativamente poco tiempo (1). Este biotopo constituye aproximadamente tres cuartas
partes de la superficie de la tierra y actualmente representa una fuente rica de nuevos
compuestos quimicos, particularmente en ambientes tropicales debido a la diversidad

bioldgica allf presente (2,3).

Al respecto, nuestro pais no solo se encuentra en la zona intertropical sino que adicionalmente
cuenta con dos mares, los cuales, a pesar de los esfuerzos de un pequeio grupo de
investigadores, siguen siendo poco explorados desde el punto de vista quimico. El grupo de
“Estudio y aprovechamiento de productos naturales marinos y frutas de Colombia” de la
Universidad Nacional de Colombia durante sus mas de 30 anos de trayectoria, se ha encargado
de contribuir al estudio de diversos organismos presentes en el Caribe Colombiano,
encontrando una gran variedad de moléculas con actividades bioldgicas interesantes
provenientes principalmente de macroorganismos marinos, particularmente esponjas y

octocorales (4).

A pesar de que la quimica de los macroorganismos marinos ha sido mas ampliamente
estudiada, han sido pocos los ejemplos de su aplicacion. Esto se debe principalmente al desafio
que representa encontrar un suministro suficiente de compuesto que permitan hacer
extracciones ambiental y econémicamente viables. El interés mundial en los microorganismos
marinos surge entonces gracias al reconocimiento de éstos como una fuente importante de

sustancias con diversas actividades biolégicas y como una alternativa al problema de
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suministro de los productos naturales marinos con miras a un posible aprovechamiento de

estos recursos (3).

Los microorganismos, al no tener estructuras que les permitan defenderse o competir por los
nutrientes, han desarrollado la capacidad de producir diversos compuestos que les permiten
adaptarse al medio. Muchos de estos compuestos han mostrado ser utiles en diversas
aplicaciones biomédicas al presentar propiedades como anticancerigenos, antibacterianos,

antifingicos, antivirales, entre muchas otras (5,6).

Dentro de los microorganismos, los estudios realizados en hongos marinos como fuente de
compuestos han generado gran interés en las ultimas décadas, tal y como lo refleja el nimero
de publicaciones y el creciente numero de nuevas moléculas reportadas de estos
microorganismos (Figura 1-1, marco teorico). Estos compuestos son de especial interés
quimico puesto que algunos de ellos poseen una estructura Unica y podrian ser interesantes
como cabezas de serie estructurales para usos farmacoldgicos, asi como para su aplicacién en

la proteccion de animales y plantas (7).

Entre el amplio espectro de aplicaciones de los compuestos bioactivos producidos por
microorganismos, se destacan aquellos utiles para el control de enfermedades en cultivos
comerciales como un campo interesante para el desarrollo de productos biotecnolégicos, no
solo por el impacto econémico que el control de estas enfermedades representa a nivel local y
mundial sino también porque surgen como una alternativa a los métodos tradicionales de
control con biocidas de origen sintético, los cuales presentan efectos nocivos a nivel

toxicologico y favorecen el surgimiento de cepas resistentes a estos tratamientos (8,9).

Debido al interés que han despertado los microorganismos marinos, el grupo de investigacion
durante los ultimos afios ha venido desarrollando unalinea de microbiologia marina, haciendo
énfasis en los metabolitos secundarios con potencial actividad bioldgica. Esta linea que empezé
con el estudio de bacterias marinas (10-12), planted en el 2013 un proyecto de trabajo de
grado - pregrado, en el cual se evalud la actividad antimicrobiana de una cepa flngica aislada
de ambientes de manglar (13). Los resultados de este trabajo, junto con el creciente interés
mundial en estos microorganismos, dieron las bases para continuar con la investigacién en

hongos marinos.
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Este trabajo atiende a dos problemas principales: En primer lugar, iniciar la exploracién de la
diversidad quimica de hongos aislados de ambientes marinos con los que cuenta el pais; y en
segundo lugar contribuir ala biusqueda de compuestos con actividad antimicrobiana, haciendo
énfasis en esta primera fase en la actividad antimicrobiana contra cepas de bacterias
fitopatogenas del género Burkholderia spp. las cuales atacan cultivos de arroz, cebolla y

algunas especies ornamentales, entre otras (14).






1.Marco teorico

1.1 Fitopatogenos y su control

Muchos microorganismos producen sustancias benéficas aprovechables por el ser humano.
Sin embargo, existen otros de estos organismos que lo afectan y que son conocidos como
patogenos, los cuales pueden causar dafio directamente al ser humano o provocar

enfermedades en organismos de los cuales depende, tales como animales y plantas (15,16).

Colombia, un pais con vocacién agricola presenta problemas relacionados con el uso intensivo
de agroquimicos para el control de fitopatégenos. El auge de las grandes extensiones de
monocultivos y sus técnicas de mantenimiento han traido consigo efectos negativos, entre los
que se encuentra el mayor reporte de organismos patogenos y de su resistencia a los

tratamientos convencionales (8).

Un ejemplo de esto es el arroz (Oryza sativa Linneo.). Este se considera uno de los principales
productos alimenticios a nivel mundial, siendo el sustento para la mitad de la poblacién, al
aportar cerca del 50% de sus calorias diarias para estas personas (17). En Colombia se
producen alrededor de 780 mil toneladas de arroz por semestre (18) y se calcula que una
persona promedio (de un hogar que consume arroz) consume 1,6 libras por semana (19). Este
cultivo de tanta importancia en nuestro pais se ve afectado, entre otras, plagas por las bacterias
fitopatogenas Burkholderia glumae y Burkholderia gladioli, responsables de causar el “afiublo
bacteriano de la panicula del arroz”, enfermedad que es capaz de ocasionar pérdidas en la
produccién hasta del 75% (20,21). Las grandes pérdidas se deben principalmente a la
produccién de espigas infértiles o granos infectados, los cuales se caracterizan por su
coloraciéon marrén y la pobre formacion de almidén (22). Ademas, en suelos afectados, puede
presentarse inhibicién de la germinacion de las semillas y reduccion de los nuevos brotes de

la planta (23).



6 Busqueda de compuestos con actividad antimicrobiana a partir de hongos aislados

de ambientes marinos. Fase I.

Las actuales técnicas de control de estas enfermedades se basan principalmente en el uso de
pesticidas, los cuales tienen importantes desventajas como su alta toxicidad y persistencia en
el ambiente. Sus efectos téxicos afectan a todos los organismos en contacto directo con el
cultivo, incluyendo entre otros casos, a microorganismos benéficos y a humanos (9).
Adicionalmente, debido a la dificil degradacién de las sustancias usadas, estas pueden
permanecer durante un largo tiempo afectando a varias generaciones de organismos y ademas
pueden contaminar fuentes hidricas con lo que se aumenta su area de impacto. Mas alla de las
consideraciones ambientales, estas sustancias han perdido eficacia para el control de algunas
enfermedades debido al surgimiento de resistencia por parte de las cepas patdgenas, lo cual

puede ser causado por la misma persistencia de estos pesticidas en el ambiente (24,25).

Es por todo lo anterior que ha surgido la necesidad de encontrar nuevas estrategias de control,
mas eficientes y amigables con el ambiente, lo cual ha llevado a intensificar los esfuerzos de
investigacion acerca del uso de microorganismos antagénicos y productos naturales
microbianos para cubrir dicho requerimiento. Estos ultimos, al ser sustancias biodegradables

son candidatos atractivos para el desarrollo de agro quimicos (26).

Tradicionalmente, compuestos producidos por bacterias (como la kasugamicina, polioxinas,
validamicina, blasticidina-S, oxitetraciclina y estreptomicina) son comercialmente empleados
como fungicidas y bactericidas. Sin embargo, también existen algunos ejemplos de fungicidas
pertenecientes a la familia de las Estrobilurinas (azoxistrobina, fenamidona, fluoxastrobin,
piraclostrobina, trifloxistrobin), entre las que se encuentran andlogos sintéticos de
compuestos naturales aislados de diferentes especies de hongos entre ellas Strobilurus

tenacellus, ala que deben su nombre (27).

Los hongos junto con las actinobacterias han mostrado ser los mayores productores de
compuestos antimicrobianos. Si bien, en el caso de la industria agricola, los compuestos
aislados de hongos son mas usados en el control de nematodos e insectos patégenos (28) y
hasta el momento no se han desarrollados productos comerciales a partir de sustancias de

hongos derivados de ambientes marinos, si existen ejemplos de estudios que muestran su
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capacidad como productores de compuestos con actividad antimicrobiana contra

fitopatégenos (29-31).

1.2 Productos naturales de microorganismos

Los microorganismos son considerados como las formas de vida mas antiguas y mas
ampliamente extendidas en el mundo, siendo capaces de prosperar en ambientes hostiles
desde hace millones de afios (32). A lo largo de este tiempo los microorganismos han
desarrollado una gran diversidad biolégica y quimica, inherente a la necesidad de competencia

y adaptacion al medio (33,34).

Los productos naturales son sustancias que tradicionalmente reposan en el corazoén de la
quimica organica. Son reconocidos como productos naturales sustancias de peso molecular
limitado (normalmente inferior a los 3000 Dalton) y con una gran variedad estructural. Segin
definiciones mas pragmaticas, son sustancias que no parecen tener un papel explicito en la
economia interna del organismo que las produce y por eso también son conocidas como
metabolitos secundarios, siendo usados los dos términos de forma equivalente (35,36). Al no
estar involucrados directamente en las etapas de crecimiento, desarrollo o reproduccion del
organismo, son principalmente producidos después de la fase de crecimiento activo y bajo
condiciones de estrés o deficiencia (37). Adicionalmente, se cree que son responsables la
interaccion entre el organismo que los produce y su ambiente (38). Recientemente, este tipo

de compuestos son también descritos como metabolismo especializado (39,40).

A pesar de que para muchos metabolitos secundarios producidos por microorganismos su
funcion bioldgica aun continua en discusion, estos han sido de gran interés y utilidad para la
especie humana (36,41,42). Los microorganismos constituyen la fuente de farmacos mas

promisoria, produciendo la mayoria de los medicamentos usados hoy en dia (43).

A raiz del descubrimiento de la penicilina en la década de 1920 se crey6é que los
microorganismos del suelo eran la mas grande fuente de nuevos productos naturales
bioactivos (44,45). Sin embargo, en las ultimas décadas se ha venido desarrollando el estudio
de microorganismos de otros ambientes, como endéfitos de plantas, ambientes extremos y

ambientes marinos, entre otros, los cuales han resultado igualmente o incluso mas
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interesantes que los organismos de ambientes terrestres, debido a las estructuras quimicas

novedosas que se han descubierto en estas fuentes novedosas (46-49).

En este sentido, los océanos tienen una diversidad de microorganismos increiblemente grande
(50). Sin embargo, se conoce muy poco de esa diversidad, estimandose que en el mejor de los
casos se han logrado identificar cerca del 0,1 % de las especies presentes en estos ambientes
(51-53). La comunidad cientifica ahora es consciente de que sdlo una pequena fraccion de la
diversidad microbiana ha sido sistematicamente muestreada y que la producciéon de
metabolitos especializados puede ocurrir en taxones microbianos inesperados (54,55), por lo
tanto es de esperarse que el océano siga siendo una fuente muy importante de nuevos

metabolitos microbianos.

De igual forma, hay una consciencia de que incluso en microorganismos conocidos, el nimero
de rutas biosintéticas para metabolitos codificados en el genoma es mas grande que el nimero
de metabolitos detectados con metodologias de rutina de laboratorio (55). Esta observacién
. ~ .7 ({3 ”n
sugiere que hasta ahora se ha muestreado solamente una pequefia fraccion del “parvoma” o
[ n : . 7 ~ . . .
metaboloma”, es decir, el conjunto de moléculas pequefias producidas por un organismo vivo

(56).

En el caso particular de los compuestos producidos por hongos, existe una gran diversidad
quimica representada en distintos tipos de metabolitos principalmente péptidos no
ribosomales, policétidos, terpenos, derivados prenilados del triptéfano, entre otros (Figura 1-
1) (57,58). Adicionalmente, se han identificados compuestos producidos por rutas
biosintéticas hibridas en varias especies de hongos (59,60). La produccién de cada clase de
metabolito requiere de un complejo enzimatico especifico que provee la estructura base de
este tipo de moléculas, estos son llamados: policétido sintasa (PKSs, por su nombre en inglés),
sintasa de péptidos no ribosomales (NRPSs, por su nombre en inglés), Sintasa/ciclasa de

terpenos (TCs, por su nombre en inglés) (57).

1.3 Productos naturales de microorganismos marinos

Los océanos cubren mas del 70% de la superficie de nuestro planeta y los microorganismos

dan cuenta de gran parte de la diversidad genética y metabdlica de los océanos (61). Si bien,
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esta no es bien conocida en muchas regiones, si puede asociarse a la variedad de sustratos
presentes en el ambiente y por lo tanto a la diversidad de los macroorganismos (62). Es asi
como Colombia al ser un pais reconocido como megadiverso no sé6lo cuenta con una gran

variedad de organismos superiores sino también de microorganismos.

Figura 1-1: Metabolitos secundarios producidos por hongos agrupados por familias
quimicas (Figura adaptada de Wiemann, et al.(57)).
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A pesar de esta gran diversidad, hasta ahora sélo se han descrito y nombrado
aproximadamente unos 5000 microorganismos de ambientes marinos (63,64). Este bajo
numero se debe principalmente a la falta de informacién esencial sobre la biologia y los

requerimientos de estos organismos para crecer en el laboratorio (51).

En cuanto a su capacidad para producir compuestos, los organismos que habitan los ambientes
marinos, incluidos los microorganismos, se ven forzados a desarrollar fisiologias y procesos
de adaptacion singulares debido al medio desafiante en el que se encuentran. La produccién
de metabolitos secundarios como mecanismo de adaptaciéon generd propiedades tnicas en
estos organismos; por ejemplo, una caracteristica distintiva y ampliamente extendida en los
organismos marinos, es la incorporacion de atomos de halégenos como bromo o cloro, unidos

por enlaces covalentes a los compuestos organicos (65-67). Esas caracteristicas Uinicas hacen
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que a partir de la década de 1970 los investigadores comienzan a concentrarse en los océanos

como una fuente nueva e inexplorada de compuestos bioactivos (68).

Es de resaltar que los organismos marinos en general han demostrado tener una enorme
habilidad para la produccién de compuestos con aplicaciones como anti-cancerigenos,
antiinflamatorios y antimicrobianos (69,70). Con el avance en este campo de investigacion, los
esfuerzos se han enfocado a programas de evaluaciéon biomédica, y hasta ahora, en un periodo
de estudios relativamente corto, varios farmacos han sido desarrollados teniendo como punto
de partida productos naturales marinos. A la fecha, han sido aprobados siete compuestos como
medicamentos y veintitrés mdas se encuentran en diferentes fases clinicas (71). Entre los
compuestos que han llegado a fases clinicas se destaca la Plinabulina, el cual es un derivado
sintético de la fenilahistina (phenylahistin) o halimida un compuesto natural del hongo
Aspergillus ustus, recuperado de una fuente marina no reportada (Figura 1-2) (72-75). Este
compuesto suministrado junto con Docetaxel se encuentra actualmente en fase clinica IIl para
el tratamiento del carcinoma pulmonar no microcitico (NSCLC, non-small-cell lung carcinoma)

(76).

Figura 1-2:  Estructuras de la Plinabulina y la Halimida (75).

=,
HNMNH HM — — NH
) y

Plinabulina Halimida (Fenilahistina)

1.4 Productos naturales de hongos marinos

Los hongos marinos son un grupo definido ecolégicamente, mas que taxondémicamente o
fisiolégicamente. De acuerdo a la definicién clasica aceptada en la comunidad cientifica, los
hongos marinos se dividen en dos grupos: hongos marinos obligados y facultativos. Los hongos
marinos obligados son aquellos que crecen y esporulan exclusivamente en habitats marinos o
de estuario, mientras que los facultativos son aquellos que provienen de habitats de agua dulce

o terrestre que son capaces de crecer (e incluso esporular) en el mar (77).
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Sin embargo, el estado sexual o teleomorfo de los hongos no siempre se presenta o es tan
diferente morfolégicamente del estado asexual, que hace que sean descritos los dos estados,
equivocadamente, como especies diferentes. Esto dificulta en gran medida la clasificacion de
los hongos y su catalogacién como marinos o no marinos. Es por eso que se ha adoptado el
término hongos derivados del mar (marine-derived fungi), con el cual se incluyen todos los

hongos aislados de ambientes marinos y de estuarios que pueden ser marinos o no (78).

Si bien hay descripciéon de hongos derivados del mar desde finales del siglo XIX, es entre las
décadas de 1940 y 1950 cuando comienzan a estudiarse estos microorganismos de una forma
sistematica y surge la micologia marina (77,79-81). No obstante, el estudio de los metabolitos
secundarios de los hongos marinos es mucho mas reciente y por lo tanto todavia existen en el

mar muchos nichos ecoldgicos que no han sido explorados.

Hasta ahora, la mayor diversidad de hongos marinos parece encontrarse en las regiones
tropicales, areas que se caracterizan por la abundancia en materia organica que favorece el
desarrollo de estos organismos heterétrofos (82). Los estudios de hongos aislados del mar
Caribe son principalmente bioldgicos, enfocandose en su diversidad e interaccién con
macroorganismos (83-88), encontrando pocos ejemplos de la evaluaciéon de la actividad
biolégica de sus extractos (89,90) y s6lo un ejemplo de un estudio quimico, el cual fue realizado

en nuestro grupo de investigacién (13).

Figura 1-3: Numero de compuestos nuevos encontrados en hongos aislados del mar desde

1970 hasta mediados del 2014 (53,70,91,92).
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El potencial de los hongos, asi como de otros microorganismos, para producir moléculas dnicas
y originales, puede provenir de procesos metabdlicos o genéticos de adaptacion para enfrentar
una combinacién especifica de pardmetros fisicoquimicos y es posible que las caracteristicas
Unicas de los ambientes marinos como alta salinidad, baja temperatura, falta de luz y alta

presion induzcan en los hongos la sintesis de sustancias tnicas (82,93).

A pesar de que desde mediados del siglo pasado se reportan sustancias producidas por hongos
marinos, el estudio de los metabolitos secundarios empieza a realizarse con mas fuerza a partir
de mediados de la década de 1990. El comportamiento creciente que ha tenido estos estudios
en los ultimos afios se puede apreciar por el nimero de compuestos nuevos aislados a partir
de estos microorganismos (Figura 1-3). En la ultima revision sobre el tema, que comprende
1378 metabolitos nuevos publicados en el afio 2014 de distintas fuentes marinas, se reportan
426 compuestos obtenidos a partir de hongos de ambientes marinos (70), lo constituye el
30.9% del total. Es evidente entonces, el gran potencial para la produccién de compuestos de

estos organismos y el interés creciente que genera su estudio.

Figura 1-4:  Algunos ejemplos de compuestos activos aislados de hongos marinos en fases
preclinicas (94).
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Entre los metabolitos reportados de hongos derivados de ambientes marinos se destacan los
policétidos, terpenos y alcaloides, importantes no sélo por su abundancia y variedad

estructural, sino por los reportes de su actividad biolégica (53,95) (Figura 1-4).

1.5 Compuestos antimicrobianos aislados de hongos
marinos

El primer reporte de antimicrobianos a partir de hongos aislados del mar se remonta a la
identificacion casi fortuita de la cefalosporina C en la década 1940 a partir de Acremonium
chrysogenum (antes conocido como Cephalosporium acremonium). Esta molécula se convirtié
en un compuesto plantilla para el desarrollo de los antibidticos modernos de la familia de las
cefalosporinas indispensables hoy en dia para el tratamiento de infecciones bacterianas

(Figura 1-5) (96).

Figura 1-5:  Estructuras de la cefalosporina C y de un compuesto sintético derivado, la
Cefalotina. (96)
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La busqueda de nuevos antibidticos es necesaria para combatir bacterias resistentes que se
estan propagando en diferentes sectores como el clinico o el agricola. Es por esto que
constantemente se muestran nuevos reportes de investigaciones que evaltan la actividad

antimicrobiana de compuestos aislados hongos marinos.

Por ejemplo Wu et al. reportan la obtencién de dos compuestos activos, tricodina A y
piridoxatina (A y B Figura 1-6, respectivamente), contra Staphylococcus epidermidis a partir
del medio de cultivo de Trichoderma sp. cepa MF106 aislada del mar de Groenlandia, para los

cuales se obtuvieron valores de [Cso de 24 uM y 4 pM respectivamente (93).

A partir del cultivo del hongo Neosartorya paulistensis (KUFC 7897) asociado a una esponja,
lograron la extraccion de dos compuestos (C y E, Figura 1-6) que mostraron actividad

antimicrobiana contra Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis (97).
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Algunos ejemplos de moléculas aisladas de hongos con actividad contra fitopatégenos se
exponen a continuacion. El péptido ciclico aislado del co-cultivo Phomopsis sp. K38 y Alternaria
sp. E33 que muestra actividad contra los hongos patoégenos de plantas Gaeumannomyces
graminis, Rhizoctonia cerealis, Helminthosporium sativum y Fusarium graminearum (98) (D,
Figura 1-6). Adicionalmente, diferentes especies del género Trichoderma aisladas de la esponja
Psammocinia sp. fueron evaluadas como biocontroladores encontrando que dos aislamientos
identificados como T. atroviride y T. asperelloides mostraron causar una efectiva disminucion
en el marchitamiento fingico de plantas de frijol, causado por Rhizoctonia solani, y también
indujeron la repuesta de defensa en plantulas de pepino contra Pseudomonas syringae pv.
lachrimans (30). De otra cepa de T. atroviride aislada de la esponja Axinella polypoides fueron
aislados ocho péptidos con actividad bactericida, la estructura de uno de ellos se muestra en
la Figura 1-6 F (31).

Figura 1-6: Ejemplos de compuestos aislados de hongos derivados del mar con actividad

antimicrobiana reportada.
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Enlo que respecta a nuestro pafis, las investigaciones sobre la quimica de los microorganismos,
en general, estdn hasta ahora en su fase inicial. Es por esto que es especialmente importante
el desarrollo de proyectos que contribuyan al conocimiento en este campo, particularmente de

aquellos provenientes de ambientes poco explorados, como es el mar.

Por otro lado, la contribucién a la bisqueda de sustancias antimicrobianas con potencial
aplicacién en el control de fitopatégenos busca darle a esta investigacion en ciencias basicas
una perspectiva hacia el aprovechamiento del conocimiento aqui generado. Para esto se
propuso: la evaluacién de los extractos obtenidos de una colecciéon de hongos aislados de
ambientes marinos contra bacterias patégenas del arroz, cultivo de gran importancia
comercial en el pais; asi como, el estudio quimico de uno de estos extractos que mostraran

actividad contra los fitopatogenos.

Por lo tanto, en esta investigacion propuesta como la primera fase se pretendié contribuir al
conocimiento quimico de los microorganismos marinos del Caribe Colombiano, con miras a su
uso futuro en el control de fitopatégenos, constituyéndose asi como un primer paso para la
generacién de procesos de base biotecnologica para la obtencion de compuestos
potencialmente aprovechables, apoyando las estrategias planteadas en el documento CONPES
3697 de 2011 “Politica para el desarrollo comercial de la biotecnologia a partir del uso

sostenible de la biodiversidad”(99).






2.Screening de la actividad antimicrobiana de
hongos aislados de ambientes marinos contra
fitopatogenos de plantas

2.1 Introduccion

Los microorganismos suelen encontrarse en gran abundancia en las diferentes muestras de
donde son recolectados. Por ejemplo, en un gramo de suelo (100), en la hoja de un arbol (101),

etc., pueden encontrarse del orden de cientos o miles de microorganismos diferentes.

Debido a esta abundancia, en el estudio de los productos naturales de microorganismos se
deben emplear estrategias de seleccién de muestras que permitan escoger los organismos mas
interesantes segtin el enfoque que se le dé a la investigacion. Estas estrategias pueden basarse
en: criterios bioldgicos, cuando se quiere enfocar el estudio en un género determinado de
organismos; criterios quimicos, seleccionando aquellos organismos capaces de producir
especies quimicas especificas; criterios de actividad bioldgica, cuando se seleccionan los

organismos que son capaces de producir compuestos con una actividad bioldgica particular.

En el caso de este estudio, al buscar compuestos con actividad antimicrobiana, la capacidad de
producir compuestos capaces de inhibir el crecimiento de otros microorganismos es uno de
los principales criterios de seleccion de muestras. De esta manera, basados en criterios de
actividad bioldgica se usaron ensayos de actividad antimicrobiana contra bacterias del género
Burkholderia como uno de los filtros principales para la seleccion del organismo a estudiar. Sin
embargo, para la seleccion de la muestra se debieron tener en cuenta otras variables como la
evaluacidn de la diversidad metabélica segun sus perfiles cromatograficos y los resultados de
la identificacion de los organismos, esto con el fin de seleccionar los microorganismos mas
interesantes al integrar estos tres criterios: actividad, informacién taxonémica y diversidad

quimica.
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2.1.1 Efecto de las condiciones de cultivo de hongos en la
produccion de compuestos

La produccién metabdlica de los microorganismos en general puede verse afectada por
diversos factores como la disponibilidad de nutrientes, el pH, la temperatura, el tiempo de
cultivo, la agitacidn, etc. (102). Los cambios en cualquiera de estas variables pueden llevar al
aumento o disminucién en la produccién de un metabolito determinado, incluso hasta la no

produccién del mismo.

Sin embargo, en los ensayos preliminares, ddnde se evalian diferentes especies de hongos que
pueden tener respuestas muy variables a las mismas condiciones de cultivo, normalmente la
mayoria de estas variables se mantienen constantes (103). Determinando entonces el hongo

mas promisorio bajo unas tnicas condiciones de cultivo.

Los hongos tienen requerimientos nutricionales relativamente simples y la mayoria de las
especies son capaces de sobrevivir en condiciones aerébicas si se les suministra una fuente de
carbono, nitrégeno, iones inorganicos y algunos factores de crecimiento. Los macronutrientes,
suministrados en concentraciones del orden milimolar, comprenden fuente de carbono,
nitrégeno, oxigeno, azufre, fsforo, potasio y magnesio; y micronutrientes, suministrados a

concentraciones del orden micromolar o de trazas (104).

Al ser quimioorganotrofos, los hongos necesitan determinados compuestos organicos para su
suministro de carbono estructural y energia. Los azucares son ampliamente usados para el
crecimiento de hongos y pueden ir desde las hexosas simples, como la glucosa, a los

polisacaridos, como el almidén y la celulosa.

Los hongos son no diazdtrofos (no pueden fijar nitrégeno) y por lo tanto necesitan ser suplidos
de compuestos nitrogenados, ya sea en formas inorganicas, como sales de amonio, o en formas
organicas como aminoacidos, aminas y amidas. La mayoria de los hongos (aunque no todas las
levaduras) son también proteoliticos y pueden hidrolizar proteinas a través de proteasas

secretadas extracelularmente para liberar aminoacidos para su crecimiento.
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En términos de requerimientos de oxigeno la mayoria de los hongos son aerobios. Siendo el
oxigeno el sustrato para la respiracién y otras funciones enzimaticas oxidativas. Ademas, es
esencial para la sintesis de ergosterol y de acidos grasos, de tal manera que a mayor
concentraciones de oxigeno en el medio la sintesis de estos dos tipos de compuestos se ve

favorecida (105).

Sin embargo, el rol de los nutrientes no se restringe a proveer una fuente de energia y material
para el crecimiento, sino que también en algunos casos cumplen una funcién regulatoria o de
moléculas sefializadoras en el desarrollo de los hongos, de tal manera que, la presencia o
ausencia de ciertos componentes puede activar o silenciar ciertas rutas biosintéticas y factores

de patogenicidad (106).

Ademas de la disponibilidad de nutrientes, otro de los reguladores de la produccidn metabolica
es la etapa de desarrollo del microorganismo. A pesar de que desde hace tiempo la biosintesis
de productos naturales es asociada con la diferenciacion celular o el desarrollo de los de los
hongos, fue hasta relativamente hace poco que se aclaré el mecanismo de conexién entre los
dos procesos (36). Un avance critico al respecto, fue el establecimiento de una ruta de
desarrollo controlada por proteinas-G en Aspergillus nidulans que regula tanto la esporulacién
como la biosintesis de productos naturales (107,108). Desde ese momento varios estudios han
revelado detalles de otras moléculas y otras rutas que conectan los procesos quimicos con la

diferenciacion celular en hongos (36).

Asi, en este marco de ideas, en este capitulo se presentan los criterios para la seleccion de las
condiciones usadas para el cultivo de los hongos trabajados, asi como la integracién de los
resultados de actividad, los perfiles cromatograficos e identificacion molecular, empleados

para la seleccion de una cepa su derreplicacion quimica y posterior estudio quimico.

2.2 Metodologia

2.2.1 Muestreo

Dentro de las actividades del grupo de investigacion en la linea de microbiologia marina, se
realizaron dos muestreos, en diferentes locaciones y fechas, de los cuales se lograron obtener

los hongos de ambientes marinos que fueron evaluados en este trabajo.
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La primera recoleccion se llevo a cabo en la playa Casa Grande, desembocadura de la quebrada
Valencia, Santa Marta, Colombia (F. Ramos, L. Castellanos). Se recolectaron diferentes
sustratos (sedimentos, hojas y corteza de manglar, etc.) poniéndolos en contacto directo con
PDA enriquecido y con antibiotico (papa 200 g, dextrosa 20 g, peptona 5 g, extracto de levadura
3 g, sal marina 18 g, tetraciclina 170 mg, agar 15 g).

El segundo muestreo fue realizado en Providencia y Santa Catalina, por buceo auténomo,
obteniendo diversos tipos de muestras como algas, octocorales y sedimentos. Las muestras de
organismos vivos fueron fragmentos que no superaron los 2 cm3 y las de sedimentos fueron
del orden de 5 cm3, por lo que no se caus6 un efecto negativo significativo en los organismos
colectados o el habitat de estos. Cada muestra fue sembrada por duplicado en agar ISP2 y agar
Avena enriquecido con sales para ser transportados al laboratorio del grupo en Bogota (L.A.

Betancur, L. Castellanos).

2.2.2 Recuperacion y preservacion de microorganismos de las cepas

De las muestras de la primera recolecta, en el drea de manglar antes mencionada, se selecciond
aquella que mostraba una mayor diversidad en morfologias macroscépicas de los hongos que
crecieron a las cuatro semanas de la recoleccién. La muestra seleccionada fue un trozo de
corteza sumergida de manglar blanco Laguncularia racemosa. Se realizaron repiques
sucesivos y cultivos por dilucion de esporas de cada una de las morfologias presentes en la caja

de recoleccidn original, obteniendo asi cuatro cultivos con morfologia diferente.

Para la segunda recolecta los métodos utilizados fueron inicialmente planteados para
obtencidn de actinobacterias marinas. Sin embargo, dadas las semejanzas en las condiciones
de cultivo de estas bacterias con los hongos, estos procedimientos también permitieron la
obtencién de cepas fungicas. La recuperaciéon se realiz6 empleando el procedimiento
reportado por Maldonado et al., 2009 (109) con modificaciones propuestas por la Dra. Zulma
Suarez (Vecol) (110). Brevemente, el procedimiento de recuperacion consistié en tomar uno
de los duplicados preservados de cada muestra en cada uno de los medios (25 muestras x 2
medios). El agar de cada caja se fragment6 finamente con una aguja estéril. El contenido de
cada caja se transfiri6 a tubos para centrifugacion estériles de 50 mL. A cada tubo se le adicion6

solucidn salina (0.85 % NaCl) y se homogenizaron en un voértex, para luego adicionar 50 mg de
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CaCOs por tubo. Los sobrenadantes obtenidos se incubaron a 26 °C por 1 semana. A cada tubo
para centrifugacién se le adicionaron 2 mL de solucién salina (0.85 % NaCl); luego se tomaron
1 mL de la suspension y se prepararan diluciones seriadas desde 10-1 hasta 10-5 con solucion
salina estéril y Tween 80 (1 mL/L). Finalmente, se hizo un sembrado masivo con 100 pL de la
dilucion usando perlas de vidrio estériles, para luego inocular la dilucién en cajas de Petri con
20 mL de agar-caseina-almidon (ACA). Las cajas se incubaron a 26 °C por un periodo de 4 a 6
semanas. Esta recuperacién de microorganismos fue realizada como parte de los trabajos
doctorales de Luz Adriana Betancur y Sandra Naranjo, los cuales lograron recuperar hongos
de ambientes marinos, ademds de otras colecciones de microorganismos. Los
microorganismos obtenidos fueron registrados en el banco de cepas y genes del Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia (110).

De estas recolecciones se obtuvieron 15 cepas de hongos que actualmente se encuentran
preservadas en tres formas diferentes. Conservadas a corto plazo mediante cultivos en agar
los cuales se repican cada 30 dias aproximadamente. Conservadas a largo plazo en crioviales

de 2 mL con una suspension esporas en solucion de glicerol al 50% a 4°Cy a -20°C.

2.2.3 Identificacion molecular de hongos por secuenciacion de ITSs

Todos los organismos fueron cultivados en PDA durante dos semanas, luego en condiciones
estériles se rasp6 el micelio de la superficie del agar (aproximadamente 0.5 g) y fue depositado
en tubos cdnicos para centrifugacién de 2 mL con 5 perlas de zirconio para realizar la ruptura
celular en un molino de perlas. Luego se adicion6 700 pL de buffer de extraccién CTAB 1%
previamente calentado a 57°C y se mezcl6 vigorosamente para luego incubar los tubos por 1
hora a 57°C. Trascurrido este tiempo, se adicionaron 700 pL de una mezcla de cloroformo-
alcohol isoamilico 24:1. Esto se mezclé por inversion durante 20 minutos y se centrifugd por
20 minutos a 13000 g a temperatura ambiente. Luego, la fase acuosa fue transferida a un nuevo
tubo de 1.5 mL, en donde se adicion6 acetato de sodio 3M en un volumen correspondiente a la
décima parte de la fase acuosa transferida. Se le afiadié un volumen de isopropanol, se mezclé
por inversion y luego se conservo a -20°C durante la noche. Se centrifugaron los tubos durante
20 minutos a 4°C, luego se descarté el sobrenadante y se lavo el pellet con 500 pL de etanol al
70%; se centrifugé nuevamente a 6000g durante 5 minutos; se descart6 el sobrenadante y se
repitié el lavado con 500 pL mas de etanol. Posteriormente se dejé evaporar el exceso de etanol
a 37°C durante 20 minutos para luego suspender el pellet en 100 pL de solucion de EDTA tris
10 mM y 1 pL de ARNasa (invitrogen ®, Carlsbad, USA) (20 mg/mL) y se dejé incubar por
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Thora a 37°C. Se realiz6 la evaluacidén de la integridad de ADN mediante un gel de Agarosa 1%
en buffer TBE 0.5X. Las reacciones de amplificacion se realizaron en 25 pL usando 2.5 pL de
buffer TBE 10X, 1.5 pL de cloruro de magnesio 25mM, 0.3 pL. de mezcla de dNTPs 20mM, 0.5
puL de cada iniciador (ITS1 y ITS4) a una concentracién de 20 pM, 0.3 pL de Taq-DNA
polimerasa 5 unidades(Invitrogen®), 15.4 uL de agua miliQ y 4 uL de ADN ajustado a 200 ng.
La amplificacién se realizé en el termociclador iCycler (Bio-Rad ®) con un paso inicial de
desnaturalizacion de (95°C, 2 minutos) y luego 30 ciclos de: desnaturalizaciéon (95°C, 1
minuto), asociacién (50°C, 1 minuto) y extension (72°C, 1 minutos) seguidos por un paso de
extension final (72°C, 2 minutos). Los amplimeros obtenidos se secuenciaron en sentido
derecho y reverso por duplicado, posteriormente se ensamblaron y se analizaron mediante
BLAST contra la base de datos del GenBanK. para obtener la identidad posible de las cepas
estudiadas. Esta parte del trabajo se realiz6 con la guia de la Profesora Ibonne Garcia del
Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia, siguiendo modificaciones
a las técnicas de extraccion de ADN propuesta por Stirling (111) y la amplificaciéon por PCR

reportada por Pérez-Vera et al (112).

2.2.4 Cultivo de las cepas seleccionadas

Las cepas se cultivaron en 2 medios de cultivo, PDB y Medio liquido Wickerham, cuya
composicién se describe en la tabla 1. Los cultivos se realizaron en Erlenmeyers de 500 mL en
los cuales se afiadian 100 mL de medio del respectivo medio. Los organismos se inocularon en
condiciones estériles en los medios de cultivo frescos mediante 3 plugs de agar (didmetro de
1 cm) de un cultivo en agar del organismo de una semana de edad. Los hongos se dejaron crecer
sin agitacién, con periodos de 12h de luz y 12 horas de oscuridad, a temperatura del

laboratorio, por tres semanas. Se realizaron duplicados de todos los cultivos (113).

Tabla 2-1: Composicion de los medios de cultivos utilizados.
Medio liquido
Medio PDB g/L g/L
Wickerham
Papa 200.0 Extracto de Malta 3.0
Dextrosa 20.0 Dextrosa 10.0

Peptona 5.0 Peptona 5.0
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Extracto de levadura 3.0 Extracto de levadura 3.0
pH 6.5 Sal marina 24.4
pH 7.2

2.2.5 Obtencion del extracto y fraccionamiento

La extraccién se realizé por particion en AcOEt, extrayendo al mismo tiempo tanto
sobrenadante como micelio. Un volumen de AcOEt igual al volumen del cultivo se afiadi6 a los
Erlenmeyer y se mantuvieron en contacto durante la noche para inactivar las esporas. Luego
de este periodo, se llevaron los cultivos a un bafio de ultra sonido durante 20 min para causar
ruptura celular y favorecer el proceso de extraccion. Posteriormente se hace un recambio del
solvente y se vuelve a llevar al bafio de ultrasonido por 15 minutos, repitiendo este proceso
dos veces. El extracto se llevo a sequedad en un evaporador rotatorio (113,114). Este extracto
crudo se fraccion6 utilizando cartuchos de extraccion en fase sélida DIOL (1 g), para obtener
tres fracciones de diferentes polaridades: Hexano-Acetato de etilo (8:2), acetato de etilo y
metanol. Las fracciones fueron usadas para la evaluacién de la actividad antimicrobiana y para

obtener perfiles cromatograficos por UHPLC-DAD-ELSD.

2.2.6 Evaluacion actividad antimicrobiana de extractos

Se evalué la actividad antibacteriana contra las bacterias patogenas del arroz Burkhorderia
glumae ATCC 33617, B. gladioli ATCC 37041, and B. platarii ATCC 43733, las cudles fueron
gentilmente suministradas por el banco de cepas y genes del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional de Colombia. Para el ensayo se emple6 el método de dilucién en agar con
algunas modificaciones (115). Brevemente, los ensayos se realizaron en placas de 96 pozos,
adicionando 200 pL de agar KB, 30 pL de indculo de bacteria (las bacterias se cultivaron en
medio liquido LB por 24 horas y su densidad 6ptica se ajusté a 0.5 para el ensayo) y 20 pL de
la fraccion a ensayar a una concentracién de 10.0 mg/Ml. De tal manera, la concentracion final
de la fraccién en cada pozo fue 200 pg/pozo. Las muestras se disolvieron en AcOEt o MeOH de
acuerdo a su solubilidad, haciendo controles de estos dos solventes. Como control positivo se

utilizé gentamicina a una concentracion de 0,2 pg/pozo. Cada muestra se ensayo6 por triplicado.
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2.2.7 Perfilado por UHPLC-DAD-ELSD

Las muestras fueron analizadas usando un equipo de cromatografia liquida UHPLC Thermo
Dionex Ultimate 3000 (Germering, Alemania) con detector DAD y acoplado a un detector LT-
ELSD Sedex 85 (Alfortville, Francia). Se us6 una columna Acclaim RSLC 120 (100 x 2.10mm,
2.2 pm). Los solventes empleados en la elucién fueron: agua (fase A) y acetonitrilo (MeCN)
(fase B) en un gradiente que inicio con 10% de la fase B y se incrementd de forma linear hasta
100% en 7 minutos, manteniendo esta proporcién por 5 minutos, con un flujo de 0.5 mL/min.
Para los anadlisis cromatograficos se us6 MeCN grado cromatografia liquida Merck (Darmstadst,
Alemania) y agua desionizada filtrada en un equipo Millipore Simplicity (Molsheim, Francia),
luego éstos fueron filtrados por una membrana de nylon de tamafo de poro de 0.22 um (CNW
Technologies, Shangai, China). Las fracciones fueron disueltas en MeCN o mezclas MeCN-agua
para una concentracién final de 1 mg/mL. Para cada andlisis se inyectaron 10 pL. El detector
DAD realiz6 barridos entre 200 y 400 nm. Los parametros del detector ELSD fueron: 80°C de

temperatura, ganancia 10, filtro 2.

2.3 Resultados y discusion

2.3.1 Condiciones de cultivo seleccionadas

Basados en lo anteriormente expuesto, se decidi6 el uso de dos medios para la evaluacion de
los organismos. Por un lado, basandonos en el protocolo de Kjer et al. (113) se seleccion el
medio Wickerham (ver composicion en la tabla 2-1). Por el otro apoyados en los resultados de
trabajos previos realizados en el grupo de investigacién se seleccioné el medio PDB (Potato
Dextrose Broth). La principal diferencia entre los dos medios es la presencia de sal y la
reduccion de las fuentes de carbono en el medio Wickerham. Otros parametros de cultivo,
como tiempo, temperatura y condiciones de oxigenaciéon se mantuvieron constantes y, por lo

tanto, sus efectos en la fase inicial de la seleccién no se evaluaron.

Las condiciones de oxigenacién en los cultivos a escala de laboratorio, dependen de la
proporcion volumen de cultivo/volumen de recipiente y de la agitacion. Frecuentemente, se
usan relaciones entre volumen de cultivo-volumen de recipiente entre 2:5 y 1:5

(29,93,113,116). En este estudio se escogi6 trabajar con una relaciéon de 1:5 y trabajar en
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condiciones estaticas. Hay reportes donde estas condiciones son preferidas ya que permiten la
formacion de estructuras de reproduccién que, como se presentd anteriormente, han sido

relacionadas con la produccion de ciertos metabolitos (93,113,117,118).

2.3.2 Identificacion de los hongos recuperados de ambientes
marinos

Este trabajo representa una de las primeras aproximaciones en el pais que busca evaluar la
diversidad quimica a partir de hongos aislados de ambientes marinos y su posible aplicacién,
con un enfoque hacia la obtencién de compuestos antimicrobianos para el control de
fitopatégenos del arroz. Por lo tanto, uno de los primeros retos fue identificar el tipo de hongos
que fueron aislados de las muestras marinas recolectadas. La identificacién por claves
taxonémicas estd primordialmente basada en la descripcién morfoldgica de estructuras
reproductivas, las cuales en muchas ocasiones no se observan en las condiciones de
laboratorio (119), dificultando asi el proceso de identificaciéon y haciendo necesario emplear

técnicas de identificacién molecular (100).

Los resultados de la secuenciaciéon del gen ITSs de los hongos abordados en este trabajo se
presentan resumidos en la Tabla 2-2, donde también se relacionan con las muestras de las que
fueron aislados. La identificacion molecular mostro que 11 de los 15 aislamientos
corresponden a hongos del género Fusarium y sélo cuatro aislamientos pertenecen a otros
géneros identificados como Acremonium, Galactomyces, Purpureocillium y Nectria. Estos
géneros se encuentran ampliamente distribuidos en el planeta, incluyendo ambientes marinos
(118,120,121). De estos, Fusarium es conocido por las diferentes especies que muestran
patogenicidad en plantas (122-124). Como se puede observar, en algunos de los casos sdlo se

determiné un género como la maxima similitud (p. ej. Fusarium sp.y Acremonium sp).

La comparacion por BLAST con las secuencias del GenBank, a pesar de que es cominmente
usada, tiene algunos problemas, como la falta de un mecanismo de verificacién de la correcta
identificacion de estas secuencias, por lo tanto, es frecuente encontrar identificaciones
incompletas o erréneas (125-127). Una de las posibles soluciones a este inconveniente, es
basarse en criterios de identificacion adicionales como claves taxon6micas, caracterizaciones
bioquimicas o la secuenciacidn de otros fragmentos de ADN. Sin embargo, para los objetivos

de este estudio, la identificacion preliminar por ITSs, que nos permitié la identificacion de las
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muestras a nivel de género resulta suficiente. En posteriores etapas de la investigacién se

abordara la identificacion de las cepas de interés a nivel de especie.

Tabla 2-2: Datos de origen e identificacion de los 15 organismos trabajados.
Identificacion
L 3 . . PRI
_Codlgo Muestra Tipo de Medio de Recoleccion (an.nmo %o
interno Muestra muestreo similitud con
BLAST)
, Fusarium solani
PNM-41 Codium Alga Avena 2 (99 %)
. Purpureocillium
PNM-67 Z;pZZiS Esponja Avena 2 lilacinum
9 (99 %)
Arena espacio . Fusarium solani
PNM-76 ez G e Sedimento Avena 2 (99 %)
Fusarium
PNM-104a Dictyota sp. Alga ISP2 2 oxysporum
(100 %)
iltimo lavad Fusarium
PNM-104b “lec Oogl"g 0 Alga ISP2 2 oxysporum
botasp. (99 %)
ultimo lavado Fusarium
PNM-105 Dictvota s Alga ISP2 2 oxysporum
tyota sp. (99 %)
Fusarium
PNM-119 Pez Loro Pez Avena 2 oxysporum
(99 %)
Fusarium
PNM-120b Pez Loro Pez Avena 2 oxysporum
(99 %)
. Fusarium solani
PNM-122 Codium sp. Alga Avena 2 (99 %)
Fusarium
PNM-177 Eunicea fusca Octocoral Avena 2 oxysporum
(99 %)
. Acremonium sp.
PNM-221 Dictyota sp. Alga ISP2 2 (99 %)
Laguncularia Corteza Fusarium s
PNM-ACO03 9 sumergida de = PDA con sales 1 P-
racemosa (99 %)
manglar
Laauncularia Corteza Nectria
PNM-AC06 9 sumergida de  PDA con sales 1 ipomoeae
racemosa
manglar (100 %)
Laauncularia Corteza Galactomyces
PNM-AC08 9 sumergida de = PDA con sales 1 candidum
racemosa
manglar (99 %)
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Laguncularia i Fusarium
PNM-AC10 9 sumergida de = PDA con sales 1 .
racemosa striatum (99 %)
manglar
1 Playa Casa Grande, desembocadura de la quebrada Valencia, Santa Marta, Colombia (F. Ramos, L.
Castellanos).

2 Providencia y Santa Catalina (L.A. Betancur, L. Castellanos).

2.3.3 Obtencion de extractos organicos

Asegurar la recoleccién de hongos estrictamente marinos no es facil y la mayoria de los
protocolos de recoleccién dan lugar al aislamiento de cepas que no necesariamente estan
metabdlicamente activas en el medio marino, es posible que sean arrastradas de otras fuentes
y sobrevivan como propagulos latentes (128). Las condiciones aqui trabajadas no son lo
suficiente restrictivas, por lo que no es posible asegurar que los hongos recuperados sean
microorganismos marinos. A pesar de esto, fue posible evidenciar la tolerancia de los mismos
a condiciones salinas dado que los 15 aislamientos crecieron en el medio Wickerham, el cual
contiene una concentracién de sal marina de 18 g/L. Esta concentracion corresponde a cerca
de la mitad de la concentraciéon promedio de sal en el mar, que es de 35 g/litro (129). Las
concentraciones de sal marina inferiores a las condiciones naturales son las mas usadas,
puesto que en general, concentraciones altas de sal inhiben el crecimiento y la produccién
metabolica de los hongos (91,130,131).

Figura 2-1:  Fotografia de algunas de las cepas tras las tres semanas de cultivo en los medios
usados (los tres medios de la izquierda corresponden a medio Wickerham y los tres de la
derecha a PDB; de arriba hacia abajo se encuentran los cultivos de las cepas PNM-AC03, PNM-
67 y PNM-41).
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El resultado del uso de medios diferentes puede ser observado en la Figura 2-1, donde las
diferencias mas notables fueron el cambio en la coloracién y en la textura del cultivo, ya que
para varias de las cepas el medio PDB permitio la esporulaciéon y la produccion de exudados
que pudieron ser observados como pequefias gotas sobre el cultivo. También se observé, en
general, una mayor produccién de extracto crudo usando el medio PDB (Tabla 2-3), con
excepcion de las cepas PNM-67 y PNM-AC10. Para las cuales se obtuvo alrededor de un 20%
menos de extracto en el medio PDB, respecto a los extractos de estos hongos obtenidos en el
medio Wickerham; y la cepa PNM-ACO08 para la cual no se obtuvo una diferencia significativa

entre los dos medios.

Tabla 2-3: Masas promedio de los extractos crudos obtenidos para cada una de las cepas
en los dos medios.

Masa promedio de

Codigo Masa promedio de extracto en
8 P extracto en medio PDB

Interno medio Wickerham (mg) (mg)
PNM-41 15,2 38.7
PNM-67 21.6 18.0
PNM-76 16.1 93.4
PNM-104a 30.0 67.8
PNM-104b 33.9 43.1
PNM-105 23.7 34.4
PNM-119 35.8 619
PNM-120b 26.5 46.8
PNM-122 13.2 89.3
PNM-177 51.6 93.8
PNM-221 24.6 38.0
PNM-AC03 24.6 41.7
PNM-AC06 38.4 59.7
PNM-AC08 25.9 25.6

PNM-AC10 15.7 13.6
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2.3.4 Evaluacion de la actividad antimicrobiana contra
fitopatogenos

La capacidad de los extractos organicos de hongos de controlar el crecimiento de bacterias del
género Burkholderia, tomadas en este trabajo como modelo para evaluar la actividad
antimicrobiana, se resume en la Tabla 2-4, donde se presentan las cepas activas especificando
en cudl de los medios se logr6 observar actividad, en la columna identificada como medio
activo.
Tabla 2-4: Resumen de resultados de actividad antimicrobiana contra bacterias del

género Burkholderia.

Identificacion
Codigo (Maximo % Activa Medio Fraccién activa B. B. B.
interno similitud con activo gladioli glumae plantarii
BLAST)
PNM-41 TR Si PDB Metanol ; - +
solani
PNM-67  Twpureocilliu o g Metanol - i -
m lilacium
PNM-76 Fusarium Si PDB Metanol ++ - ++
solani
PNM-104a Fusarium Si PDB Metanol + + +
oxysporum
PNM-104b Fusarium Si w Metanol + + +
oxysporum
PNM-105 Fusarium No i i )
oxysporum
PNM-119 Fusarium No i i i
oxysporum
PNM-120p [usarium No i i -
oxysporum
PNM-122 Fusarium No ; ; -
solani
PNM-177 Fusarium No i i )
oxysporum
PNM-221 Acremonium Si W Hexano/Acetat i i .
Sp. o de etilo
PNM-AC03 Fusarium sp. St PDB Metanol ++ - -
PNM-ACO06 _Nectrla Si W Aceta}to de i i .
ipomoeae etilo
PDB Met: 1 - ++ +
PNM-Acog ~ Ualactomyces g —
candidum w Metanol ++ + =
i PDB Metanol ++ ++ -
PNM-AC10  [usarium st etano
striatum w Metanol ++ - ++

++ Las dos réplicas de la fraccion resultaron activas.

+ Solo una de las réplicas de la fraccion resulté activa.
- Ninguna de las réplicas fueron activas.
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Los resultados indican que diez de las 15 cepas de hongos son activas frente al menos una de
las bacterias evaluadas. Es interesante observar que algunas de las muestras que fueron
identificadas como la misma especie no presentan el mismo perfil de actividad. Por ejemplo, la
cepa PNM-76 presento actividad contra dos de las bacterias mientras que la cepa PNM-122 no
present6 actividad, aun cuando las dos cepas se identificaron como Fusarium solani. También
es interesante notar que diez de los doce extractos identificados como activos corresponden a
fracciones solubles en metanol, por lo que es de esperarse que los compuestos activos sean de

polaridad media a alta.

En cuanto al efecto de los dos medios de cultivo en la producciéon de extractos activos, se
observo que los dos medios aqui evaluados permiten la producciéon de metabolitos activos. A
pesar de que hay un mayor nimero de fracciones activas para extractos obtenidos de cultivos
en PDB, se observo que las cepas PNM-221 y PNM-104a presentaron actividad sélo en el medio
Wickerham. La diversidad de resultados obtenidos no permitié generalizar una conclusiéon
sobre cual de los dos medios resulté mejor que el otro en la evaluacion inicial de la actividad.
Estos resultados estan de acuerdo con otros reportes en dénde se concluye que no hay un tnico
medio de cultivo que permita evaluar adecuadamente la capacidad de producciéon de
metabolitos de cepas diferentes (103,130,131), sugiriendo la pertinencia de continuar usando
al menos dos medios de cultivo en los futuros screening de actividad a realizar dentro de las

investigaciones del grupo.

En lo que se refiere a las cepas mas activas, los resultados mostraron que las cepas PNM-67
(Purpureocilim lilacinum), PNM-76 (Fusarium solani) y PNM-AC10 (Fusarium striatum)
presentan la mejor actividad contra las bacterias evaluadas, al ser activos contra dos de las tres
bacterias. Sin embargo, se decidid concentrar los esfuerzos de derreplicaciéon y estudio
quimico en la cepa Purpureocillium lilacinum PNM-67, puesto que las cepas pertenecientes al
género Fusarium a pesar de tener algunos reportes de su uso como biocontroladores
(132,133), también presentan multiples reportes como fitopatégenos y podrian no resultar
adecuadas para el futuro desarrollo de productos para la proteccién de plantas, mientras que
cepas de Purpureocillium han sido mas ampliamente reportadas como agentes de bio-control

de hongos fitopatégenos, nematodos e insectos (124,134,135).
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2.3.5 Perfilado por UHPLC-DAD-ELSD

Todas las fracciones obtenidas a partir del cultivo de las 15 cepas de los hongos, en los dos
medios por duplicado (180 fracciones), fueron analizadas por UHPLC-DAD-ELSD, con el fin de
hacer una evaluacién preliminar de la diversidad metabdlica presente en los aislamientos

abordados en este estudio.

En cuanto a las fracciones que mayor diversidad metabdlica mostraron, fueron las de acetato
de etilo y las de metanol, puesto que en estos cromatogramas se observé la mayor cantidad de
picos resueltos. De otro lado, las fracciones de hexano-acetato de etilo 8:2 en general
mostraron pocos picos, con tiempos de retenciéon muy cercanos en las diferentes muestras. En
cuanto a las fracciones de Acetato de etilo, aunque de interés por el perfil cromatografico, sélo
una de ellas mostro ser activa segtn los resultados de la Tabla 2-4. Este comportamiento de
aparente poca diversidad metabdlica en las fracciones hexano-acetato de etilo 8:2, junto con el
hecho de que s6lo una de las fracciones de acetato de etilo mostroé ser activa, dirigid los analisis
del perfil cromatografico hacia los perfiles obtenidos a partir de las fracciones de metanol.

Figura 2-2:  Perfiles de UHPLC-ELSD de la fraccion de acetato de etilo de cultivos en PDB
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Los perfiles cromatograficos de la fraccién metandélica en general mostraron ser diferentes del
blanco de medio. Una vez establecidas las diferencias con el blanco de medio, los resultados
obtenidos al comparar las fracciones para los 15 hongos, permitieron observar tres

comportamientos en los perfiles de los extractos:

Primero, la obtencién de perfiles cromatograficos con diferencias evidentes en la composicién
quimica, como los presentados en la Figura 2-2, lo cual al correlacionarlo con los resultados de
identificacion de los organismos da cuenta de los diferentes organismos encontrados. Se puede
observar que los organismos diferentes tienen perfiles quimicos distintos, estos cambios en el
perfil cromatografico se observan incluso en muestras de hongos del mismo género. Por
ejemplo, los hongos Fusarium solani PNM-76 y Fusarium oxysporum PNM-104a presentan
perfiles claramente diferentes, este ultimo presenta dos picos bien resueltos entre 8.2-8.5 min;
mientras F. solani PNM-76 presenta picos no resueltos alrededor de 9 min. Por otro lado, el
hongo PNM-ACO03, que también pertenece al género Fusarium, presenta un perfil distinto a los

dos mencionados con un unico pico en 8 min.

En segundo lugar, se observo la diferencia en la produccién metabdlica debida a los diferentes
medios de cultivo (Figura 2-3). Por ejemplo, para la cepa PNM-41, estas diferencias se
observan no soélo por el cambio en la cantidad de compuestos producidos (ver picos con
tiempos de retencion en 9 y 11 min), sino también en compuestos diferentes que sélo se

encuentran en el cultivo en uno de los medios (ver pico con tiempo de retencién en 5.5 min).

Un tercer grupo de extractos fueron aquellos con perfiles cromatograficos similares. Las
comparaciones de los perfiles cromatograficos de los extractos obtenidos permitieron
identificar la presencia de cepas metabolicamente similares, lo que sugirié que se trataba de
aislamientos redundantes de cepas de la misma especie, lo cual se corrobor6 con los resultados

de la identificacion por secuenciacion de los genes ITS (Figura 2-4).

De esta manera, apoyados en la integracion de la informacion obtenida de la identificacion
molecular de las 15 cepas aisladas de ambientes marinos, de la evaluacién de la actividad
biolégica y de los perfiles cromatograficos obtenidos por UHPLC-DAD-ELSD, se seleccioné la

cepa Purpureocillium lilacinum PNM-67 para estudios de derreplicacion quimica. Esta cepa es
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una de las mas activas aqui ensayadas, presentando actividad contra dos de las bacterias
patégenas evaluadas; ademas, present6 un perfil cromatografico claramente diferente a los
otros hongos evaluados. Estos resultados, junto con la informacién recolectada en la revisiéon
bibliografica acerca de este hongo evidencian el potencial para la producciéon de compuestos

antimicrobianos y su uso extendido como biocontrolador (124,134-136).

Figura 2-3: Ejemplo de la diferencia en la produccién metabodlica debida al medio de
cultivo, en la cepa PNM-41.
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2.4 Conclusiones

Se logré6 la implementacién de metodologias para la seleccién de cepas de hongos para su
posterior estudio quimico, basados en criterios taxondmicos, de actividad biolégica y de
comparacion de sus perfiles cromatograficos. La integracién de varios criterios de seleccidn,
permite la eleccién de cepas con una perspectiva enfocada hacia la aplicacién para el control

de fitopatégenos mediante la produccién de compuestos antimicroabianos.

La identificacion molecular de las 15 cepas de hongos recuperadas mostré que estas
pertenecen a géneros de amplia distribucién tanto en ambientes terrestres como marinos,
dentro de los cuales predominaron especies del género Fusarium. También se encontraron

cepas de los géneros Purpurecilum, Acremonium, Galactomyces y Nectria.

Todos los hongos evaluados demostraron ser capaces de crecer en medio Wickerham y en
medio PDB, por lo que se puede concluir que se trata de cepas que pueden resistir

concentraciones de sal de al menos 18 g/L, pero que ésta no es necesaria para su crecimiento.

Diez de las cepas 15 cepas evaluadas resultaron ser activas contra al menos una de las
bacterias fitopatogenas, Burkholderia glumae, B. plantarii y B. gladioli. Las cepas mas activas
fueron PNM-67 (Purpureocilim lilacinum), PNM-76 (Fusarium solani) y PNM-AC10 (Fusarium
striatum), cada una de las cuales, presentaron actividad contra dos de las tres bacterias

evaluadas.

Los perfiles por UHPLC-ELSD resultaron ser una herramienta util que permite evaluar de
manera preliminar la variabilidad metabdlica que puedan existir entre diferentes cepas de

microorganismos.

La integracion de la informacién obtenida por secuenciacion del gen ITS y la actividad
antibacteriana contra las cepas de bacterias fitopatégenas permitié identificar a P. lilacinum

(PNM67) como la cepa mayor interés para su posterior estudio quimico.



3.Derreplicacion de los extractos metandlicos
de Purpureocillium lilacinum PNM-67.

A pesar del gran potencial de los compuestos de origen natural para su aplicacién en diferentes
productos como el desarrollo de medicamentos o productos agroindustriales, uno de los
factores principales que limitan su posible aplicacién es el proceso de identificacién de
compuestos que consume cantidades apreciables de recursos y tiempo, tanto en el aislamiento
y la purificacion de compuestos como en la interpretacién de espectros de resonancia
magnética nuclear y espectros de masas para la elucidacion estructural. Adicionalmente, este
gran esfuerzo a menudo conlleva a la identificacion de compuestos ya conocidos cuya

aplicabilidad resulta dificil o poco conveniente (137).

En nuestro caso particular, a pesar de que los hongos contindan siendo una fuente
relativamente sub-explorada (138,139), un inconveniente que pueden presentar respecto a la
buisqueda de compuestos activos es la produccion de micotdxinas, las cuales se pueden
encontrar en diferentes especies de hongos (140). Por esto, hay una necesidad especial de
aplicar técnicas de identificacion eficientes de compuestos producidos por hongos para
detectar la presencia de entidades quimicas conocidas, incluyendo micotoxinas y otros

compuestos de relevancia bioldgica (141).

Asi, para optimizar los esfuerzos en la identificaciéon de compuestos de origen natural resulta
util la implementacion de técnicas de derreplicacién, las cuales permiten la identificacion
temprana de compuestos conocidos sin la inversion tradicional de tiempo en el aislamiento y
la elucidacion estructural (142). Esto se logra por la comparacion de datos espectroscépicos
de los compuestos, obtenidos de manera preliminar en los primeros pasos de extraccion y
fraccionamiento del extracto, incluso por el analisis directo del material bioldgico sin extraer,

con los datos espectroscopicos de compuestos conocidos reportados en bases de datos. La
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identificacion temprana de compuestos conocidos y su actividad biolégica reportada o
potencial permite concentrar los esfuerzos del trabajo en el laboratorio hacia el

descubrimiento de compuestos nuevos (1).

Si bien la derreplicacién no es un concepto nuevo (143,144), éste ha ganado importancia en
los ultimos afios debido al incremento en la sensibilidad de los instrumentos analiticos (145).
Las primeras estrategias de derreplicacion se enfocaron mayormente en extractos de plantas,
donde la habilidad de caracterizarlas taxonémicamente basados en morfologia (al menos a
nivel género) permitia prever la presencia de compuestos conocidos aislados de los taxones
bajo investigacion, trabajo que se hacia tradicionalmente desde la revision bibliografica (141).
Sin embargo, esta aplicacion de la derreplicacién se ve seriamente limitada cuando se aplica a

organismos cuya taxonomia no es clara o siquiera conocida (141,145).

Tradicionalmente, el proceso de derreplicacion involucra la extraccion del organismo fuente,
seguida de su andlisis por técnicas espectrométricas o espectroscOpicas acopladas a
cromatografia, cada una con sus propias ventajas y limitaciones. Las aproximaciones mas
comunes han sido GC-MS LC-UV, LC-MS, LC-MS/MS y LC-NMR o combinaciones de estas (146-
148). Dentro de estas, los métodos de derreplicaciéon que se basan en el uso de LC-MS y LC-
MS/MS han mostrado ser muy sensibles y proveen informacién estructural (masa molecular
de baja o de alta resolucion, formula molecular), las cuales se pueden usar para la busqueda en

la mayoria de las bases de datos comerciales (145).

A pesar de los avances instrumentales en la identificacién de compuestos, las herramientas
computacionales para derreplicacion estan atin en etapas de desarrollo. La investigaciéon en
metabdlomica ha estimulado el desarrollo de métodos computacionales precisos para la
identificacion rapida y de alto rendimiento (high-throughput) de compuestos en mezclas
biolégicas complejas (137). Afortunadamente, los estudios en productos naturales y la
metabolémica comparten usan las mismas técnicas de identificacion de compuestos, y se

considera que son “dos caras de la misma moneda”(1, 11).

Si bien, durante la década de 1960 se desarrollaron los primeros métodos computacionales

para el andlisis de espectros de masas de moléculas pequefias (usualmente moléculas por
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debajo de 3000 Da (150-153), actualmente, el analisis computacional por espectrometria de
masas de moléculas pequefias es visto como mas complejo y menos desarrollado que la
proteémica computacional la cual se desarrollé tres décadas después (154-157). Esto gracias
a que se han de asumir retos computacionales mayores debido a la gran diversidad estructural
de los compuestos y a sus patrones de fragmentaciéon poco usuales y muy caracteristicos de

cada tipo de compuestos (158).

En este sentido, uno de los desarrollos computacionales mas recientes es el concepto de redes
espectrales, también conocido como redes moleculares (159), el cual fue introducido por
Bandeira et al. en 2007 (160) y hace referencia al uso de algoritmos de alineamiento para
relacionar compuestos sin tener como requisito conocer su identidad (161,162). El andlisis
por redes (netwoks) de sistemas no matematicos surge a partir de la publicacién de los
documentos de Watts y Strogatz en 1998 (163) y Barabasi y Albert en 1999 (164). Estos
documentos son las piedras angulares que popularizaron la nocién de que sistemas complejos
pueden ser vistos como redes en las cuales los componentes del sistema son representados
como nodos y las conexiones entre ellos (edges), representan sus interacciones (165). Esta
aproximacién ha sido aplicada a muchas disciplinas, incluyendo sistemas biolégicos, sociales,

neurociencia y ciencias de la computacién (166).

En el caso de las redes moleculares o redes espectrales, los nodos corresponden a espectros y
las conexiones entre ellos representan la semejanza entre pares de espectros. Las redes
moleculares permiten de esta manera descubrir variantes novedosas de compuestos
conocidos, asi como nuevas familias de compuestos, relacionandose asi con el concepto de
derreplicacion previamente presentado (158,159). Adicionalmente, la alta sensibilidad de la
espectrometria de masas junto la informacién estructural que esta técnica provee, hace posible
la deteccidén y en algunos casos la identificacion de compuestos minoritarios que dificilmente
serian detectables o aislables por las metodologias tradicionales de un laboratorio de

productos naturales (167).

La aproximacién de la derreplicacion por redes moleculares analiza los componentes
conectados de una red molecular. En contraste con la aproximacién tradicional por librerias
de espectros en la cual inicamente se comparan espectros que tengan el ion molecular de la

misma masa, las redes moleculares revelan la relaciéon entre espectros con diferente ion
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molecular, pero que comparten el perfil de fragmentacion lo que permite analizar diferentes
variaciones de compuestos relacionados (158). Estos perfiles de fragmentacion son obtenidos
a partir del espectro MS/MS de los compuestos presentes en el extracto o fracciéon analizada.
De esta manera, desde que haya un espectro anotado dentro de los elementos conectados de
unared espectral, su anotacion puede propagarse a todos los componentes que se encuentren

conectados (160).

De otro lado, Purpureocillium lilacinum, el hongo seleccionado para aplicar las técnicas de
derreplicacion, fue descrito inicialmente como Penicillium lilacinum en 1910 y luego reportado
como Paecilomyces lilacinus, hasta el 2011 cuando empezd a ser descrito como perteneciente
al nuevo género Purpureocillium (168,169). Bajo todos estos nombres, este microorganismo
ha venido siendo estudiado por la produccién de compuestos activos de diferentes familias
quimicas como polisacaridos, a-pironas, xanthonas, antraquinonas y péptidos, entre otros
(170-174). Dentro de los péptidos, son especialmente importantes leucinostatinas, que
empezaron a ser estudiadas por su actividad antimicrobiana (175,176). Arai et al. (175)
inicialmente describieron a las Leucinostatinas como antibidticos de tipo peptidico con un alto
contenido de residuos de leucina, de las que deriva su nombre. Posteriormente, en 1980
empiezan a proponerse la composicion y estructura de esta familia de antibioticos (177,178),
de la cual se han descrito 24 estructuras (179,180). Estos compuestos conocidos son
susceptibles de ser derreplicados por las diferentes técnicas antes descritas y de esta forma
permitira enfocar los esfuerzos en fracciones y compuestos de interés, ya sea por la novedad

de sus estructuras o por su actividad bioldgica.

En este capitulo se presenta la aplicacion de dos técnicas de derreplicacion para la
identificacion preliminar de los posibles compuestos responsables de la actividad
antimicrobiana presentes en extractos de Purpureocillum lilacinum PNM-67. En una primera
aproximacion, se presentaran los resultados obtenidos al aplicar la derreplicacion directa del
ion pseudomolecular en la base de datos Antimarin (base de datos de compuestos obtenidos
de organismos marinos y microorganismos). En una segunda aproximacion, se hara la
derreplicacion por la construcciéon de redes moleculares con espectros MS/MS con las

herramientas ofrecidas por GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking).
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3.1 Metodologia

3.1.1 Analisis por LC-MS/MS

Los andlisis por LC-MS/MS se realizaron en INDICASAT (Panama), en el grupo de investigacién
del Dr. Marcelino Gutierrez, siguiendo el protocolo que se describe a continuacién: Las
muestras fueron analizadas usando un equipo de UHPLC Agilent 1290 Infinity acoplado a un
detector micrOTOF-QF III (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). El escaneo de masas MS se
realiz6 en un rango de m/z entre 50-2500, mientras que el escaneo MS/MS se hizo en un rango
de m/z entre 50-1800. Las condiciones de ESI fueron: modo positivo; temperatura del capilar
200°C ;4.5 kV VCap; el nebulizador fue fijado en 2.0 Bar; y un flujo de gas de 8 mL/min. Para el
escaneo de MS/MS se us6 el modo “auto MS/MS” con los siguientes pardmetros: energia de
colisién de 10.0 eV; presion en el analizador por tiempo de vuelo (TOF) se mantuvo a menos
de 3.0 x 10-7 Torr. La fraccién metandlica del hongo PNM-67 junto con el blanco de medio,
fueron disueltas en metanol para obtener una concentracion final de 0.6 mg/mL y fueron
inyectadas en una columna Phenomenex Kinetex C18 reversed-phase high-performance (50 x
2.10 mm, 1.7 um). Los solventes usados en la elucion fueron: agua con acido férmico 0.1 %
(fase A) y metanol (fase B). El andlisis cromatografico inicié con 10 % de la fase B y se
incrementé de forma linear hasta 100% en 7 minutos, manteniendo esta proporcién por otros
9 minutos, para volver a las condiciones iniciales en 1 minuto. El flujo fue de 0,3 mL/min. El

instrumento fue calibrado usando un patrén de reserpina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA).
3.1.2 Derreplicacion directa

= Conversion de datos
Una vez adquiridos los datos de datos de masas fueron calibrados y convertidos al formato
.mzXML en el programa DataAnalysis de Bruker, para poder ser analizados en el programa

MZmine 2.19.

= Tratamiento por MZmine 2.19
Este programa permite la construcciéon de matrices de datos de masas que en este caso se
utilizaron para la derreplicacion directa. Para la construccién de dichas matrices se siguié un

proceso que incluy6 los siguientes pasos: filtrado de ruido, detecciéon de masas, construccion
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de cromatogramas, deconvolucién de picos, filtrado de isétopos, detecciéon de aductos y
finalmente un alineamiento entre las réplicas de cada fraccién y los blancos de medio. Este
programa es de libre acceso y la descripcién de los moédulos utilizados que se presenta a

continuacion se hizo con base en el manual del programa (181).

. Filtrado de datos crudos (Raw data filtering)

Este mddulo contiene varias formas de filtrado que pueden ser aplicadas a todos los archivos
de datos crudos. En este estudio se utiliz6 la correccion de linea base (Baseline correction), la
cual fue disefiada para compensar cambios graduales en la linea base del cromatograma
mediante la deteccién de la linea base y sustrayéndola de los valores de intensidad de los
datos crudos. Los parametros usados en este modulo fueron: m/z bin width de 1.000;

Smoothing de 100000; Asymmetry 0.001.

. Deteccidn de masas (Mass detection)

En este modulo se generan unas listas de masas (iones) por cada scan en los archivos de los
datos crudos. En este estudio se uso el algoritmo Centroid mass detector, el cual asume que
cada senal por encima de un nivel dado de ruido es un ion detectado. El nivel de ruido por
tanto se define como la minima intensidad de un dato puntual para ser considerado parte del
cromatograma y todos los datos por debajo de ese nivel de intensidad seran ignorados. Ese
nivel se determina de acuerdo a la calidad de los datos, es especialmente ttil tener en cuenta
inyecciones que no incluyan muestra (inyecciones del solvente usado para disolver las

muestras). En este estudio se us6 un nivel de ruido de 8.0 x 103.

. Construccion de cromatogramas (Chromatogram building)

Este modulo toma las listas de masas generadas para cada MS scan y construye un
cromatograma para cada masa que pueda ser detectada continuamente alo largo de los scans
generando finalmente una lista depurada de picos. Este mddulo usa pardmetros de
tolerancia de m/z (m/z tolerance), duracién minima en tiempo (Min time span) y altura
minima (Min height); para el estudio se utilizaron 0.05 m/z, 0.2 min, 1.0 x 103,
respectivamente. La lista de masas creada en el paso anterior, es procesada en orden
decreciente de intensidad y cada ion es conectado con el cromatograma apropiado de

acuerdo al parametro de tolerancia de m/z. Cuando no se encuentra un cromatograma que
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coincida, un nuevo cromatograma es creado con la m/z del ion. Cuando un cromatograma es
terminado (no hay mas picos con m/z a los cuales ser conectado), su duracién en tiempo
(time span) e intensidad (height) son evaluadas de acuerdo a los parametros establecidos.

Aquellos cromatogramas que se ajusten alos pardmetros son afiadidos alalista de picos final.

o Deconvolucidén de picos (Peak deconvolution)

Luego de la construccién de cromatogramas es necesaria la deconvolucién de picos
individuales. En el programa se ofrecen varios algoritmos que permiten hacer este proceso.
Para este estudio fue utilizado Baseline cut-off, este algoritmo remueve la parte mas baja de
los cromatogramas debajo de una linea base determinada. Los picos que estén por encima
del nivel de la linea base son reconocidos si completan los requerimientos minimos de altura
y duracion. Los parametros usados fueron: Baseline level 8.0 x 103; Min peak height 1.0 x 10*;

Peak duration range 0.2-4.0 min.

o Agrupamiento de is6topos (Isotopic peak grouper)

Este mddulo pretende encontrar aquellos picos en la lista de picos que hagan parte del mismo
patron isotépico. Cuando estos picos son encontrados, solamente aquel pico mas alto se
mantiene en la lista. Los parametros usados fueron: m/z tolerance 1.2 m/z Retention time

tolerance 0.2 min.

) Deteccion de aductos (Adduct search)

Este mddulo identifica y etiqueta los aductos presentes en una lista de picos. Los aductos son
identificados bajo dos condiciones: el tiempo de retencion del ion original y del aducto debe
ser el mismo; y la diferencia de masa entre el ion original y el aducto debe ser igual a uno de
los aductos seleccionados como posibles. Los parametros usados en este modulo fueron:
Retention time tolerance 0.05 min; m/z tolerance 0.05 m/z; Max relative adduct peak height

100 %.

J Alineamiento
El propésito del alineamiento es unir picos correspondientes encontrados en diferentes

muestras en la lista de picos. De esta manera se genera una matriz en donde se relacionan los
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picos de la lista de picos, ubicados en las filas, con las muestras o archivos de datos crudos,
los cuales seran ubicados en las columnas. Esto permite reconocer los picos en comun que
las fracciones comparten y los picos que estas fracciones comparten con los blancos de medio

de cultivo, permitiendo excluir estos ultimos del andlisis.

El algoritmo usado fue RANSAC alignment, este alinea en la primera ronda cada muestra
contra la lista de picos en la primera muestra y luego sobre el promedio de todas las listas de
picos alineados, en el resto del proceso. Este proceso corrige cualquier desviacion lineal o no
lineal en los tiempos de retencién de los cromatogramas mediante la creaciéon de un modelo
de desviacién. Los pardmetros utilizados en este médulo son: m/z tolerance 0.15 m/z;
Retention time tolerance 0.5 min; Retention time tolerance after correction 0.1 min; RANSAC

Iterations 100000; Minimum number of points 60.

* Derreplicacion
Una vez obtenida la matriz de alineamiento, esta se export6 a Excel y alli se eliminaron aquellos
picos que coincidian con los blancos de solvente y de medio de cultivo, asi como los picos
etiquetados como aductos. De tal manera se obtuvo una lista depurada de los picos presentes
en la muestra y estos fueron derreplicados manualmente haciendo uso de las bases de datos
especializadas en compuestos aislados de organismos marinos y microorganismos Antimarin

2013.

3.1.3 Construccion de redes neurales

Para la construccién de estas redes se hizo uso de la plataforma libre Global Natural Products
Social Molecular Networking (GNPS, http://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/gnps-
splash.jsp)(74). Los archivos de cromatografia luego de ser calibrados y convertidos al formato
.mzXML en el programa DataAnalysis de Bruker son cargados a la plataforma mediante el
programa de libre acceso Filezilla (https://filezilla-project.org). Una vez cargados, en esta
plataforma se seleccionan las muestras con las cuales se desea construir las redes, las librerias
de espectros a las cuales se tiene acceso desde la plataforma (Librerias de GNPS que incluyen

espectros del MassBank, ReSpect y NIST) y los parametros de construccion de las redes.
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Los datos son inicialmente simplificados formando espectros consenso donde espectros que
exhiban picos precursores, relacién masa-carga (m/z) y patrones de fragmentacion idénticos
son unidos. Para simplificar los datos, estos primero fueron filtrados removiendo todos los
picos de MS/MS en un rango de +/- 17 Da alrededor del ion precursor. Luego se filtraron los
espectros de masas, de tal manera que, en cada ventana de 50 Da a lo largo del espectro se
escogieron sélo los seis picos de mayor intensidad. Luego los datos fueron agrupados en MS-
Cluster con una tolerancia de masa del ion precursor de 2.0 Da y una tolerancia de masa para
los fragmentos de MS/MS de 0.3 Da, creando asi los espectros consenso. Los espectros

consenso que al final del proceso s6lo contengan un espectro fueron descartados.

Posteriormente, con estos espectros consenso se calcularon vectores de semejanza, para cada
posible par de espectros se determind el grado de similitud con un calculo de coseno
modificado que toma en cuenta las intensidades relativas de los fragmentos, asi como la
diferencia de m/z del ion precursor entre los espectros que estan siendo comparados (159).
Los pares de espectros que tienen semejanzas significativas (es decir, con un minimo de seis
fragmentos coincidentes y un valor de coseno mayor a 0.69) son reportados como una red
molecular donde a cada espectro se le permitié conectarse a 10 espectros con los que presente
mayor valor de coseno. Un valor de coseno de 1 indica que los espectros son idénticos y un

valor cercano a cero que son muy diferentes.

Finalmente, estos datos fueron importados al programa de visualizacién gratuito Cytoscape
(http://www.cytoscape.org) para la visualizacion de las redes de MS/MS. Cytoscape produce
unarepresentacion visual de las redes moleculares, para la visualizacion se utilizo el algoritmo
Force-directed layout. En la visualizacién cada nodo representa un espectro consenso para un
ion padre dado y el grosor de las conexiones indica el valor de semejanza entre el par de
espectros conectados, para valores mayores de semejanza el grosor de la conexion sera mayor.
Las redes moleculares fueron construidas teniendo tanto los archivos de las muestras de
interés como los blancos de medio y de solvente. De esta forma, se eliminaron aquellas redes

que contenian espectros consenso provenientes de los archivos de los blancos.
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3.2 Resultados y discusion

3.2.1 Derreplicacion directa

Al analizar los datos de HPLC-MS/MS haciendo uso del programa MZmine 2.19 para la fraccién
metanolica de la cepa PNM-67 cultivada en el medio PDB se obtuvo una lista de 95 picos de
m/z superiores a 400. No se tuvieron en cuenta masas por debajo de m/z 400 ya que muchas

de ellas coincidian con picos del medio.

Cada una de las masas de esta lista fueron buscadas en la base de datos Antimarin version
2013, encontrando que 11 de ellas presentaron coincidencias con sustancias previamente
reportadas para hongos del género Purpureocillium, diez pertenecientes a la familia de las
leucinostatinas y una de ellas con la Sphingofungina-F (Tabla 3-1); 54 coincidieron con
sustancias reportadas para otros géneros de hongos (algunas de ellas presentaron
coincidencia con mas de una molécula) y 30 picos no presentaron coincidencias (Figura 3-1),
sugiriendo que aproximadamente uno de cada tres compuestos detectados en el extracto

podria ser nuevo.

Las leucinostatinas, cuya estructura se presentara mas adelante en este capitulo, son una clase
de antibioticos peptidicos lineales que se caracterizan por tener en su estructura nueve
residuos incluyendo aminoacidos no proteinogénicos como la cis-4-metil-L-prolina,
hidroxileucina y a-Aib, asi como residuos de acidos grasos en el N-terminal (179,182). Esta
molécula anfifilica muestra una alta preferencia por las conformaciones en a-hélice incluyendo
motivos 31o-helicoidales, debida a la presencia del residuo Aib (183), relacionados con la
actividad biolégica encontrada en la leucinostatinas (49,51). La mayoria de los miembros de
esta familia de péptidos tienen actividad antimicrobiana reportada (135,176,185) y para
algunos de ellos se han reportado otras actividades, como antiviral (186), antiprotozoaria
(187), contra el cancer (188), entre otras (189,190). Por su lado, la Sphingofungina F, hace
parte de la familia de las sphingofunginas que son compuestos tipo esfingosina y son
inhibidores de la enzima serinpalmitoil transferasa (191,192). Algunos de los miembros de
esta familia poseen potente actividad antifingica, sin embargo la Sphingofungina F mostré una

actividad moderada enestos ensayos (174,193).



Capitulo 3 45

Figura 3-1: Diagrama de resumen de los resultados de derreplicacion directa para la
fraccién metanolica del hongo PNM-67 sembrado en PDB.
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Tabla 3-1: Coincidencias presentadas con moléculas reportadas para especies del género
Purpureocillium.

Nombre m/z observado [M+H]" Reportado
Leucinostatina K 1234.7768 1234.8399
Leucinostatina A; 1218.7944 1218.8399
Leucinostatina U
Leucinostatina R 1202.7969 1202.8499
Leucinostatina A2 1200.7882 1200.8299
Leucinostatina B2 1186.7711 1186.8199
Leucinostatina H 1134.7398 1134.79
Leucinostatina N 1120.7329 1120.77
Leucinostatina D 1118.7475 1118.79
Leucinostatina F 1104.7249 1104.78
Leucinostatina C; 1090.7222 1090.76
Leucinostatina T
Sphingofungina F 402.3037 402.2850

De otro lado, en cuanto a las moléculas sin coincidencias pueden interpretarse como posibles
compuestos nuevos (Tabla 3-2). Sin embargo, es muy poca la informacién que nos proporciona
la relaciéon masa - carga (m/z) para proponer una posible identidad. Entre estos iones de

compuestos posiblemente nuevos, 14 presentan masas por encima de 1090 m/z, estos por la
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presencia de las leucinostatinas podrian estar relacionados con esta familia de moléculas,

cuyos iones moleculares reportados se encuentran en valores de m/z entre 1090y 1314 (179).

Tabla 3-2: Picos sin coincidencias con la base de datos Antimarin caracterizados por sus
m/z observados.

m/z observado m/z observado m/z observado
1 1355.7700 11 1108.7100 21 883.5624
2 1334.7938 12 1106.7289 22 860.5608
3 1333.7709 13 1105.7469 23 856.5630
4 1250.8047 14 1091.7272 24 839.5387
5 1221.8052 15 1045.6578 25 834.5728
6 1220.1517 16 1026.3315 26 814.5330
7 1182.3385 17 945.6059 27 796.4736
8 1172.7646 18 939.2930 28 795.5179
9 1143.8047 19 927.5549 29 790.5512
10 1132.7574 20 905.5695 30 734.5343

3.2.2 Derreplicacion por redes moleculares

Una de las limitaciones de la derreplicacion directa es que s6lo se compara la masa de ion
molecular [M+H]* con las bases datos, desaprovechando asi la informacién sobre la estructura
que podria brindar un espectro de MS/MS. La fragmentacién en espectrometria de masas de
cada molécula individual puede resultar en un espectro Unico y caracteristico de MS/MS. Estos
pueden ser aprovechados para la construccion de redes neurales que organicen grandes
conjuntos de datos de espectros de masas basados en semejanza entre los patrones de
fragmentacion de iones precursores diferentes pero relacionados por su fragmentacién (159).
Dentro de las ventajas del uso de redes moleculares se encuentra que al estar organizados los
espectros por similitud en su patréon de fragmentacion la identificacion de analogos y

compuestos relacionados se vuelve mas facil.

En la Figura 3-2 se muestra la red molecular construida para la fracciéon metandlica de la cepa

PNM-67 cultivada en PDB. Donde cada circulo representa un espectro identificado por la masa
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de su ion precursor [M+H]* y el grosor de las conexiones indica el valor de semejanza entre el
par de espectros conectados, establecido por la similitud en su patron de fragmentacion
observado por MS/MS. Para valores mayores de semejanza el grosor de la conexién sera
mayor. Dentro de la red se observan dos rombos que representan espectros de la muestra que
tuvieron coincidencias con espectros en las librerias de GNPS, la Leucinostatina H (m/z
1134,77; semejanza de 0.73) y la Sansalvamida A (m/z 587.87; semejanza 0.71). El valor
minimo de semejanza para reportar coincidencia con la base de datos fue fijado en 0.69,

generalmente se usan valores entre 0,5 y 0,7 en este tipo de trabajos (159).

Figura 3-2:  Red molecular para la fracciéon metanoélica del extracto obtenido del cultivo en
PDB del hongo PNM-67.
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A pesar del bajo nimero de coincidencias con las bases de datos de MS/MS disponibles en la
plataforma de GNPS, la red molecular nos permite relacionar 30 iones mas con las
Leucinostatinas (Figura 3-3), dentro de los que se espera encontrar otros miembros de esta
familia de compuestos, analogos u otros péptidos relacionados. En esta red se confirma la
presencia de las leucinostatinas B2 (m/z 1186.83), D (m/z 1118.80), F (m/z 1104.79) y K (m/z
1234.56), compuestos identificados segin el procedimiento de derreplicaciéon directa
mostrado en la Tabla 3-1. Sin embargo, su identificacién se asume como tentativa ya que no se
conectaron directamente a un espectro en las librerias de referencia. Esto puede deberse a que
no se encuentren estos espectros en las librerfas o a que no cumplen con los pardmetros
establecidos para el analisis. De los compuestos derreplicados por el método directo
mostrados en la Tabla 3-1 s6lo seis leucinostatinas se encuentran en la red molecular,
probablemente porque su fragmentacidn no se ajusté a los parametros de formacién de las
redes moleculares, puesto que se requieren al menos seis iones en cada espectro para generar

los espectros consenso y con estos calcular los valores de semejanza.

Dentro de la red de las leucinostinas también es posible encontrar siete de los iones que se
habian propuesto como posibles compuestos nuevos mediante la derreplicacién directa (m/z
1221.8052, 1220.1517, 1182.3385, 1143.8047, 1132.7574, 1105.7469 y 1091.7272), de tal
manera que se confirma el supuesto de su relacién con las leucinostatinas el cual se habia

hecho de acuerdo con rango de m/z en el cual se encontraban.

La otra coincidencia con la libreria de espectros fue con la sansalvamida A. Este compuesto es
un depsipéptido ciclico de cinco residuos, aislado de un hongo del género Fusarium,
recuperado de un pasto marino Halodule wrightii recolectado dentro de la laguna de Little San
Salvador Island, Bahamas (118). Este compuesto junto con sus andalogos sintéticos ha

mostrado una potente actividad contra células tumorales (118,194,195).
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Figura 3-3:

sefialan algunas masas que dieron coincidencia por el método de derreplicacion directa.

Red molecular que contiene a las Leucinostatinas. El rombo marca la
coincidencia con la base de datos por comparaciéon de los espectros de MS/MS. También se

Leucinostatina D

Leucinostatina F

P,

\4

-

"N.\
10916

Leucinostatina B2

~d
11188

Leucinostatina N
/

171

HEEET™
1%29
ﬁvnsx

7217,

\

N

122015 I 120417

12191

Leucinostatina H

Leucinostatina K

<z
1
)
‘I
\
.ll
On/ X
.I
)
\
y ze
i
\
\
—_
{
\
'I
-
{
\
-
| y
~ A II
r
|
zZ _0
¥
|
I
E 0
1
P I !
2 J 1
{; OIS
Y
L &
|
]
|
o
-
—
4
z
0 %¢
a /
N
P |
/ [
Z: T
J
f
4
€ Mo
|
v; -\
r<
T 2
= / (
{



50 Busqueda de compuestos con actividad antimicrobiana a partir de hongos aislados

de ambientes marinos. Fase |

De otro lado, en la Figura 3-4 se observa la ampliacién de la red molecular en dénde se
relacionan iones cuya masa coincide con compuestos tipo aureobasidinas (mz 1074.32, m/z
1086.34, m/z 1088.34) por el método de derreplicacién directa. Las aureobasidinas son
péptidos ciclicos reportados para el hongo Aureobasidium pullulans (116,196-198) por lo que
no seria comun encontrarlas en hongos de un género diferente. Sin embargo, el hecho de que
estos iones se agrupen en una misma red molecular nos confirma una relacién estructural

entre si, lo que nos indica que pueden tratarse de péptidos semejantes a las aurebasidinas.

Figura 3-4: Red molecular que relaciona los iones 1074,32, 1086,34 y 1088,34 que
coincidieron por derreplicaciéon directa con miembros de la familia de las Aureobasidinas, U2,
G y B respectivamente.
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En cuanto a las otras redes con los espectros consenso no analizados y que cuya masa de ion
pseudomolecular no coincide con la lista de derreplicaciéon directa, no se pueden hacer
conclusiones acerca de su identidad. De acuerdo al andlisis de las redes moleculares sélo se
puede asegurar que son metabolitos producidos por el hongo que no estan estructuralmente

relacionados con componentes del medio de cultivo.

Finalmente, el nimero total de espectros consenso en la red molecular que se muestra en la
Figura 3-2 es de 93, con masas por encima de 313.78 m/z. Este es un nimero cercano al
numero de los picos que se analizaron por la técnica de derreplicacion directa (95 compuestos

con iones por encima de 400 m/z). Sin embargo, hay que recordar que las dos técnicas tienen
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métodos de filtrado que evaltian parametros de calidad diferentes. En la derreplicacién directa
se tienen en cuenta parametros como la intensidad y la presencia por un determinado tiempo
de retencién de los iones en el primer escaneo de masas, asumiendo los picos como iones
pseudomoleculares. Mientras que los parametros de las redes moleculares se enfocan mas en

la fragmentacion de cada ion pseudomolecular.

De esta manera, los dos métodos nos permiten dar cuenta de la riqueza metabdlica de la cepa
estudiada. De los iones detectados por los dos métodos algunos se pudieron relacionar con las
leucinostatinas, 17 en el caso de la derreplicacion directa (diez por comparacion en la base de
datos y siete mas que se encontraron en la red molecular de las leucinostatinas) y 31 para la
derreplicacion a través de redes moleculares. El resto de los iones, 78 en el primer caso y 62
para el segundo, pertenecen a otro tipo de compuestos, mostrando asi la diversidad quimica

que puede ser encontrada en este microorganismo.

Una de las mayores limitantes de las técnicas de derreplicacion, en general, es la cantidad de
informacién contenida en las bases de datos con las que se compara la informacién obtenida
de las muestras (137,167). En el caso de las redes moleculares, la limitante es mas evidente,
puesto que siendo una herramienta reciente y que ademas se basa en la comparacién de todo
el espectro de masas de las moléculas y no s6lo en la comparacién de algunos valores de masas,
sus bases de datos no son tan nutridas ni tan variadas como se requiere. De acuerdo con los
creadores de la plataforma GNPS, s6lo el 1.01% de todos los datos analizados han encontrado
coincidencia con espectros en la base de datos (74), lo que da cuenta de las limitaciones de la
libreria. Es asi como se entienden las bajas coincidencias de los datos aqui analizado con
espectros en las librerias. Sin embargo, vale la pena anotar que la plataforma permite que se
ingresen nuevos espectros anotados, por lo que su uso y retroalimentacion por los usuarios

permitira en un futuro aumentar la base de datos de la plataforma GNPS.

3.3 Conclusiones

El analisis por derreplicacidn directa permiti6 la identificacion de diez leucinostatinas (tabla
3-1) y de la sphingofungin-F, apoyados en la informacion del ion pseudomolecular [M+H]*y la

informacién disponible en la base de datos Antimarin. Esta misma derreplicacién mostré la
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existencia de 30 iones sin coincidencias en las bases de datos, dando una buena idea de la alta

diversidad metabolica presente en el extracto metanolico de P. lilacinum.

La construccién de redes moleculares permiti6 identificar, dos moléculas por semejanza con
espectros en las librerfas a la leucinostatina H y a la sansalvamida A, junto con posibles
compuestos nuevos analogos de las Leucinostatinas y una familia de péptidos similares a las
aureobasidinas. Las Leucinostatinas son propuestas como las posibles responsables de la
actividad antimicrobiana aqui encontrada, ya que son los compuestos mas predominantes en
el andlisis y su actividad ha sido ampliamente reportada. Adicionalmente, las redes
moleculares permitieron la deteccion de 30 espectros consenso relacionadas con las

leucinostatinas.

De esta manera se establecié que el hongo Purpureocillum lillacinum PNM-67 es un productor
de compuestos peptidicos, particularmente de leucinostatinas. Las técnicas de derreplicaciéon
mostraron que su fraccién metanoélica del extracto en acetato de etilo puede contener una
diversidad interesante de compuestos diferentes al medio de cultivo (95 por derreplicacion

directa y 93 por redes moleculares), que valdria la pena explorar.



4.Aislamiento e identificacion de compuestos a
partir del extracto del cultivo de
Purpureocillium lilacinum.

La cepa Purpureocillium lilacinum PNM-67, aislada del mar Caribe colombiano, fue
inicialmente seleccionada para su analisis por técnicas de derreplicaciéon debido a la
actividad antimicrobiana que mostré la fraccién metandlica de su extracto, contra las
bacterias B. gladioli y B. plantarii. Esta especie ha sido reconocida por su actividad
antimicrobiana y su uso como agente biocontrolador ha sido ampliamente reportado
en literatura (124,134-136). Segtn los resultados de derreplicacion, P. lilacinum PNM-
67 mostré ser una cepa productora de compuestos peptidicos, especialmente de una
familia de antibi6éticos denominados leucinostatinas. Estos compuestos deben su
nombre a la presencia de varios residuos de leucina (175) y se caracterizan, ademas,
por tener en su estructura una secuencia lineal de nueve residuos que incluyen
aminoacidos no proteinogénicos como el &cido a-aminoisobutirico (a-Aib), cis-4-metil-
L-prolina y B-hidroxileucina, asi como residuos de acidos grasos en el N-terminal

(179,182).

A partir de estrategias derreplicacion tradicional y derreplicacién apoyada en redes
moleculares, en el capitulo anterior se determiné la presencia de al menos 31
compuestos relacionados con las leucinostatinas. De estos se logré proponer la
identidad de algunas leucinostatinas. Sin embargo, compuestos de otros tipos ademas
de analogos de leucinostatinas fueron identificados en la mezcla, pero hasta el
momento no se ha evaluado su papel como los posibles responsables de la actividad

antimicrobiana encontrada.



54 Busqueda de compuestos con actividad antimicrobiana a partir de hongos aislados

de ambientes marinos. Fase |

En el presente capitulo, inicialmente se presentara los resultados de la evaluacién de
diferentes condiciones de cultivo, evaluando cultivos en agitacion y estacionarios por
una, dos y tres semanas. Luego, se presentaran los resultados del estudio quimico de
los extractos obtenidos de P. lilacinum para las dos condiciones de cultivo
seleccionadas (cultivo en agitacién por una semana y cultivo estacionario por tres
semenas), realizado con la intensién de confirmar la presencia de las leucinostatinas
como los compuestos responsables de la actividad bioldgica. Aqui se reporta el
aislamiento e identificacién de cuatro compuestos obtenidos a partir del extracto en
condiciones estacionarias de cultivo, a los que también se les evalué su actividad

antimicrobiana contra las bacterias B. glumae, B. plantarii y B. gladioli.

4.1 Materiales y métodos

4.1.1 General

Para los medios de cultivo se usé agua destilada, Glucosa R.A (Pareac, Barcelona, Espaia),
Peptona (OXOID, Hampshire, Inglaterra), Extracto de levadura (OXOID, Hampshire,
Inglaterra), Papa comercial de variedad “pastusa”.

Las extracciones se realizaron con acetato de etilo (AcOEt) grado analitico (Merck, Darmstadt,
Alemania) destilado. Para el fraccionamiento y las columnas abiertas se usé metanol (MeOH)
para cromatografia liquida (LiChrosolv, Merck, Darmstadt, Alemania), n-hexano R.A. (Merck,
Darmstadt, Alemania), AcOEt y agua desionizaday filtrada en un equipo de filtraciéon Millipore
Simplicity (Molsheim, Francia) y luego filtrada nuevamente a través de una membrana de
nylon de tamafio de poro de 0.22 um (CNW Technologies, Shangai, China). Para los analisis
cromatograficos por UHPLC se us6 MeOH y acetonitrilo (MeCN) LiChrosolv grado
cromatografia liquida (Merck, Darmstadt, Alemania).

Como soportes cromatograficos para cromatografia en columna abierta se usaron resinas
Sephadex LH-20 Pharmacia Biotech (Upsala, Suecia) y RP-18 con tamafio de particula 40-63

um (Merck, Darmstadt, Alemania).
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Para la cromatografia liquida preparativa se utilizé un equipo UHPLC Thermo Dionex Ultimate
3000 (Germering, Alemania) con detector DAD y acoplado a un detector LT-ELSD Sedex 85
(Sedere, Alfortville, Francia).

Los experimentos de RMN se realizaron en un espectrémetro Bruker Advance 400 (400.13
MHz) empleando como solventes CDCl; (Merck, Darmstadt, Alemania) con grado de
deuteracion 99.8 % y metanol-ds (Merck, Darmstadt, Alemania) con grado de deuteracion 99.8
%, usando la sefal residual del solvente como estandar interno, tomando para el cloroformo

(6u 7.26; 8¢ 77.0) y para el metanol (84 3.31 and 4.87. §¢ 49.1).

Los espectros de masas fueron obtenidos en un espectrémetro Accurate-Mass Q-TOF (Agilent
Technologies). Laionizacion se realiz6 bajo los siguientes parametros: modo positivo; energia
de colision de 10 eV; el nebulizador fue fijado en 50 psi: el flujo de gas fue 11 L/min y la
temperatura 325°C. El escaneo de masas MS se realizé en un rango de m/z entre 100-3000,
mientras que el escaneo MS/MS se hizo en un rango de m/z entre 50-1500. Para el escaneo de

MS/MS se usaron los siguientes pardmetros: Fragmentor 175V, Skimmer 75 V, Vpp 750 V.

4.1.2 Ensayos de actividad antimicrobiana

Los ensayos para evaluar los cambios en la produccién de compuestos en diferentes
condiciones de cultivo se realizaron en cajas de 96 pozos, siguiendo una modificacion del
método de microdilucién en caldo (115). Cada extracto se probd en cuatro contracciones
diferentes (300 pg/pozo, 150 pg/pozo, 75 ng/pozo, 37.5 pug/pozo) cada una de ellas por
triplicado. Se usaron como control positivo gentamicina en una concentraciéon de 0.2 pg/pozo;
y como control negativo se us6 metanol y extracto del medio sin inocular. Se adicion6 en cada
pozo 200 puL KB liquido, 30 pL de in6culo de bacteria (las bacterias se cultivaron en medio
liquido LB por 24 horas y su densidad 6ptica se ajusté a 0,5 para el ensayo) y 20 pL del extracto
a ensayar en la concentracion adecuada para lograr las cantidades arriba descritas por cada
pozo. Para determinar el crecimiento o inhibiciéon de los microorganismos se realizaron
lecturas de densidad éptica en un equipo lector de placas AccuReader Metertech (Taipei,
Taiwan) por absorbancia a 600 nm. Para la evaluacién de la actividad antimicrobiana de los

compuestos se siguid el mismo procedimiento descrito anteriormente con concentraciones de

50 pg/pozo, 25 pug/pozo, 12.5 ug/pozo, 6.2 pg/pozo.
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4.1.3 Evaluacion del efecto de la agitacion y el tiempo de cultivo en la
actividad antimicrobiana.
Se realizaron cultivos de la cepa PNM-67 en medio PDB de 100 mL de medio en Erlenmeyers
de 500 mL, evaluando el cultivo con agitacion y sin agitacién, durante una, dos y tres semanas.
Los cultivos se mantuvieron en las mismas condiciones de temperatura y periodos de luz
previamente descritos. La agitacién se realiz6 en un agitador Orbital HD-3000 Dimaq
(Medellin, Colombia) a 130 rpm. Los cultivos fueron extraidos con acetato de etilo siguiendo
el mismo procedimiento descrito en el capitulo 2. Los extractos se evaluaron en el bioensayo

en las condiciones descritas en el numeral 4.1.2.

4.1.4 Cultivo y extraccion en mayor volumen de la cepa PNM-67

Se realizaron dos tipos de cultivo a mayor volumen de la cepa PNM-67. En un caso, la cepa fue
cultivada en Erlenmeyer de 500 mL con un volumen de medio de 100 mL, durante tres
semanas, sin agitacién, en medio PDB, hasta lograr un volumen total de 3,8 L de medio de
cultivo. La segunda técnica de cultivo incluyo el uso de agitacion (130 rpm, en el equipo
anteriormente descrito) en el mismo medio y volimenes del cultivo anterior, por una semana,
para lograr un volumen total del medio de cultivo de 4,3 L. Las extracciones se realizaron en
AcOEt siguiendo el mismo procedimiento descrito en el capitulo 2. Luego de que el extracto se
seco en el rotaevaporador se resuspendiéo MeOH y se filtré usando una pipeta con celita, esto
con el objetivo de retener las esporas que por su tamafio no pudieron ser retiradas de otra
forma. De esta manera se obtuvieron 873 mg de extracto del cultivo sin agitacion (extracto E)

y 1529 mg de extracto crudo con agitacién (extracto A).

4.1.5 Fraccionamiento y aislamiento

e Extracto del cultivo estacionario de la cepa PNM-67
Se realiz6 una particion hexano/metanol-agua (50:45:5) como primer paso de
fraccionamiento. Asi, se obtuvo una fracciéon de hexano de 303 mg (EF1) y una de metanol-
agua de 570 mg (EF2). Esta fracciéon metanol-agua se fraccion6 por columna abierta de RP-18
utilizando como fase moévil mezclas de Metanol/Agua en un gradiente discontinuo de
polaridad decreciente (0:10; 1:9; 3:7; 5:5; 7:3; 10:0) y una ultima fraccién de Acetonitrilo para

obtener seis fracciones (EF2.1 a EF2.6). Con la fraccion eluida con metanol-agua 7:3 (EF2.5,
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126 mg) se realizé una separacidn por exclusiéon por tamafio con una resina Sephadex LH-20
eluida con metanol, de la que se obtuvieron 11 fracciones EF2.5.1 a EF2.5.11. De una de ellas,
EF2.5.5 (50 mg), se realizé cromatografia liquida preparativa en fase reversa utilizando una
columna Kromasil C8 (10 x 250 mm, 5 um; flujo de 2 mL/min), de la que se logré aislar el
compuesto 1 (2.5 mg), 2 (5.4 mg), 3 (1.8 mg) y 4 (2.2 mg) (Anexo A). El proceso de

fraccionamiento del extracto E se resume en la Figura 4-1.

Figura 4-1: Esquema de separacion del extracto de la cepa PNM-67 estacionario.

Extracto

PNM67-E
(873 mg)

Particién Liquido-liquido

' Hex-MeOH-Agua (50:45:5) |
Columna RP-18

MeOH-Agua

EF2.1 EF2.2 EF2.3 EF2.4 EF25 EF2.6
(12,9 mg) (22,4 mg) (25,0 mg) (20,8 mg) (1263 mg) R (270,9 mg)

Sephadex LH-20

[ ___________________ MeOH
K 251 \.,. | - .
L MM&J m,
_________ HPLC-RP
| ‘ -] ACN-Agua

FEF2.5.5.1 EF25.5.2 EF2.5.53 EF2.5.54 EF2.5.5.5 EF2.5.11
(2,5 mg) (1,8 mg) (2,2 mg) (5,4 mg) (1,5 mg) (6,9 mg)
| | | |
| caa | | cs | 3 || e |

e Extracto del cultivo con agitacion de la cepa PNM-67
El extracto obtenido del cultivo con agitacién (extracto A) fue sometido a fraccionamiento en
un cartucho de extraccién en fase soélida (SPE) DIOL de 5g para obtener tres fracciones:
Hexano-AcOEt 8:2 (AF1); AcOE (AF2); MeO (AF3). Obteniendo 980 mg, 224 mg y 255 mg de
estas fracciones, respectivamente. A la fraccién metandlica se le hizo una particién hexano-
metanol-agua (50:45:5) para retirar los compuestos de baja polaridad obteniendo dos
fracciones AF3.1 (36 mg) y AF3.2 (206 mg). A esta fraccion AF3.2 se le realiz6 un

fraccionamiento en columna abierta RP-18 utilizando como fase mévil mezclas de Metanol-
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Agua en un gradiente discontinuo de polaridad decreciente (3:7; 5:5; 7:3; 10:0), de la que se
obtuvieron ocho fracciones AF3.2.1 a AF3.2.8. De este proceso, que se resume en la Figura 4-

2, se logro aislar nuevamente el compuesto 1 (5.8 mg).

Figura 4-2: Esquema de separacién del extracto de la cepa PNM-67 con agitacion.
(PNM67-A).

Extracto

PNM67-A
(1529 mg)

Cartucho DIOL
Hex-AcOEL (8:2); AcOEL; MeOH

AF1 (980 mg) AF2 (224 mg) m

Particién Liquido-liquido
Hex-MeOH-Agua (50:45:5)

AF3.1 (36 mg) man A\F3.2 (206 mg) Columna RP-18

McOH-Agua
| | \

AR311 ARR1Z  AFRL3 AF31.4 AF315 mw AF3L7  AF3LE
(43mg)  (36mg) (52mg) (21mg (59mg) (58mg) (48mg)  (27mg)

(e ]

4.2 Resultados y discusion

La cepa Purpureocillum lilacinum PNM-67, seleccionada en este trabajo habia mostrado
previamente actividad contra las bacterias del género Burkholderia Gnicamente en el medio

PDB, por lo que se decidi6 realizar su cultivo este medio.

En una primera aproximacion a evaluar el efecto de las condiciones de cultivo en la produccién
de compuestos bioactivos, se evalué el efecto de la duracién del cultivo (tiempo de cultivo) y
la agitacién sobre la inhibicidn del crecimiento bacteriano. Para esto se realizaron seis ensayos,
tres de ellos se cultivaron con agitacion (130 rpm) y tres de ellos estacionarios. Para los dos

casos se realizd la extraccion de uno de los cultivos en la semana uno, dos y tres.

A todos los extractos crudos se les evalud la actividad antimicrobiana contra la bacteria

Burkholderia plantarii, la cual es la mas sensibles de las tres bacterias antes usadas, a cuatro
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concentraciones diferentes (300 pg/pozo, 150 pg/pozo, 75 pg/pozo y 37,5 ug/pozo). Las
condiciones de cultivo con mejores resultados resultados en la inhibicién del crecimiento de
las B. plantarii. fueron: el cultivo estacionario durante tres semanas, que presenté una clara
diferencia en absorbancia respecto a los otros extractos hasta la concentracién de 75 pg/pozo,
y el cultivo durante una semana en agitacién que lo hizo hasta los 150 pg/pozo. Basados en
estos resultados, se escogieron estas dos condiciones para realizar los cultivos a mayor escala,
ya que, aunque es mas activo el cultivo estacionario por tres semanas, resulta interesante
poder producir extractos activos en menor tiempo y en condiciones de agitacién que son las

mas utilizadas en los cultivos a mayor escala.

La produccién de extracto fue mayor para el cultivo PNM67-A que para el cultivo PNM67-E,
mostrando que por cada 100 mL de cultivo en el primer caso se obtuvieron 35.6 mg mientras
que para el cultivo estacionario se obtuvieron 23.0 mg. En los cultivos con agitacién hay una
mayor oxigenacion, asi como una disponibilidad mas homogénea de nutrientes, lo que
favorece la produccién de biomasa y la masa de extracto obtenida. Sin embargo, la produccién
de biomasa no estd necesariamente correlacionada con la producciéon de compuestos
bioactivos, sino con la producciéon de moléculas de baja polaridad, como se evidencia en los
diagramas de fraccionamiento, los cuales muestran a las fracciones menos polares del extracto
como las que concentran la mayor cantidad de masa en el fraccionamiento. Adicionalmente, en
el capitulo dos se mostrd que las fracciones menos polares no presentaron actividad, la cual
solo se presento en la fraccidn metanodlica de este extracto. Por esta razon, la derreplicacion
(capitulo 3) y los trabajos de aislamiento y elucidacién se centraron en los compuestos
presentes en las fracciones de metanol. De este proceso de aislamiento se lograron aislar

cuatro compuestos (1 a 4), cuya elucidacién se presenta a continuacion.

4.2.1 Elucidacion del compuesto 1

El compuesto 1 se logr6 aislar de los dos cultivos realizados. Del cultivo con agitacién (A) se
obtuvieron 5,8 mg y del cultivo estacionario (E) se obtuvieron 2,5 mg. Su rotacion 6ptica tuvo
un valor de [a]p = 50.0 (c= 0.22, CHCl3). La férmula molecular del compuesto 1 se establecié
como C24H4oN20¢ mediante el espectro de masas obtenido por HR-ESI-MS, el cual mostré un
ion en m/z 453.2993 correspondiente al i6n pseudomolecular [M+H]+ (Calculado para
C24H41N206*, 453.2959) y por el i6n en m/z 475.2805 correspondiente al aducto de sodio
[M+Na]* (calculado para C24HsoN2NaOe¢+, 475.2851).
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En el espectro de RMN-1H (400 MHz, metanol-d; (MeOD), Tabla 4-1, Anexo B) se observaron
sefiales para dos protones olefinicos en 61 6.64 (1H, dd, J = 15.3,8.1 Hz) y 6.02 (1H, d, J = 15.3,
0.7 Hz), caracteristicos de protones olefinicos con una configuracién trans. También mostré
tres sefiales de metinos unidos a heterodtomo en 61 4.44 (1H, m), 4.38 (1H, m) y 4.16 (1H, m).
Se observaron sefiales para tres metilenos diasterotépicos en 61#3.88 (1H, m) y 3.17 (1H, m);
612.39 (1H, m) y 1.53 (1H, m); 61 1.77 (1H, m) y 1.55 (1H, m). Adicionalmente se observan
otros cuatro metilenos homotépicos en 61 2.55 (2H, d,/=6.5), 2.51 (2H, m), 1.39 (2H, m) y 1.36
(2H, m) junto con tres metinos en &1 2.28 (1H, m), 2.23 (1H, m) y 1.80 (1H, m). Finalmente, se
observaron sefiales para cinco metilos 81 1.09 (3H, d, /= 6.5 Hz), 1.03 (3H, d,/ = 6.7), 0.95-1.00
(6H, m) y 0.87 (3H,t,] = 7.4 Hz).

En los espectros de RMN-13C y APT (Attached Proton Test) (100 MHz, metanol-dy, Tabla 4-1,
Anexo C y D, respectivamente) se observan seflales para 23 carbonos que se describiran a
continuacion: Una sefial a campo bajo correspondiente al carbonilo de una cetona en ¢ 213.2
(C), dos carbonilos en §¢c174.5 (C) y 167.2 (C), un doble enlace en ¢ 153.0 (CH) y 121.2 (CH),
tres metinos enlazados a heteroatomo 8¢ 66.9 (CH), 62.5 (CH) y 52.6 (CH), junto con una senal
de metileno unido a heteroatomo en 8¢ 55.9 (CHz). Adicionalmente, se observaron senales para
otros tres metinos en 6c 39.6 (CH), 349 (CH) y 27.4 (CH), junto con seis sefiales mas de
metilenos en 6¢ 50.9 (CHz), 46.5 (CHz), 40.6 (CH2), 38.8 (CH2), 37.5 (CHz), y 30.1 (CHz2). Se
observaron también sefiales para cinco metilos en 6¢ 21.0 (CHs), 19.6 (CHs), 16.9 (CH3), 12.0
(CH3) y 7.8 (CHs). Todos los experimentos monodimensionales para esta molécula fueron

tomados en metanol-d; (MeOD) y cloroformo-d (CDCls).

La asignacion de las sefiales del experimento de RMN-1H a las de los carbonos observados en
RMN-13C se realizd por el analisis del espectro HSQC medido en MeOD (Anexo E). Las
correlaciones observadas en espectros de COSY medido en MeOD (Anexo F) y el espectro
HMBC medido con valores de ] = 7 Hz en MeOD (Anexo G) permitieron formar las
subestructuras que se muestran en la Figura 4-3. Estas subestructuras corresponden a el 4cido
4-metilhex-2-endico (MeHA, por su nombre en inglés); 4-metilprolina (MePro); y el acido 2-

amino-6-hidroxi-4-metil-8-oxodecan6ico (AHMODA, por su nombre en inglés).
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Mediante las correlaciones de los espectros de HMBC (MeOD) tomados con J de 3 Hz; Figura
4.3; Anexo H y su ampliacién, Anexo I) se logré establecer la secuencia de los residuos, como
se presenta a continuacion: La secuencia MeHA - MePro se establecié al observarse la
correlacion del protén sobre el carbono alfa de la MePro (81 4.38) con el carbonilo del residuo
MeHA en 6¢ 167.1. Esta propuesta se confirmé por la correlacion observada entre uno de los
protones diasterotdépicos de sobre la posicion 5 del residuo MePro en §x 3.38 y el carbonilo en

6c 167.1 del residuo MeHA.

Figura 4-3: Subestructuras del compuesto 1 formados por correlaciones en COSY y HMBC.
La numeracion de las subestructuras corresponde a la numeraciéon dada a los residuos en la
tabla 4-1.

A. B.

fa

3

)

. OH O — COSY
2 \ 6 T\
H I ) ¢~ ™\, HMBC (MeOD)

E 3 3

A pesar de que se intentd la deteccion del carbono 1 del residuo AHMODA, de manera directa
por experimentos de RMN-13C, APT, y de manera indirecta por experimentos HMBC a
diferentes valores de J y en solventes como MeOD, CDCl3 y piridina-ds, esta deteccion no fue

posible en nuestras condiciones experimentales.

Sin embargo, su presencia se propone basados en dos evidencias: de un lado, los
desplazamientos de carbono e hidrégeno de la posicion 2 de este residuo en 6u 4.44, que
concuerdan con los desplazamientos para el residuo de AHMODA reportados en otros trabajos
(184,199,200); adicionalmente, la interpretacion del experimento APT mostré que el carbono
en Oc 52.6 corresponde a un metino (CH) y las correlaciones observadas en los experimentos

bidimensionales sélo permiten explicar dos de sus tres enlaces. La ausencia de esta sefial
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puede deberse a fendmenos de equilibrio de formas resonantes del carboxilo, afectadas por el

pH en el que se realizaron las mediciones.

Tabla 4-1:
en metanol-d..

Datos de RMN-1H (400 MHz) y RMN-13C (100 MHz) del compuesto 1 medidos

Residuo Posicion 8¢ en ppm Su en ppm (mult,, J en Hz)
MeHA 1 167.2 (C)
2 121.2 (CH) 6.18 (dd, /= 15.3y 0.7 Hz)
3 153.0 (CH) 6.64 (dd,/=15.3y 8.1 Hz)
4 39.6 (CH) 2.23 (m)
5 30.1 (CHy) 1.39 (m)
6 12.0 (CHs) 0.87 (t,/ = 7.4 Hz)
7 19.6 (CH3) 1.03 (d,/ = 6.7 Hz)
MePro 1 174.5 (C)
2 62.5 (CH) 4.38(dd, ] = 15.3 Hzy 0.7 Hz)
3 38.8 (CH2) 2.39 (m) y 1.53 (m)*
4 34.9 (CH) 2.28 (m)
5 55.9 (CH) 3.88(dd,/=9.6y7.5Hz) y3.17
(m)
6 16.9 (CH3) 1.09 (d,J = 6.5 Hz)
AHMODA 1 ND**
2 52.6 (CH) 4.44 (m)
3 40.6 (CHy) 1.77 (m) y 1.55 (m)*
4 27.4 (CH) 1.80 (m)
5 46.5 (CH,) 1.36 (m)
6 66.9 (CH) 416 (m)
7 50.9 (CH2) 2.55(d,/=6.5)
8 213.2 (C)
9 37.5 (CHy) 2.51 (m)
10 7.8 (CH3) 0.99 (m)*
11 21.0 (CHs) 0.96 (m)*
NH ND** 7.42 (d,] = 7.6 Hz)

* Protones solapados en el espectro de RMN-1H, los desplazamientos fueron determinados por las
correlaciones en los espectros bidimensionales.
** ND = No detectado.
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De otro lado, el espectro de MS/MS (Anexo ]J) mostré un iéon en m/z 453.2993 correspondiente
al i6bn pseudomolecular [M+H]* de férmula C24H4oN20¢, €l cual incluye la presencia del
carboxilo terminal del residuo AHMODA. Adicionalmente, el ion observado en el espectro
MS/MS realizado sobre el ion padre en m/z 453.2993 mostro el fragmento en m/z 222.1434 el
cual corresponde a la pérdida del residuo AHMODA (Tabla 4-2).

Tabla 4-2: Datos de masas para el compuesto 1.
Ion o Error (ppm)

fragmento m/z observada m/z calculada
[M+H]* 453.2993 453.2959 7.5
[M+Na]+ 475.2805 475.2851 9.7
[M+K]* 491.2590 491.2507 16.9
[2ZM+Na]* 927.5740 927.5810 7.5
[M-AHMODA]+ 222.1434 222.1491 25.7

Figura 4-4:  Estructura plana del compuesto 1, algunas correlaciones clave de HMBC y
analisis de fragmentacion por masas; a. Masas observadas; b. Masas calculadas.
[M+H]* 453.2993¢ HO

[M+H]* 453.2959!

o °/ OH
| 222,1434°
222.,1491 0O

En cuanto a la posible configuracion para cada uno de estos residuos, se encontr6 en literatura
que la estructura de las leucinostatinas habia sido determinada mediante la hidrélisis de la
moléculay la evaluacion de cada residuo de forma independiente. Los centros quirales de cada
residuo se determinaron por comparacion de datos de dicroismo circular, IR, rotacién éptica
y difraccion de Rayos-X, con reportes previos y estandares de los residuos conocidos

(184,201-203). De esa manera se determind que en la estructura de las leucinostatinas se
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tienen los residuos: acido (4S,2E)-4-metilhex-2-enoico, cis-4-metil-L-prolina, acido (2S,4S,6S)-
2-amino-6-hidroxi-4-metil-8-oxodecandico, threo-L-B-hidroxileucina, dos a-Aib, dos L-leucina
y B-alanina (202-204). Posteriormente, mediante analisis de cristalografia de rayos-x calculos
de energia conformacional, se determiné la estereoquimica absoluta para la molécula

encontrando que su estructura se pliega formando un a-helice (205).

De esta manera se identific6 al compuesto 1 como un péptido de tres residuos con secuencia
MeHA - MePro - AHMODA, el cual, si bien corresponde a los tres primeros residuos de la
Leucinostatina A, hasta nuestro conocimiento, luego de revisar en bases de datos
especializadas (Scifinder y Antimarin), esta es la primera vez que se aisla como producto

natural. Este compuesto se denomin6 lilacinina A.

4.2.2 Elucidacion del compuesto 2

El compuesto 2 se aisl6 del cultivo estacionario del cual se obtuvieron 5.4 mg. Su rotacién
optica tuvo un valor de [a]p= 10.1 (c= 0.26, CHCI3). La férmula molecular del compuesto 2 se
establecié como C40HssNsO19 mediante el espectro de masas obtenido por HR-ESI-MS, el cual
mostro6 un ién en m/z 780.5194 correspondiente al iéon pseudomolecular [M+H]+ (Calculado
para CsoH70N5010, m/z 780.5198) y por el ién en m/z 802.4979 correspondiente al aducto de
sodio [M+Na]* (calculado para C4HeoNs NaO19,m/z 802.5017).

En el espectro de RMN-1H (CDCl3, 400 MHz, Tabla 4-3, Anexo K) se observaron algunas sefales
similares a las obtenidas para el compuesto 1, ligeramente desplazadas, y varias sefales
nuevas. Se observaron cuatro sefiales caracteristicas de hidrégenos unidos a nitrégeno (NH)
caracteristicos de péptidos en 61 7.95 (1H, brs), 7.89 (1H, d, /= 7.0 Hz), 7.44 (1H, d,] = 6.7 Hz)
y 7.30 (1H, s); dos protones olefinicos en éu 6.85 (1H, dd, /= 15.2y 7.6 Hz) y 6.17 (1H, d, ] =
15.2 Hz), caracteristicos de una configuracién trans de un sistema a,f-insaturado; sefales de
seis metinos unidos a heterodtomos en 614.36 (1H, m), 4.32 (1H, m), 4.30 (1H, m), 4.19 (1H,
m), 4.05 (1H, m) y 3.68 (1H, m). Sefiales correspondientes a cinco metilenos diasterotépicos
en 843.90 (1H, m) y 3.25 (1H, m); 6u2.65 (1H, m) y 2.44 (1H, m); 61 2.53 (1H, m) y 1.55 (1H,
m); 6u1.82 (1H, m) y 1.70 (1H, m); 61 1.59 (1H, m) y 1.27 (1H, m) y sefiales de tres metilenos
homotépicos en 61 2.51 (2H, m), 1.73 (2H, m) y 1.45 (2H, m). Se observa también, la presencia
de otros cuatro metinos en &1 2.38 (1H, m), 2.33 (1H, m), 1.86 (1H, m) y dos senales
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sobrelapadas en 1.71 (2H, m). Finalmente, a campo alto, se observan sefiales correspondientes
a 11 metilos en &1 1.58 (3H, s), 1.54 (3H, s), 1.14 (3H, d, /= 6.4 Hz), 1.06-1.11 (9H, m), 1.00 (3H,
d,/=6.7 Hz), 0.86-0.96 (9H, m) y 0.82 (3H, d, ] = 6.6 Hz).

En los espectros de RMN-13C y APT (100 MHz, CDCl3, Tabla 4-3, Anexo L y M, respectivamente)
se observan sefiales para 39 carbonos, con sefiales similares a las observadas para el
compuesto 1: una sefial correspondiente al carbonilo de la cetona de AHMODA en §:214.3 (C);
seflales para cinco carbonilos en 6¢ 176.4 (C), 173.4 (C), 172.9 (C), 172.3 (C) y 167.2 (C); las
sefales del doble enlace del residuo HeMA en 8¢ 155.5 (CH) y 118.7 (CH). El espectro mostré
ademas sefiales para seis metinos enlazados a heteroatomos en &¢ 77.7 (CH), 65.1 (CH), 63.7
(CH), 58.3 (CH), 55.8 (CH) y 52.4 (CH), junto con una sefial para un metileno unido a
heteroatomo en &8¢ 55.0 (CHz) correspondiente a la posicién cinco de la MePro y un carbono
cuaternario en 6¢ 57.6 (C). Se observaron sefiales para cinco metinos en ¢ 38.6,33.7,31.2, 28.3
y 24.8, junto con siete sefiales mas de metilenos en 6¢48.6, 41.5, 39.1, 38.2, 37.1, 35.6 y 29.0.
También se observaron sefales para 11 metilos, en 6c 25.7, 25.5, 23.3, 21.3, 21.2, 19.9, 19.2,
18.9,16.9,11.8y 7.6.

La asignacion de las sefiales del experimento de RMN-1H a las de los carbonos observados en
RMN-13C se realiz6 por el andlisis del espectro HSQC (Anexo N). Las correlaciones observadas
en espectros COSY (Anexo 0) y los espectros HMBC medidos con valores de /= 5 (Anexo P)
permitieron formar las subestructuras que se muestran en la Figura 4-5. Estas subestructuras
coinciden con los residuos HeMA, MePro y AHMODA, presentes en el compuesto 1, junto con
la B-hidroxileucina (HyLeu, por su nombre en inglés), d&cido a-aminoisobutirico (Aib) y Leucina
(Leu).

La secuencia MeHA - MePro - AHMODA - HyLeu - Aib -Leu para el compuesto 2 (figura 4-5),
se propone con base en las correlaciones en HMBC entre protones sobre el nitréogeno (N-H)
con carbonilos del residuo anterior como sigue: la correlacién del protén N-H de la leucina (&u
7.44) con el carboxilo del residuo Aib (8¢ 176.4); 1a correlacién del protén N-H del AiB (81 7.30)
con el carboxilo del mismo Aib (6c 176.4) y con el carboxilo del residuo HyLeu (6c 172.3); la
correlacion del protén N-H del residuo Hyleu (81 7.89, asignado por COSY) con el carboxilo del
residuo AHMODA (8¢ 173.4). La secuencia propuesta se apoya también en las fragmentaciones
vistas en el espectro de masas (Figura 4-6, Anexo Q), en la que el fragmento observado en m/z

222.1492 corresponde a los residuos MeHA-MePro, fragmentaciéon que también se observé en
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el compuesto 1. Finalmente se observé un fragmento en m/z 649.4232, concordante con el ién

[M-Leu]*, indicando la posicién de un residuo de leucina en el extremo carboxilo terminal.

Figura 4-5:  Subestructuras de los residuos identificados en el compuesto 2, basados en las

correlaciones observadas en los espectros COSY y HMBC.

H N}\@ —  COSY

¢~ "\ HMBC (CDCl,)

.
Tabla 4-3: Asignacion de senales para el compuesto 2.
Residuo Posicion 8cen ppm Suen ppm (mult. Jen
Hz)

MeHA 1 167.2 (C)
2 118.7 (CH) 6.17 (d,J =15.2 Hz)
3 155.5 (CH) 6.85 (dd,/=15.2y 7.6 Hz)
4 38.6 (CH) 2.33 (m)
5 29.0 (CH2) 1.45 (m)
6 11.8 (CH3) 0.90 (m)
7 18.9 (CH3) 1.09 (m)

MePro 1 172.9 (C)
2 63.7 (CH) 4.30 (m)
3 38.2 (CH2) 2.53 (m) y 1.55 (m)
4 33.7 (CH) 2.38 (m)
5 55.0 (CHz) 3.90 (m) y 3.25 (m)
6 16.9 (CH3) 1.14 (d,/ = 6.4 Hz)
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AHMODA 1 173.4 (C)
2 55.8 (CH) 4.05 (m)
3 35.6 (CHz) 1.73 (m)
4 28.3 (CH) 1.86 (m)
5 41.5 (CH2) 1.59 (m) y 1.27 (m).
6 65.1 (CH) 4.19 (m)
7 48.6 (CH2) 2.65 (m) y 2.44 (m)
8 214.3 (Q)
9 37.1 (CHz) 2.51 (m)
10 7.6 (CH3) 1.08 (m)
11 21.2 (CH3) 1.00 (3H,d,J = 6.7 Hz)
NH 7.95 (brs)
HyLeu 1 172.3 (C)
2 58.3 (CH) 4.31 (m)
3 77.7 (CH) 3.68 (m)
4 31.2 (CH) 1.71 (m)
5 19.9 (CHs) 1.07 (m)*
6 19.2 (CHa) 0.82 (d,] = 6.6 Hz)
NH 7.89 (d,/=7.0 Hz)
Aib 1 176.4 (C)
2 57.4 (C)
3 25.7 (CH3) 1.54 (s)
4 25.5 (CH3) 1.58 (s)
NH 7.30 (s)
Leu 1 ND**
2 52.4 (CH) 4.36 (m)
3 39.1 (CHz) 1.82 (m) y 1.70 (m)
4 24.8 (CH) 1.71 (m)
5 21.3 (CH3) 0.87
6 23.3 (CH3) 0.93
NH 7.44 (d,] = 6.7 Hz)
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Las diferencias entre las masas detectadas y las calculadas (Tabla 4-4), muestran en general
una buena concordancia de los datos observados con los calculados. De manera interesante,
en el compuesto 2 se logré la deteccién del carbono 1 del residuo AHMODA asignado a la sefial
en 8¢ 173.4 (C). Sin embargo, el carboxilo terminal del residuo Leu no se logr6 detectar,

posiblemente por el mismo fené6meno de equilibrio de formas resonantes del carboxilo.

Figura 4-6: Estructura plana del compuesto 2, algunas correlaciones clave de HMBC, COSY
y andlisis de fragmentacién por masas; a. Masas observadas; b. Masas calculadas.

222,1492¢ 649,4232° [M+H]* 780,5194°

222,1491 649,4176 [M+H]* 780,5198°

OH
(@)
Tabla 4-4: Datos de masas para el compuesto 2.

Iono m/z m/z Error
fragmento observada calculada (ppm)

[M+H]+ 780.5194  780.5198 0.5

[M+Na]* 802.4979  802.5017 4.7

[M-Leu+H]*  649.4232  649.4176 8.6

La secuencia establecida para el compuesto 2 es la misma reportada para los seis primeros
residuos de la Leucinostatina A (184). Sin embargo, luego de revisar en bases de datos
especializadas (Scifinder y Antimarin), el aislamiento del compuesto 2, no ha sido previamente

descrito en literatura, por lo que el compuesto fue nombrado lilacinina B.
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Resulta interesante observar que la relacién masa carga correspondiente al i6n pseudo
molecular [M+H]+ se encuentra representada en la red molecular (Figura 3-2) como un
espectro consenso con m/z 780.546, perteneciendo a una red no analizada con anterioridad

compuesta por 12 espectros consenso con m/z entre 629.567 y 780.546.

4.2.3 Elucidacion del compuesto 3

El compuesto 3 fue aislado del HPLC preparativo de la fracciéon EF2.5.5 y se obtuvieron 2.2 mg.
Su rotacion 6ptica tuvo un valor de [a]p = + 48.5 (c= 0.11, CHCI3). La formula molecular del
compuesto 3 se establecié como C34Hs5sN409 mediante el espectro de masas obtenido por HR-
ESI-MS, el cual mostr6é un i6n en m/z 667.4366 correspondiente al i6n pseudomolecular
[M+H]* (Calculado para CssHsoN309, m/z 667.4282) y por el i6n en m/z 689.4135
correspondiente al aducto de sodio [M+Na]* (calculado para C3sHsgN4 NaOo* m/z 689.4101).

Tabla 4-5: Iones detectados en el espectro de masas para el compuesto 3.

Ion o fragmento m/z m/z Error

observada calculada (ppm)

[M+H]* 6674366  667.4282 12.6
[M+Na]* 689.4135  689.4101 49
[M+K]* 705.3859  705.3841 2.6
[M-H.0+H]*  649.4195  649.4176 2.9

Este compuesto, a juzgar por su espectro de RMN-1H (CDClz, 400 MHz, Anexo R), se encuentra
en alta pureza. En él, se observaron varias sefiales similares a las obtenidas para el compuesto
2. Se observaron los desplazamientos para 3 hidrégenos unidos a nitrégeno en &u 7.87 (1H,
brs), 7.76 (1H, d, J =8.8 Hz) y 7.29 (1H, s); sefiales de los protones olefinicos en §16.86 (1H, dd,
J=15.1y 7.7 Hz) y 6.11 (1H, d, ] = 15.2 Hz) caracteristicas del residuo MeHA; se observaron
sefales para cuatro metinos unidos a heteroatomos, en 61 4.59 (1H, d, J = 8.7), 4.30 (1H, m),
4.19 (1H, m) y 4.12 (1H, m); sefiales de uno de los protones diasterotépicos de la posicion 5 de
la 4-metilprolina en 6u 3.22 (1H, m); sefiales entre 2.7 y 1.2 ppm que corresponderan a los
metilenos y metinos del resto de la molécula; sefiales de los singletes en 61 1.60 y 1.56

caracteristicos del residuo de Aib. Por dltimo, se observan las sefiales correspondientes a ocho
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metilos en &1 1.13 (3H, d, ] = 6.3 Hz), 1.02-1.08 (9H, m), 1.00 (3H, d, ] = 6.7 Hz), 0.84-0.91 (6H,
m) y 0.80 (3H, d, ] = 6.5 Hz).

Figura 4-7: Estructura plana propuesta para el compuesto 3; a. Masas observadas; b.
Masas calculadas.

[M+H]" 667,4366°
[M+H]" 667,4282

649,4195

I 649,4176°

Sin embargo, la cantidad obtenida del compuesto 3 resulto insuficiente para obtener espectros
de RMN-13C o espectros bidimensionales con la calidad suficiente como para abordar la
elucidacién de su estructura por RMN. A pesar de esto, los datos obtenidos por RMN-1H, MS
(Tabla 4-5) y el andlisis del espectro obtenido de masas MS/MS (Anexo S), permiten detectar
la ausencia del residuo de leucina en comparacién con la estructura del compuesto 2. Estos
datos permiten proponer que la estructura del compuesto 3 tiene la secuencia MeHA - MePro
- AHMODA - HyLeu - AiB, como se muestra en la Figura 4-7, la cual corresponde a los cinco
primeros residuos de la Leucinostatina A. Nuevamente, luego de revisar en bases de datos
especializadas (Scifinder y AntiMarin), el aislamiento del compuesto 3, no ha sido previamente

descrito en literatura, por lo que el compuesto fue nombrado lilacinina C.

4.2.4 Elucidacion del compuesto 4

Al igual que los compuestos anteriores el compuesto 4 se aisl6 del cultivo estacionario (E) y

tras el proceso de aislamiento se obtuvieron 1.8 mg. Este compuesto se encuentra en mezcla
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con el compuesto 1 y 3. sin embargo, al ser este el compuesto mayoritario de la mezcla y
conocer los patrones de fragmentaciéon de los compuestos 1-3, fue posible proponer su

estructura de acuerdo a los datos de espectrometria de masas y su espectro de RMN-1H.
La formula molecular del compuesto 4 se establecié como C30Hs1N30g mediante el espectro de
masas obtenido por HR-ESI-MS, el cual mostré un ién en m/z 582.3884 correspondiente al ion

pseudomolecular [M+H]* (Calculado para C30Hs2N30s, m/z 582.3749).

Tabla 4-6: Datos de masas para el compuesto 4.

Ion o fragmento m/z m/z Error
observada calculada (ppm)
[M+H]+* 582.3884  582.3749 23.2
[M-H:0+H]* 564.3666  564.3649 3.0
[M-HyLeu+H]*  435.2949  435.2859 20.7

En el espectro de RMN-1H (Anexo T) se observaron algunas sefiales similares a las obtenidas
para el compuesto 1: Se observd una sefial para un hidrégeno unido a nitrégeno (NH) en &u
7.52 (1H, d, ] = 6.7 Hz); sefales para dos protones olefinicos en 61 6.82 (1H, dd, J = 15.2y 7.9
Hz) y 6.05 (1H, d, /] = 15.2 Hz); senales para tres metinos unidos a heteroatomo en 6u4.6 (1H,
m), 4.5 (1H, m) y 4.2 (1H, m); senales para los protones diaterotdpicos de un residuo de MePro
en ou 3,70 y 3,15; sefiales entre &u 1.2 y 2.7 de los metinos y de los metilenos homo y
diasterotdpicos de la molécula. Finalmente, entre 61 0.8 y 1.2 se observan metilos que por su

alto sobrelapamiento resultan dificiles de analizar.

En la Tabla 4-6 se presenta el analisis de los iones observados en el espectro de masas en el
cual se logré ver el ion pseudomolecular [M+H]* junto con algunas fragmentaciones, que
incluyen la pérdida de una molécula de agua y la pérdida del fragmento de HyLeu (Anexo U).
De esta manera se propone para el compuesto 4 la estructura que se presenta en la Figura 4-
8, la cual corresponde a la secuencia MeHA - MePro - AHMODA - HyLeu, los cuatro primeros
residuos de la Leucinostatina A, el cual no habia sido previamente reportado en la naturaleza,

por lo que se nombré como lilacinina D.
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Figura 4-8: Estructura plana propuesta para el compuesto 4; a. Masas observadas; b.

Masas calculadas.

[M+H]* 582,3884° Ho_ °

[M+H]* 582,3749'
HN .
H ) \)H
N_ o) 435,29492

435,2859°

553,36667

I 553,3363°

4.2.5 Resultados de actividad antimicrobiana

Se evalud la actividad antimicrobiana de los compuestos aislados a concentraciones entre 50
ug/pozoy 6.2 pg/pozo. Sélo los compuestos 1y 3 fueron activos contra la bacteria B. gladioli
a 50 pg/pozo, lo que corresponde a una concentraciéon de 442 pM para el compuesto 1y 300
UM para el compuesto 3. Si bien son activos a una concentracion (en pg/pozo) ligeramente
menor a la encontrada para el extracto, se puede considerar que tienen una actividad
moderada, ya que para compuestos puros se espera que sean activos a concentraciones mucho
menores respecto al extracto de donde provienen. Estos compuestos podrian ser considerados
precursores de las leucinostatinas. Estas estan constituidas por nueve residuos en una
conformacioén a-hélice, la cual ha sido relacionada con su actividad bioldgica (185,206). Puede
que, al no encontrarse todos los residuos, la conformaciéon que adquieran estos precursores
sea tal que no puedan interactuar de la misma manera que la leucinostatina A y por eso tener

una actividad menor.

De acuerdo al orden de elucién de los compuestos (no se describieron en orden de elucién, ver
Anexo A), a medida que se aumenta el nimero residuos la lipofilicidad es mayor y por lo tanto
también es mayor su retencion en las columnas en fase reversa que fueron utilizadas. Es

posible que los picos no resueltos del cromatograma después del minuto 50 correspondan a
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las leucinostatinas. Sin embargo, luego de algunos intentos no se logré mejorar la resolucion

de los compuestos que eluyeron luego de 50 min.

Vale la pena resaltar que la produccion de leucinostatinas se da en concentraciones menores a
las encontradas para las lilacininas A-D, de acuerdo a la intensidad de los picos observados en
el anexo A, lo cual sugiere que esta cepa de P. lillacinium PNM-67 es un mejor productor de
lilacininas que de las leucinostatinas en términos de concentracién. A pesar de esto, podria
ocurrir que las leucinostatinas producidas, a pesar de su menor concentracién, sean los
compuestos mas activos del extracto. Estas afirmaciones sugieren la importancia de continuar
con el estudio de los compuestos presentes en el extracto aqui fraccionado, lo cual sera

abordado en futuros trabajos del grupo de investigacién.

De otro lado, sélo el compuesto 2 se encuentra representado en la red molecular (Figura 3-2),
haciendo parte de una red independiente compuesta por 12 iones. Estos podrian tratarse de
otros precursores con modificaciones en los primeros residuos que den cuenta de la diversidad

observada en la red de leucinostatinas.

4.3 Conclusiones

En cuanto a las condiciones de cultivo evaluadas, se encontré que el extracto mas activo se
produjo en condiciones de cultivo estacionarias durante tres semanas. El segundo cultivo que

presento buena actividad fue el que se realizé en condiciones de agitacién durante una semana.

Los extractos obtenidos de los cultivos en agitacion tuvieron un buen rendimiento en masa de
extracto, sin embargo, gran parte de esta masa se debe a compuestos de baja polaridad que no

resultaron activos en las pruebas de actividad realizadas anteriormente.

De los dos cultivos fue posible aislar la lilacinina A (compuesto 1), el cual se encontré en mayor
cantidad en el extracto con agitacion (A), 5.9 mg, mientras que en el extracto E se obtuvieron
2.5 mg. Este compuesto presentd actividad a una concentraciéon de 50 pg/pozo contra B.

gladioli.
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Por otro lado, del extracto estacionario (E) fue posible aislar tres metabolitos denominados
lilacininas B, C y D (compuestos 2, 3 y 4. 5.4, 2.2 y 1.8 mg, respectivamente). Entre ellos el
compuesto 3 presento los mismos valores de actividad antimicorbiana contra B. gladioli que

el compuesto 1.

El compuesto 2 aqui aislado concuerdan con uno de los iones detectados en las redes
moleculares. Si bien no se pudo confirmar directamente la presencia de las leucinostatinas que
se habian derreplicado en el capitulo anterior, si se aislaron compuestos precursores de estas
con una actividad modera contra las bacterias patdgenas. Esto se puede considerar como otro
argumento para confirmar la presencia de este tipo de moléculas en la fraccién metandlica de

Purpureocillium lilacinum PNM-67.



5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Se evalud la actividad antimicrobiana contra bacterias patégenas de las fracciones de los
extractos de acetato de etilo 15 cepas de hongos que fueron aislados a partir de muestras
marinas, encontrando que diez de estos organismos son productores de compuestos

antimicrobianos.

Teniendo en consideracion estos resultados, junto con la identificacién de las muestras por
secuenciacién del gen ITS y el andlisis de los perfiles metabdlicos se seleccion6 a la cepa
Purpureocillium lilacinum PNM-67 para realizar los procesos de derreplicaciéon y posterior
estudio quimico. En este punto se hizo evidente la necesidad de la integracién de varios
criterios de seleccion de muestras, ya que de esta manera no sélo se seleccioné una muestra
activa sino también metabdlicamente interesante y promisoria para su aplicacion en el control

de fitopatégenos.

En este estudio se implementaron dos técnicas de derreplicacion, una de ellas, la construccién
de redes moleculares es una técnica recientemente publicada siendo este trabajo una de las
primeras aplicaciones en el pais. Estos analisis permitieron la identificacion tentativa de diez
leucinostatinas, la sansalvamida A, Sphingofungina F y una familia de compuestos tipo

aureobasidinas.

En el estudio quimico del hongo Purpureocillium lilacinum PNM-67 se aislaron e identificaron
cuatro compuestos precursores de la leucinostatina A, para los cuales no se encontraron
reportes en las bases de datos especializadas (Antimarin y Scifinder), denominados lilacininas
A-D. Los compuestos 1 (lilacinina A) y 3 (lilacinina C) presentaron una actividad
antimicrobiana moderada, siendo activos contra la bacteria B. gladioli a una concentracion de

0.25 mg/mL (50 pg/pozo).
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5.2 Recomendaciones

Se recomienda continuar con el estudio quimico del hongo Purpureocillium lilacinum PNM-67,
con el fin de confirmar la presencia de otros compuestos detectados por la derreplicaciéon
realizada y que podrian ser los responsables de la actividad biolégica de la fraccién metandlica
de su extracto, asi como de otros compuestos posiblemente novedosos identificados en los

estudios de derreplicacion aqui realizados.

En cuanto a las lilacininas A-D, se recomienda hacer estudios que permitan proponer la

configuracién absoluta de los residuos de estos compuestos.

En cuanto a su posible uso como controlador de fitopatégenos, se recomienda evaluar el hongo
y su extracto metanolico contra un panel mas amplio de organismos patégenos de plantas.
Teniendo en cuenta los reportes de este hongo como biocontrolador, se pueden tener en
consideracion no sélo otras bacterias patdgenas, sino también hongos, nematodos e insectos

que afecten cultivos de importancia comercial para el pais.

Una vez se hayan determinado los principales responsables de la actividad biologica, se deben
realizar estudios mas profundos de la evaluacion de las condiciones de cultivo con el fin de
encontrar las condiciones mas favorables para la produccién de dicho compuesto, asi como la

eficacia y seguridad de su aplicacién en pruebas en invernadero y en campo.



Anexo: Cromatograma de HPLC
preparativo de la fraccion EF2

. HMATTOX 429 HMAT RS Gignat 1
1200+

La cromatografia se llevd a cabo en un equipo UHPLC Thermo Dionex
descrito anteriormente, en una columna Kromasil C8 (10 x 250 mm, 5 pm)
con un flujo de 2 mL/min en un gradiente de agua (fase A) y metanol (fase B)
descrito a continuacién: inicio con 70% de la fase B; se increment6 en forma
linear hasta 80 % B en 25 min; luego otro incremento hasta 90 % B en 15
min, se mantuvo esta proporciéon por 10 minutos; para luego hacer un
incremento hasta 100 % B en 10 minutos, manteniendo estas condiciones
durante 13 minutos, finalmente se retorné a las condiciones iniciales de 70
% B que se mantuvieron por 5 minutos para estabilizar la columna.
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B. Anexo: RMN-1H del compuesto 1
(MeOD, 400 MHZz).
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RMN-13C del compuesto 1

(MeOD, 100 MHz).

Anexo
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APT del compuesto 1

(MeOD, 100 MHz).

Anexo
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(wdd) 14

HSQC del compuesto 1

Anexo
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Busqueda de compuestos con actividad antimicrobiana a partir de hongos
aislados de ambientes marinos. Fase |

F.

Anexo: COSY del compuesto 1
(MeOD).
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G. Anexo: HMBC del compuesto 1

(CDCIl3, J de 7 Hz).
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H. Anexo: HMBC del compuesto 1
(MeOD, J de 3 Hz).
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I. Anexo: Ampliacion del espectro HMBC
del compuesto 1 (MeOD, J de 3 Hz).
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J. Anexo: Espectro de masas del
compuesto 1.
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RMN-1H del compuesto 2

(CDCls, 400 MHz).

Anexo

K.
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RMN-13C del compuesto 2

(CDCls, 100 MHz).

Anexo
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APT del compuesto 2

(CDCls, 100 MHz).

Anexo

M.
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N. Anexo: HSQC del compuesto 2

(CDCls, 400 MHz).
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0.

Anexo: COSY del compuesto 2
(CDCl3, 400 MHZz).

(wdd) 14

HMA7904 (RMN-A420)

.

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

f2 (ppm)



92

Busqueda de compuestos con actividad antimicrobiana a partir de hongos

aislados de ambientes marinos. Fase |
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Anexo: Espectro de masas del

compuesto 2.
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Busqueda de compuestos con actividad antimicrobiana a partir de hongos
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R.

Anexo: RMN-1H del compuesto 3
(CDCl3, 400 MHz).
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S.Anexo: Espectro de masas del

compuesto 3.
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RMN-1H del compuesto 4

(CDCls, 400 MHz).
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