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1. INTRODUCCION

En este trabajo se realiz6 el estudio metabolémico, quimico y biolégico preliminar
de dos especies de cianobacterias del género Nostoc, una aislada de humedales
en Yalahau, Quintana Roo, y la otra de las orillas del rio Magdalena en los Dinamos
de Contreras. El interés por estas cianobacterias presentes en nichos ecolbgicos
nacionales poco explorados reside en que su diversidad quimica no ha sido
previamente estudiada, por lo tanto, representan una potencial fuente de

metabolitos especializados novedosos.

El desarrollo de este trabajo inici6 con el acondicionamiento de las Nostoc en
medios de cultivo solidos y liquidos, para la posterior preparaciéon de extractos
organicos a partir de su biomasa y sobrenadante del medio liquido. Los extractos
organicos fueron evaluados contra una serie de bacterias del grupo ESKAPE y en

un ensayo biologico de actividad fitotoxica sobre semillas de Arabidopsis thaliana.

De forma paralela, se realizaron estudios de metabolémica no dirigida sobre los
extractos organicos mediante la comparacion de sus perfiles cromatogréaficos vy el
empleo de herramientas computacionales enfocadas al andlisis de datos
espectrométricos, siendo las redes moleculares el principal recurso de estudio.
Cabe sefalar que estas ultimas permiten visualizar la diversidad quimica de las
especies estudiadas, ademas de favorecer la anotacion de metabolitos secundarios,
gue, por su baja abundancia en los extractos, se limita su aislamiento por métodos

cromatograficos convencionales.

Asi, mediante los andlisis metaboloémicos y los ensayos de actividad biologicas se
lograron identificar de forma presuntiva algunos metabolitos especializados
producidos por las Nostoc objeto de estudio, siendo este trabajo pionero sobre este

tipo de cianobacterias de México.



2. ANTECEDENTES

2.1 Metaboldmica
La metaboldmica es una de las principales ciencias “Omicas” cuyo objetivo radica
en estudiar metabolitos de bajo peso molecular (menor a 2 kDa) en un determinado
organismo, a partir de muestras biolégicas como extractos organicos obtenidos de
la biomasa, o incluso del medio de cultivo para aquellos metabolitos de naturaleza

exogenal.

Esta ciencia destaca debido a que ha permitido la anotacién de metabolitos
desconocidos o que no fueron reconocidos previamente en un organismo de
estudio. Adicionalmente, concede la visualizacion de un espacio quimico como

consecuencia de condiciones ambientales sobre el metabolismo?.

Existen dos formas principales de conducir un estudio de metaboldmica: dirigida y
no dirigida. En la primera, se identifica y/o cuantifica una serie limitada de
metabolitos previamente conocidos en una muestra bioldgica. Este enfoque, tiene
como objetivo emplear estdndares de referencia para validar la relacion entre

metabolitos especificos y el contexto fisiolégico o genético de un organismo dado?.

Por otro lado, la metabolémica no dirigida tiene como objetivo explorar la diversidad
de metabolitos presentes en una muestra sin conocimiento previo de la misma, por
lo que no existe una hipotesis a priori acerca del perfil metabolémico. En este caso,
se realiza una identificacién presuntiva de compuestos con base en la comparaciéon

contra bibliotecas de espectros de masas®.

2.1.1 Técnicas analiticas en estudios metabolomicos
La resonancia magnética nuclear (RMN) y la cromatografia de liquidos acoplada
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) son técnicas analiticas de las que
hace uso la metabolémica para cumplir sus objetivos, siendo la dltima la primera
opcion en estos estudios debido su alta sensibilidad y versatilidad en la deteccién
de diversos metabolitos en muestras biol6gicas complejas®. No obstante, existen

limitaciones asociadas a esta técnica instrumental (Tabla 1).



Tabla 1. Ventajas y limitaciones de la LC-MS/MS como técnica analitica en estudios

metabolémicos®.

Ventajas

Limitaciones

Alta sensibilidad a componentes minoritarios
en la muestra.

Tiempo corto de adquisicion de datos.
Requiere cantidad minima de muestra.
Versatilidad en la capacidad de deteccion de
metabolitos.

La preparacion de muestra es sencilla.

Presencia de iones isobaricos o co-eluyentes
complican el analisis de espectros de
fragmentacion.

Variaciones de acuerdo con el tipo de
espectrometro de masas.

Depende en la ionizacién eficiente de
metabolitos.

o Dificultad en la determinacion de falsos
positivos.

° Las anotaciones realizadas dependen de la
disposicién y accesibilidad a bibliotecas
espectrales.

. Limitada capacidad de diferenciacion entre
isdmeros.

Cabe mencionar que la extensién de metabolitos a detectar esta influenciada por la
naturaleza de la muestra.* Por ejemplo, en el estudio de un microorganismo, los
compuestos presentes en una muestra de biomasa pueden estar en trazas o incluso
ausentes en el sobrenadante del medio de cultivo, o viceversa. Por lo que, la

diversidad quimica a observar sera dependiente de la muestra.

De forma breve, la LC promueve la separacién de metabolitos en funcién de su
grado de interaccion con la fase moévil y la fase estacionaria. En segundo lugar, la
MS detecta la relacion masa-carga (m/z) de los metabolitos que se convierten en
especies cargadas al pasar por una fuente de ionizacion. Los iones generados
tienden a fragmentarse o formar aductos por la propia energia adquirida en el paso

de ionizacion.

En el caso de la MS en tdndem, MS/MS o MS", se emplean técnicas de
fragmentacion in situ (en la fuente de ionizacién) o trampas que seleccionan iones
provenientes de la ionizacion inicial de la muestra, con la finalidad de que
experimenten “n” numero de fragmentaciones. Los iones producto brindan
informacion estructural de los metabolitos. Cabe destacar que el grado y tipo de
fragmentacion de una molécula depende de varios factores, entre ellos, el método

de ionizacion, el gas de colisién, la energia de colisién (eV), entre otros®.



La incorporacién de analizadores de masa de sector magnético, como el Orbitrap,
o de Tiempo de Vuelo (TOF), le confiere a la técnica una alta sensibilidad en la
medicion de la relacion m/z. Estas técnicas se denominan de alta resolucion (HR),
ya que permite distinguir dos picos con valores de m/z muy cercanos, con ligeras
diferencias en la tercera o cuarta cifra del orden de magnitud. Por consiguiente, se
facilita la determinacién de la composicion elemental inequivoca de un compuesto,

para su posterior identificacién o anotacion.’

2.1.2 Niveles confianza en identificacién de metabolitos
Como se mencion6 anteriormente, algunos de los problemas de emplear la LC-
MS/MS en la anotacion de metabolitos es la identificacion de falsos positivos, la
capacidad limitada de diferenciar isomeros y la existencia de especies co-eluyentes.
Como respuesta, se han propuesto una serie de criterios para evaluar la confianza
con la que se realiza la identificacion de un compuesto (Tabla 2)*#,

Tabla 2. Niveles de confianza con sus respectivos criterios en la identificacion de
metabolitos.

Nivel de

. Criterio
confianza

5 Valor experimental de m/z con error aceptable (+5 ppm)

Determinacién de formula molecular con error aceptable (x5 ppm)

4

3 Estructura tentativa: coincidencia al comparar m/z (en MS?) con error aceptable (£5 ppm)

5 Identificacion presuntiva: Coincidencia con espectro de fragmentacion (MS/MS) con error
aceptable (x5 ppm)

Identificacién validada: Confirmacién al comparar con un estandar de referencia bajo condiciones
analiticas idénticas

2.2 Herramientas computacionales como apoyo en los estudios de

metabolomica
La LC-MS/MS genera volumenes masivos de datos espectrométricos, lo que
dificulta su manejo de forma manual. Como solucién, han surgido numerosas
herramientas computacionales que facilitan la visualizacion, organizacion, analisis,
interpretacion y anotacion de metabolitos a partir de datos de MS/MS. Estas
herramientas brindan resultados que son complementarios entre si y permiten
desarrollar el analisis integrativo de datos. A continuacién, se describird brevemente

las herramientas empleadas en este proyecto.




2.2.1 Pretratamiento de datos con MZmine
MZmine es un recurso de libre acceso que fue desarrollado en 2005 para el
procesamiento de datos provenientes de LC-MS°®. Con el paso de los afios, este
programa fue redisefiado para manejar datos de HRMS y MS/MS. Su funcién
primordial consiste en detectar los iones (picos) y su resolucién, para luego
alinearlos en conjuntos de miles de muestras. Cabe mencionar que el programa
tiene moédulos para visualizacion de cromatogramas, enfrentamientos entre
muestras, busquedas en bases de datos y andlisis de componentes principales,
entre otras funcionalidades®. Ademas, la plataforma propicia los andlisis integrativos
al permitir la exportacion de resultados a otras plataformas especializadas para
anotacion de metabolitos, como SIRIUS, MetaboAnalyst y Global Natural Products

Social Molecular Networking (GNPS), entre otras?.

2.2.2 Visualizacion de datos a través de redes moleculares
Las redes moleculares (RM) son una herramienta desarrollada desde el 2012 para
la organizacion y visualizacion de datos MS! y MS?. Tras el procesamiento de los
datos, se logran generar esquemas conformados por nodos unidos a través de
vértices. En una red, cada nodo representa el espectro de fragmentacion de un ion
precursor y aquellos nodos con caracteristicas afines se entrelazan para formar

clisteres.

Las RM parten de la hipo6tesis de que moléculas estructuralmente similares van a
exhibir patrones de fragmentacion similares en un analisis de MS/MS. Bajo tal
asercion, las RM emplean el algoritmo MSCluster para ejecutar una comparacion
masiva de espectros MS? que culmina en el agrupamiento de espectros que
guardan similitud y la combinacion de espectros idénticos en un espectro consenso.
El coeficiente cosenoidal es el parametro empleado para definir la similitud de los
espectros y toma en consideracion los siguientes aspectos: ion precursor,

fragmentos del ion e intensidad de los fragmentos?t.

El GNPS es una plataforma en linea que ofrece recursos para realizar RM. Una de
sus ventajas clave es que funciona como un repositorio de multiples bibliotecas

espectrales, lo que permite comparar datos espectrométricos experimentales con
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bases de datos publicas, facilitando asi la identificacion de metabolitos aislados con
anterioridad. Algunas de las bases de datos incluidas en el GNPS son MassBank,
Metlin, mzCloud, ReSpect, NIH y las bibliotecas de la FDA, de Sigmay del NIST14%2.

Adicionalmente, la plataforma proporciona una serie de herramientas cuyos
resultados enriquecen la elaboracién de RM. En primera instancia, Dereplicator+,
propaga la anotacién de metabolitos especializados como péptidos, policétidos,
terpenos, alcaloides y otras clases de productos naturales (PNs) o metabolitos
especializados'®. En segundo lugar, MS2LDA, cuya funcién es determinar
subestructuras o motivos de metabolitos en funcion de fragmentos y pérdidas
neutrales!®. Por uUltimo, MolNetEnhancer, permite la integrar los resultados de las
herramientas anteriores para clasificar los nodos en familias quimicas a través del

algoritmo ClassyFire!!.

2.2.3 Andlisis de datos con MetaboAnalyst
MetaboAnalyst es un servidor en linea implementado desde 2009, destinado al
procesamiento, analisis, visualizacién y anotacion de datos espectrométricos. Este
programa tiene médulos de analisis de variable Unica, quimiométricos, de clustering
jerarquico y de clasificacion supervisada, por lo que lo convierte en una plataforma
muy versatil capaz de realizar andlisis discriminatorios e identificar atributos

distintivos entre varios grupos?®.

A lo largo de los afos, MetaboAnalyst ha pasado por varias actualizaciones; en la
mas reciente (MetaboAnalyst 5.0) se ha implementado flujos de trabajo enfocados
a metabolémica dirigida y no dirigida, la posibilidad de incorporar datos de otras
ciencias como la transcriptdomica'® e incluso definir las potenciales rutas metabdlicas

involucradas en la biosintesis de un metabolito?®.

2.3 La metaboldmica global y los productos naturales
En los dltimos afios, la busqueda de PNs a partir de plantas y microorganismos ha
enfrentado el problema del reaislamento de compuestos previamente
caracterizados al costo de pérdida de recursos y tiempol’. Como solucion, los

enfoques de metaboldmica en conjunto con estrategias computacionales han



posibilitado la inspeccién de los espacios quimicos complejos propios de extractos

organicos sin la necesidad de realizar fraccionamientos y purificaciones*®.

Entonces, mediante la temprana derreplicacion de compuestos en extractos, se
crea un criterio para centrar los esfuerzos en aquellos extractos que potencialmente
presentan compuestos de interés y detener el estudio de extractos poco
prometedores. Este enfoque se complementa con la realizacion de ensayos de
actividad bioldgica'’, lo que brinda otro criterio para seleccionar las muestras cuyo

estudio se debe continuar.

Otras alternativas para combatir el reaislamento de PNs son la exploracion de
ecosistemas o ambientes poco estudiados para el aislamiento de organismos
novedosos, o la activacion de clisteres de genes biosintéticos (BGCs) silenciados
con el proposito de aumentar la diversidad estructural de metabolitos
especializados®®. En el primer caso, la inclusién de la metabolémica facilita la
exploracion pronta de la diversidad quimica de los microorganismos aislados a partir

de estos ecosistemas, y por ende la busqueda de PNs novedosos.

En el segundo caso, se incorporan enfoques genémicos que mediante el uso de
bibliotecas detectan clusteres de genes previamente reconocidos que participan en
la biosintesis de PNs. En conjunto, los microorganismos estudiados se someten a
condiciones de cultivo variadas y a través de técnicas de metabol6mica se escanean
y definen qué parametros favorecen la produccién de PNs con diversidad quimica

inusual?°,

Cabe mencionar que el enfoque anterior es una alternativa para explorar de forma
exhaustiva a microorganismos cuyo potencial biosintético ya es reconocido, porque
mediante la activacion de BGCs silenciados es posible incrementar el nimero de
compuestos producidos, asi como la variabilidad estructural®®. En resumen, la
metabolémica apoya al descubrimiento de nuevos PNs al ser una herramienta para

enfrentar la limitacion del reaislamento de PNs previamente caracterizados.



2.4 Cianobacterias como fuente de obtencién de metabolitos

especializados
A lo largo de su historia, el ser humano ha aprovechado el uso de fuentes naturales
disponibles a su alcance, tales como animales, hongos, plantas y microorganismos,
para conseguir su propio desarrollo y bienestar. Esto, debido a que son capaces de
biosintetizar moléculas de complejidad estructural diversa (PNs o metabolitos
especializados) y que poseen numerosas actividades biolégicas, por ejemplo, con
la capacidad de combatir el cancer y enfermedades infecciosas, entre otras?..

Los microorganismos, en particular las bacterias, son consideradas una fuente
primordial de PNs desde el surgimiento de los antibiéticos en la década de 1940.
Algunas de las moléculas bioactivas descritas incluyen a la nistatina, la
vancomicina, la polimixina E, entre otras. Como se mencion0 en el apartado
anterior, el estudio de colecciones de bacterias conocidas ha conllevado a
redescubrir metabolitos especializados, como consecuencia, la busqueda de
moléculas novedosas ha impulsado el estudio de microorganismos provenientes de

nichos ecoldgicos poco explorados, como ambientes marinos o lacustres??,

Como resultado, otros filos de bacterias adquirieron relevancia como potenciales
fuentes de PNs, entre ellos las cianobacterias. Estas bacterias Gram negativo son
productores primarios ya que realizan fotosintesis oxigénica, contribuyen con la
liberacién de oxigeno a la atmésfera y tiene una gran capacidad para fijar nitrégeno,

por lo que son eslabones clave en ciclos biogeoquimicos de nuestro planeta?s.

Desde un punto de vista biotecnolégico, el interés por las cianobacterias incursiona
en varios ambitos. Por ejemplo, hay cianobacterias empleadas en el tratamiento de
aguas residuales; también son una potencial fuente de biocombustibles; se ha
descrito que en simbiosis con plantas acuéaticas generan biofertilizantes de interés
para el cultivo de arroz; e incluso se ha explorado la utilidad de sus compuestos

bioactivos en el area cosmetoldgica y en la talasoterapia®®.



2.4.1 Metabolitos especializados de cianobacterias con actividades
bioldgicas de interés para el ser humano.
En el &rea biomédica, las cianobacterias destacan como una fuente de moléculas
bioactivas provenientes de biogénesis diversas, tales como péptidos, alcaloides,
terpenoides, polisacéaridos, lipidos, policétidos, entre otras?’. Esta diversidad
guimica ha conllevado a encontrar moléculas que poseen actividades bioldgicas

variadas.

En una revision bibliogréfica realizada en 2019, se encontraron mas de 90 géneros
de cianobacterias que producen compuestos con una gran variedad de potenciales
aplicaciones benéficas para el ser humano (Figura 1). La mayoria de estos géneros
proceden de los 6rdenes Oscillatoriales, Chroococcales, Synechococcales y
Nostocales. La actividad citotdéxica destaca como el principal atributo de los PNs

obtenidos de cianobacterias, seguido por la actividad antimicrobiana?*-26,

Antibacteriana

Antiprotozoaria

Figura 1. Principales actividades biolégicas de metabolitos especializados producidos por
cianobacterias.

Actividad biolégica de
metabolitos especializados
de cianobacterias

Antiinflamatoria

En algunos casos, los PNs de cianobacterias fueron evaluados en estudios clinicos
y contribuyeron al desarrollo de agentes terapéuticos?*. Por ejemplo, la dolastatina
10, producida por la cianobacteria Symploca sp., impulsoé la sintesis de un analogo
gue se usa en el tratamiento del linfoma de Hodgkin?’. Adicionalmente, hay
metabolitos que se usan como suplementos alimenticios, como es el caso del
complejo proteico de ficocianinas provenientes de Spirulina sp, que tiene
propiedades hipoglucemiantes y coadyuvan el tratamiento del sindrome
metabdlico?®; o las bacteriocinas producidas por diversas especies de

cianobacterias que se emplean como probidticos?*. En resumen, existe una amplia
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gama de PNs de distinta naturaleza quimica producidos por cianobacterias de

numerosas especies con potencial uso biotecnolégico (Tabla 3).

Tabla 3. Ejemplos de metabolitos especializados de cianobacterias.

Clase Actividad - -
Compuesto quimica Estructura biolégica Cianobacteria
Lyngbya sp.
. Scytonema sp.
Scitonemina Alcaloide A/:tri]itri?l):r%gt]ctﬁia Nostoc sp.
Calothrix sp.
Rivularia sp.
o}
\O/\)LN (0]
| o N_ ! HNI
ipépti O Nt - . L.
Coibamida A Der::?Lp;Ep;tldo I(O \)OL | NT\OK . 8 N Citotoxica Leptosl)‘/)ngbya
N <N -0 o] '
o Al o * I NH
AN N
R
0
H O
/\)J\N HN
e NH
. . o o]
Tasipeptina | Depsipeptido 0 Oo Citotdxica Symploca sp
A ciclico 00 N '
HN 3 oH
C ;—N
\
Dragonamida | Lipopéptido = | O . o Lyngbya
A alquinoico MNJN N AL A NH2 Antiparasitaria majuscula
o_A_ ! o A_l o
Fischerelina Policétido N X \ Z Z Herbicida Fischerella s
A 7 N x Antifangica P-
OH
o o]
Eucapsitriona Derivado de O‘O’ OH Antibacteriana ELCaDsis S
P antraquinona Q Citotoxica PSIS SP.
OH O OH
o Antiinflamatoria
. . 0 Inhibidor de Leptolyngbya
Honaucina A Ester Cl\/\)\o\v[):o quorum- crossbyana
sensing

2.4.2 Cianotoxinas

Numerosas especies de cianobacterias son productoras de cianotoxinas que

poseen actividad hepatotoxica,

neurotdxica, cardiotoxica, entre otras?S.

La

produccion de cianotoxinas es elevada en ambientes que propician el crecimiento
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exponencial de las cianobacterias, y la acumulacion de estos metabolitos toxicos es
perjudicial para otros organismos presentes en el ecosistema, e incluso para el ser
humano?®. A pesar de lo anterior, estos metabolitos son de interés debido a su
potencial accidon como alguicidas, larvicidas, antivirales o agentes antineoplasicos®°
(Tabla 4).

Tabla 4. Ejemplos de cianotoxinas.

. . _ Actividad . "
Cianotoxina Clase quimica Estructura biolégica Cianobacteria
N\
0
Apratoxina A Depsp_e ptido Citotoxica Ly_ngbya
ciclico majuscula
Antilatoxina Llpodepglpeptldo Citotoxica Lypgbya
ciclico majuscula
Oscillatoria
formosa
Homoanatoxina A Alcaloide Citotoxica Ar_1at_)ae|_na
circinalis
Raphidiopsis
mediterranea
Trichodesmium
erythaeum
Debromoaplysiatoxina Policétido Antiviral
Lyngbya
majuscula
Calothrixina A Indolofenantridina Citotoxica Calothrix sp.

2.4.3 Cianobacterias del género Nostoc
El género de cianobacterias Nostoc perteneciente a la familia Nostocaceae alberga
alrededor de 200 especies conocidas. Su distribucién geografica es amplia y se
encuentran en ambientes marinos, terrestres y de agua dulce, incluso en asociacion

con esponjas o formando liqguenes®L.
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El interés del ser humano hacia este género de cianobacterias data de hace

aproximadamente dos mil afios, en donde civilizaciones orientales como China

consumian Nostoc flagelliforme por sus propiedades nutricionales y valor

simbodlico32.

Actualmente, en China, India, Indonesia, Perlu y Bolivia existen

alimentos que contienen Nostoc, y destacan por su alto contenido en fibra,

proteinas, aminoacidos y carbohidratos. Adicionalmente, algunas especies de

Nostoc son relevantes por producir moléculas bioactivas con potenciales

aplicaciones en varias areas de interés para el ser humano3! (Tabla 5).

Tabla 5. Ejemplos de metabolitos de interés de cianobacterias del género Nostoc.

Compuesto o

Criptoficina 1

Clase Actividad n
grupo de Py Estructura o Especie
quimica bioldgica
compuestos
- . . Nostoc sp.
Carbamidociclofanos Paraciclofanos Citotoxica. CAVN 10
Citotoxica (Aly A2) Nostoc sp.
: ATCC
-~ 53789 (Aly
Nostociclopéptidos Heptapéptido no Inhibidor de A2)
h transportadores de
(A1, A2y M1) ribosomal - -
aniones organicos Nostoc sp
EZ;//l-\J:I;PlB3 y OATP1B1 XSPORK
' (M1)
HO
Nostociclopéptido A1
Compuesto principalmente por secuencias de: Antiviral, contra virus
Nostoflan Polisacarido del herpes = simple Nostoc
(-->4)-D-Glcp-(1-->,-->6,4)-D-Glcp-(1-->,-->4)-D- (VHS-1, VHS-2) y virus | flagelliforme
Galp-(1-->,-->4)-D-Xilp-(1-->,-D-GlcAp-(1-->,-D- | de la influenza A%,
Manp-(1-->)
_O
Cl o Citotoxica, por unién a
o] la tubulina, Nostoc sp.
u : ATCC
Criptoficinas Dep5|pe,pt_|dos HN 22 Antifangica en contra 53789
macrociclicos de levaduras del
O\A . Nostoc sp.
N e género GSV-224
2 Cryptococcus®.
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Glicolipopéptidos

Antifingica contra A.

Hassalidinas e Hz”j(\\\'Kfo N0 °% | fumigatus y  C. | Nostoc spp.
ciclicos o’ w © ° " HNf’//©/ albicans®.
\W\m"‘ﬁuj}("‘fo
OH OHO HO
Hassalidina A
HO
o
Nocuolina A Oxadiazina Citotoxica®*. Nostoc sp.
N

En México, el estudio quimico de cianobacterias Nostoc aisladas de nichos

ecologicos nacionales es incipiente. En tal contexto y con los antecedentes

planteados, este proyecto busca estudiar especies de cianobacterias del género

Nostoc cuya diversidad metabolémica no ha sido explorada, con el objetivo de

identificar moléculas con potencial biolégico para el ser humano.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Explorar la diversidad quimica de los metabolitos producidos por las cianobacterias
Nostoc sphaericum, aislada de humedales en Yalahau, Quintana Roo, y Nostoc sp.,
aislada de las orillas del rio Magdalena en los Dinamos de Contreras, CDMX;
mediante el uso de datos de HRMS-MS/MS y herramientas computacionales para

analisis de los datos espectrométricos.

3.2 Objetivos particulares
Para el cumplimiento del objetivo general se plantearon los siguientes objetivos

particulares:

e Realizar una revision bibliografica en bases de datos especializadas
(SCOPUS, SciFnder, DNP, etc.) sobre los estudios metaboldmicos, quimicos
y biolégicos de especies de Nostoc.

e Acondicionar y cultivar en dos medios de crecimiento (sélido y liquido) las
cianobacterias objeto de estudio.

e Obtener los extractos organicos de las cianobacterias de estudio mediante
técnicas de maceracion y reparto.

e Analizar los extractos organicos por cromatografia de liquidos de ultra
eficiencia acoplada a espectrometria de masas alta resolucion (UPLC-
HRMS-MS/MS).

e Realizar el analisis metabolomico de los extractos mediante derreplicacion
manual, tratamiento de datos espectrométricos con MZmine, elaboracién de
RM con la plataforma GNPS y el uso de la plataforma MetaboAnalyst.

e Evaluar el potencial antimicrobiano de los extractos obtenidos contra
bacterias del grupo ESKAPE (Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
y Enterobacter spp.) mediante un ensayo de microdilucién en placa usando

MTT como agente revelador.
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e Evaluar la potencial actividad fitotoxica de los extractos obtenidos en
Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0 por medio de un bioensayo de inhibicion

de la germinacion de las semillas y/o crecimiento radicular.
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4. HIPOTESIS

El uso conjunto de ensayos de actividad bioldgica y herramientas computacionales
de metaboldémica para el estudio de los extractos organicos de dos cianobacterias
del género Nostoc aisladas en nuestro pais, cuya diversidad metabolémica no ha
sido previamente explorada permitird la identificacion presuntiva de metabolitos

especializados bioactivos con fines de bioprospeccion.
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5. SECCION EXPERIMENTAL

5.1 Acondicionamiento y preparacidn de los extractos orgénicos a partir de
cultivos en medio so6lido de Nostoc sp. y Nostoc sphaericum
El grupo de trabajo del Dr. Eberto Novelo Maldonado del Departamento de Biologia
Comparada de la Facultad de Ciencias de la UNAM, llevé a cabo el aislamiento de
ambas cianobacterias. En el caso de Nostoc sphaericum, se aisl6 en la Reserva
Ecoldgica ElI Edén, en los humedales de Yalahau, Quintana Roo. Por otro lado,
Nostoc sp. es un ejemplar aislado del tejido foliar de un musgo de género

desconocido de las orillas del rio Magdalena en los Dinamos de Contreras, CDMX.

La Nostoc sp. fue inoculada en medio solido BGo y N. sphaericum fue inoculada en
los medios sélidos BG11 1X (nitrato de sodio, 15.00 mg/L; fosfato dipotasico, 0.31
mg/L; sulfato de magnesio, 0.36 mg/L; cloruro de calcio dihidratado, 0.37 mg/L;
carbonato de sodio, 0.02 mg/L, EDTA disédico de magnesio, 0.01 mg/L; &cido
citrico, 0.05 mg/L; y citrato de amonio férrico, 0.06 mg/L) y BGolX (la composicion
es similar a la del medio BG11, la diferencia reside en la falta de nitrato de sodio).
Las placas se mantuvieron a una exposicion de 3000 Ix provista por una lampara

LED durante 5 semanas para Nostoc sp. y 8 semanas para N. sphaericum?3®,

Posteriormente, la biomasa de cada organismo se separé del medio de cultivo
mediante el raspado de la biomasa con una espatula previamente esterilizada y se
liofiliz6 en tres ciclos con una duracion aproximada de 4 h cada uno. A partir de las
biomasas liofilizadas se prepararon los extractos organicos. Para ellos, se realiz
una maceracion empleando 50 mL de una mezcla CHCI3-MeOH (1:1) por 24 h con
agitaciéon constante a 100 rpm en un agitador orbital. Una vez transcurrido el periodo
de maceracion, el extracto se filtr6 para separar la biomasa y el filtrado resultante
se concentro al vacio. Posteriormente se realizaron dos maceraciones consecutivas
de la biomasa separada con 50 mL de una mezcla MeOH-H20 (7:3) para la primera
y 50 mL de MeOH en la segunda, y se siguié el procedimiento anteriormente

descrito hasta obtener extractos secos36:37,
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5.2 Cultivo y preparacion de extractos organicos a partir de cultivos en

medio liqguido de Nostoc sp. y Nostoc sphaericum
A partir de cajas frescas en medio sélido de las cianobacterias, se inocularon
matraces Erlenmeyer con 100 mL de medio liquido BG1: al 1.0 %. Los matraces
permanecieron a una exposicion de 2000-3000 Ix y con agitacién de 50 rpm durante
10 semanas para N. sphaericum y 14 semanas para Nostoc sp. En ambos casos,
el medio de cultivo se separ6 de la biomasa mediante filtracién al vacio, y el filtrado
obtenido se llevé a un pH de 2-3 empleando acido férmico. Luego, se realizé la
extraccién exhaustiva (5 veces) del medio de cultivo mediante un reparto con
AcOEt. Posteriormente, se realizaron tres lavados a la fase organica con una
disolucion al 0.1 % de acido formico y la fase acuosa fue desechada. Finalmente, la

fase organica fue secada con sulfato de sodio anhidro y se concentré al vacio®.

La biomasa obtenida a partir de los cultivos de medio liquido fue tratada cémo se

describié previamente en la seccion 5.1.
5.3 Estudio metabolémico preliminar

Todos los extractos obtenidos se analizaron en un sistema de cromatografia de
liquidos de ultra eficiencia Acquity UPLC (Waters) acoplado a un espectrometro de
masas de alta resolucion. El sistema cromatografico estaba equipado con una
columna BEH Cis (1.7 pum, 130 A, 50 x 2.1 mm) y un detector de arreglo de
fotodiodos (PDA, 4 190-500 nm) . La fase moévil se compuso de mezclas entre (A)
MeCN-acido formico acuoso al 0.1 % o (B) MeOH-acido férmico acuoso al 0.1 %.
En el caso del sistema (A), el método consistio en un gradiente de elucién lineal con
una composicion inicial de 15 % de MeCN hasta 100 % de MeCN en 8 min; luego
se mantuvo isocratico por 1.5 min; y finalmente se efectud un lavado de 0.5 min con
fase 100% organica y se regreso a las condiciones iniciales del método. El método
(B) fue similar al (A), con la diferencia que la fase movil empleada tenia una
composicion de 90 % de MeOH y 10 % de &cido férmico al 0.1 %. En ambos
métodos el flujo fue de 0.3 mL/min y el volumen de inyeccion fue de 3 pL de una

solucion de la muestra a 1.0 mg/mL.
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Los datos de HRESIMS-MS/MS se colectaron en un espectrémetro Q-Exactive Plus
(Thermo) por la técnica de ionizacion de electrospray en los modos positivo [ESI (+)]
y negativo [ESI (-)], y se registraron scans durante todo el analisis en un intervalo
de m/z de 150 a 2000, sequido de la fragmentacién a nivel MS? de los cinco iones
principales del scan de MS?, con cambios aleatorios de éstos Ultimos durante toda
la corrida cromatogréfica. Los parametros de analisis de equipo de masas fueron
los siguientes: voltaje del capilar, +5 V; temperatura del capilar, 300 °C; voltaje del

espray, +3.8 kV; y flujo del gas auxiliar, 30 unidades arbitrarias.

5.3.1 Pretratamiento de datos con MZmine

Los datos espectrométricos de cada extracto en formato .RAW fueron convertidos
al formato .mzXML con la herramienta MSConvert (ProteoWizard) y pretratados con
el programa MZmine 3 version 3.3.01° empleando el siguiente flujo de trabajo:
deteccién de masa en niveles MS! y MS?, construccién de cromatogramas con el
algoritmo ADAP?®3°, resolucién de cromatogramas, deisotoping, alineacion, filtrado
de filas, gap-filling y filtrado de duplicados. Los picos que tuvieran una diferencia
menor al triple de la sefial con respecto al blanco fueron eliminados. Los parametros
de group intensity threshold, min highest intensity y minimum absolute height se
ajustaron en funcion del nivel de ruido seleccionado en el nivel MS*. Adicionalmente,
otros parametros ajustados fueron: minimum group size of scans, m/z tolerance, min
ratio of peak, peak duration ranges, isotopes peaks grouper, m/z tolerance for peak
alignment, weight for m/z y peak-list rows filter.

A partir de la base de datos del Natural Products Atlas (NPA), se cred una base de
datos con compuestos identificados Unicamente en bacterias [6], para comparar con
los datos espectrométricos de las Nostoc. También se realiz6 un proceso de
derreplicacion manual usando el Dictionary of Natural Products (DNP)*°. La lista de
picos en nivel MS?! se exportd a Excel como un archivo.csv y los datos de MS? se

exportaron como un archivo .mgf para su analisis en el GNPS.

5.3.2 Andlisis por redes moleculares clasicas
Los datos espectrométricos de cada extracto en formato .RAW fueron convertidos

al formato .mzML con la herramienta Conversion Drag and Drop implementada en
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la plataforma del GNPS (gnps.ucsd.edu). Los archivos generados se transfirieron al
servidor web del GNPS mediante el uso de un programa de Protocolo de
Transferencia de Archivos (FTP) WinSCP versién 5.21.3. Para la generacién de las
RM se empled el protocolo de trabajo establecido por Aron y colaboradores??,
Brevemente, los parametros empleados para la tolerancia de masa de los iones
precursores y tolerancia de los iones fragmentados MS/MS fueron 0.01 y 0.02 Da,
respectivamente; para la obtencion de los edges de la red se ajust6 el valor de
coseno a un puntaje superior a 0.7 y con un minimo de 5 picos alineados; la
correlacion entre dos nodos se conservo si cada uno de ellos concordaba entre los
10 nodos mas similares entre si. De igual manera, los espectros integrados en la
red fueron comparados respecto a bibliotecas de espectros del GNPS, se fijé el
valor de 5 picos en comun para determinar que existe coincidencia entre dos

espectros.

Como resultado del procesamiento anterior, se obtuvieron archivos con la extension
.cys (cytoscape sesion file) que fueron visualizados y estudiados con programa
Cytoscape v.3.9.1. Adicionalmente, el archivo resultante se analiz6 con las
herramientas Derreplicator+'3 y MS2LDA!4. Finalmente, los archivos de salida
generados de los tres analisis realizados se integraron con la herramienta
MolNetEnhancer. Los procesamientos adicionales también se ejecutaron en la
plataforma del GNPS.

5.3.3 Andlisis por Feature-Based Molecular Networking (FBMN)
Con los datos previamente tratados con MZmine, se exportaron los archivos .csvy
.mgf para realizar una red de tipo Feature-Based Molecular Networking (FBMN) en
la plataforma del GNPS*., En la red se establecieron los mismos parametros,
descritos en la seccién 5.3.2. De igual forma, se hizo uso de las herramientas
MS2LDA y MolNetEnhancer.

5.3.4 Tratamiento de datos con MetaboAnalyst
Los datos espectrométricos de nivel MS?, pretratados con el software MzMine, en
formato .csv se exportaron a la plataforma del MetaboAnalyst 5.0%¢ para realizar
andlisis estadistico de un factor. Se ejecutd un analisis de componentes principales
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(PCA) y se elaboré un mapa de calor seleccionando los 25 picos que sean mas
diferentes en el conjunto de datos analizados. Para ellos, los datos de las muestras
fueron ordenadas en columnas, se seleccioné la normalizacion por suma y el
escalado de datos tipo Pareto. Cabe destacar, que en este caso solo se hizo uso de

los datos espectrométricos obtenidos con el método (A).

5.4 Evaluacién de la actividad antimicrobiana de los extractos de las Nostoc

contra bacterias del grupo ESKAPE
Los extractos obtenidos se evaluaron empleando el método de microdilucién en
placas de 96 pozos con MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio] como agente revelador, contra una serie de bacterias Gram positivo
[Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), S.
aureus (ATCC 25923) y S. aureus resistente a meticilina (SARM) (ATCC 43300)] y
Gram negativo [Acinetobacter baumannii (ATCC 17978), A. baumannii cepa 564
(resistente a antibidticos). Klebsiella aerogenes (ATCC 13048), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 700603) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)]. Para
realizar la evaluacion, las bacterias se cultivaron en caldo Mueller-Hinton (CMH),
con excepcion de las cepas de A. baumannii que fueron cultivadas en caldo Luria-
Bertani (LB). Enseguida los cultivos se incubaron a 37 °C durante 24 h previas a
realizar el ensayo. Al término de este periodo, se prepararon suspensiones de las
bacterias en 10 mL de H20 hasta ajustar la turbidez visualmente con la ayuda de
una solucién referencia de BaClz al 1 % equivalente a 0.5 en la escala de McFarland.
Como controles positivos se realizaron curvas de diluciones seriadas por duplicado
de los siguientes antibioticos: ampicilina (S. aureus), gentamicina (bacterias Gram
negativo) y vancomicina (E. faecalis y SARM)#?. Para cada control, se prepararon
disoluciones a una concentracion tal que la CMI se encontrara en los pozos
intermedios de la curva. Adicionalmente, se incluyeron pozos de control de
crecimiento (Unicamente contenian medio de cultivo y la cepa bacteriana a evaluar),
control de DMSO al 2 % y control de esterilidad. En el caso de los extractos, se
prepararon disoluciones stock a 10 mg/mL de DMSO, a partir de estas se obtuvieron
dos disoluciones (1 mg/mL y 0.1 mg/mL) que se evaluaron por duplicado. Asi, cada
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pozo de prueba contenia 50 pL de extracto, 100 pL del medio de cultivo

correspondiente y 100 pL de suspension de microorganismos.

Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h para su posterior revelado con una
disolucion de MTT (5 mg/mL en MeOH): se agregaron 10 pL a cada pozo y las
placas nuevamente se incubaron a 37 °C por 30 min. Finalmente, se determiné
visualmente a las dos concentraciones de prueba si el extracto organico mostraba
inhibicion de la viabilidad celular o no , esto mediante el cambio de coloracion en el

pozo (amarillo a morado) debido a la reduccion del MTT a formazan.

5.5 Evaluacion de la actividad fitotoxica
Se realiz6 un ensayo de inhibicién de la germinacién de la semilla y/o el crecimiento
de la raiz de A. thaliana por parte de los extractos, en cajas de Petri de 5 cm de
diametro con medio sélido Gamborg estéril (7 mL). Los extractos se disolvieron en
DMSO vy se probaron a dos concentraciones: 200 y 20 ug/mL. La dilucion de los
extractos en las placas se realiz6 previo a la solidifacion del medio Gamborg. Como

control positivo se emple6 el PN tricolorina A a 9.8 uM.

En el ensayo se emplearon semillas de A. thaliana desinfectadas con 1 mL de
hipoclorito de sodio al 20 % (v/v) y tratadas con 1 pL de Tween 20 estéril (0.1 %,
v/v), con agitacion de 20 min provista por un agitador eléctrico. Luego se realizaron
5 lavados sucesivos con agua estéril con periodos de agitacion de 30 s y un periodo
de centrifugacion de 2 s entre cada lavado. Al término de este proceso de

desinfeccidén, las semillas se dejaron suspendidas en agua estéril.

Posteriormente, con una micropipeta de 1 mL, se colocaron 5 semillas en linea en
la parte superior de cada placa, con una separaciéon de al menos 0.5 cm entre ellas.
En cada caja se dejo secar el exceso de agua y se sellaron con cinta Micropore. Las
placas se transfirieron a una camara con temperatura de 22 °C y se incubaron
verticalmente con fotoperiodos luz/oscuridad de 16/8 h por 7 dias. Finalmente, al
término de la incubacién, se tomaron fotografias de las placas y con ayuda del
software ImageJ se hicieron las mediciones correspondientes para establecer la

actividad fitotoxica.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

En la primera seccion se abordara acerca del acondicionamiento en medios de
cultivo de las dos especies de Nostoc estudiadas, asi como de la preparacion de los
extractos organicos. Luego, se mostraran los resultados de la evaluaciones
antimicrobiana y fitotoxica. Finalmente, se detallaran los resultados derivados del
tratamiento de los datos espectrométricos con herramientas computacionales

dirigidas a estudios de metabolémica.

6.1 Acondicionamiento de las especies de Nostoc y obtencidn de extractos

organicos
El aislamiento y acondicionamiento de las Nostoc spp. en placas con medio sélido
BG11 y BGo (Figura 2) fue realizada en el grupo de trabajo del Dr. Eberto Novelo
Maldonado de la Facultad de Ciencias de la UNAM. Los extractos organicos se
prepararon a partir de la biomasa recolectada de los medios sélidos y las cantidades
obtenidas se muestran en la Tabla 6. También a partir de estas cajas se prepararon
cultivos en medio liquido BGi1 (Figura 2), y se obtuvieron sus correspondientes
extractos a partir del sobrenadante y de la biomasa, cuyos rendimientos se

muestran en la Tabla 7.

Figura 2. Cultivos en medio so6lido y liquido BG11 de Nostoc sp. (A) y N. sphaericum (B).
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En los cultivos de N. sphaericum en medio liquido se observdé que algunas

cianobacterias adquirieron una tonalidad amarillenta a partir de la quinta semana de

crecimiento, (Figura 2B), mientras que la mayoria de los cultivos permanecieron

con el color verde similar al observado en el cultivo en medio sélido. Este cambio

de apariencia se puede atribuir a un agotamiento de nutrimentos, como la

disminucién de nitrégeno o bien, a una sobreexposicion a la luz*3.

Tabla 6. Resumen de los extractos organicos de las Nostoc preparados a partir de los
medios sélidos BGo y BG11

. Clave del Biomasa liofilizada | Cantidad
Extracto Especie

extracto (mg) (mg)
Nostoc sp. * EBMS1 298.4 26.8
CHC('i'_'l/')eOH N. sphaericum * EBMS2 78.1 4.1
' N. sphaericum ** EBMS3 105.3 3.7
Nostoc sp. * EBMS4 2984 154
Me%'f'ég"zo N. sphaericum * EBMS5 78.1 6.9
' N. sphaericum ** EBMS6 105.3 12.0
Nostoc sp. * EBMS7 298.4 3.1
MeOH N. sphaericum * EBMSS8 78.1 0.5
N. sphaericum ** EBMS9 105.3 14

NOTA: * Medio BGo; ** Medio BG11; EBMS = Extracto de biomasa de medio sélido

Tabla 7. Resumen de los extractos organicos de las Nostoc preparados a partir de los
cultivos en medios liquido BG11

Biomasa .
Extracto Especie Clagz ezl liofilizada (mg) o et
extracto - (mg)
volumen de medio
Medio BGu Blanco 0.1L 4.8
Nostoc sp. EML1 21L 62.7
ACOEt N. sphaericum * EML2 09L 25.8
N. sphaericum ** EML3 15L 40.6
Nostoc sp. EBML1 338.2 24.6
CHC('i'_'l")eOH N. sphaericum * EBML2 110.4 14.7
' N. sphaericum ** EBML3 327.3 39.2
Nostoc sp. EBML4 338.2 12.5
Me??'_*;zo N. sphaericum * EBML5 110.4 14.3
' N. sphaericum ** EBML6 327.3 44.0
Nostoc sp. EBML7 338.2 4.5
MeOH N. sphaericum * EBMLS 110.4 5.6
N. sphaericum ** EBML9 327.3 8.2
NOTA: * Color amarillo; ** Color verde; EML: Extracto del medio liquido; EBML: Extracto de
la biomasa del medio liquido

De forma general, al comparar los rendimientos de los extractos de biomasa de

medio solido (EBMSs) (Figura 3) se aprecia que los rendimientos de Nostoc sp.
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fueron superiores en los extractos de CHCIs-MeOH (1:1) y MeOH, mientras que el

rendimiento de N. sphaericum sobresalio en los extractos de MeOH:H20 (7:3).

En el caso particular de N. sphaericum, se observaron mayores rendimientos en
extractos cuya biomasa provenian de cultivos en medio BGi1, a excepciéon de los
extractos preparados con CHCI3-MeOH (1:1). Esto se debe a la diferencia entre
BGi11 y BGo que radica en la concentracion de nitrodgeno, siendo el medio BGo
reducido en dicho macronutriente. Previamente se ha descrito en especies como
Nostoc linckia, que de 1.5 g/L a 3.0 g/L de nitrégeno se obtienen mayores
cantidades de biomasa y se favorece la produccién de pigmentos necesarios para
el desarrollo de las cianobacterias, a diferencia de medios con menores

concentraciones de nitrégeno4.
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Figura 3. Rendimientos de los EBMSs de las Nostoc
Por otro lado, en la comparacién de los rendimientos de los extractos del medio
liquido (EMLS) y de la biomasa del medio liquido (EBMLS) (Figura 4) se determiné
gue los EBMLs de N. sphaericum tuvieron mayores rendimientos respecto a los de
Nostoc sp. En cambio, ésta Ultima destaco por tener un rendimiento superior en su
EML. Los rendimientos mas elevados se presentaron con el uso de las mezclas de
CHCI3-MeOH (1:1) y MeOH-H20 (7:3).
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Figura 4. Rendimientos de los EMLs y EBMLs de las Nostoc
Adicionalmente, en ambas especies de Nostoc, los extractos obtenidos a partir de
la biomasa tienen mayores rendimientos respecto a los EMLSs, por lo que se puede
inferir que la mayor parte de metabolitos producidos se concentran en la biomasa y

no son expulsados al medio.

Lo anterior, se confirma mediante la comparacién de los perfiles cromatogréficos de
los EMLs con el perfil de medio BG11 (Figura 5). Como se observa, las muestras
comparten varios picos en comun con el control de medio de cultivo, por lo que,
para este caso, la busqueda de metabolitos especializados a partir del medio de

cultivo resulté una estrategia poco eficaz.
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Figura 5. Comparacion de los perfiles cromatograficos de la corriente total de iones (TIC)
en modo positivo de los EMLs respecto al medio BG11

En la comparacién de perfiles cromatograficos de las N. sphaericum de apariencia

amarrilla y verde (Figura 6), a priori se observa que los EBMLs y los EMLs
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presentan comportamientos similares con diferencias en la intensidad de algunos
iones. No obstante, en cada par de extractos existe una menor proporcion de iones
gue no se comparten entre EBMLs de una misma naturaleza, esto se discutira en

secciones posteriores.

Extractos de AcOEt a partir del medio BG,, Extractos de CHCI, : MeOH (1:1) a partir de la biomasa
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Figura 6. Comparacion de perfiles cromatograficos de la TIC en modo positivo entre
EBMLs y EMLs de N. sphaericum de apariencia amarilla y verde

De forma analoga, se realizé una comparacion de los perfiles de N. sphaericum en
los medios BGo y BGu1 (Figura 7), en donde se muestra que varios de los picos
mayoritarios coinciden entre los tratamientos comparados, con diferencias en la
intensidad base del pico. Sin embargo, en los extractos de medio BGo se observan
picos que no estan presentes en los extractos de medio BG11 0 cuya intensidad es

muy baja respecto a su contraparte.

Lo anterior, se atribuye a la falta del nitrégeno en el medio BGo, lo que representa
un factor de estrés para la cianobacteria, cuya consecuencia es una alteracién en
las vias metabdlicas. Para algunas cianobacterias se ha observado que en menores
concentraciones de nitrégeno ocurre un aumento en la producciéon de fenoles,

flavonoides y taninos*4.
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Extractos de CHCI; : MeOH (1:1) Extractos de MeOH : H,0 (7:3) a partir de la biomasa
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Figura 7. Comparacion de perfiles cromatograficos en modo positivo entre EBMSs de N.
sphaericum

6.2 Evaluacion de actividad antibacteriana de los extractos organicos

Se evaluaron 20 del total de extractos organicos preparados sobre una bateria de
bacterias del grupo ESKAPE, de los cuales cuatro presentaron actividad parcial
contra S. aureus (ATCC 6538) y E. faecalis (ATCC 29212) (Tabla 8). Los extractos
EBMS1 y EBMS4 (Nostoc sp.) y EBMS3 y EBMS5 (N. sphaericum) mostraron
actividad, siendo EBMS4 parcialmente activo contra ambas bacterias. Cabe
mencionar, que dichos extractos comparten la caracteristica de ser extractos de
biomasa de medio solido (EBMSs), pero de naturalezas distintas; CHCIl3-MeOH
(1:1) (EBMS1 y EBMS3) y MeOH-H-0 (7:3) (EBMS4 y EBMSS5).

Adicionalmente, la mayoria de los extractos activos provienen de cultivos en medio
BGo, lo que sugiere que la baja concentracion de nitrégeno podria ser un factor
relacionado con la presencia de metabolitos con actividad antibacteriana®*, a su vez
esto podria explicar la ausencia de actividad en los EBMLs y EMLSs ya que provienen
de medio BGua.

Los extractos organicos evaluados no mostraron actividad antibacteriana sobre
SARM ni contra el grupo de bacterias Gram negativo (K. aerogenes, K. pneumoniae,

P. aeruginosa y A. baumannii).
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Tabla 8. Resumen de los resultados de la evaluacion de extractos organicos contra
bacterias del grupo ESKAPE.

S. aureus E. faecalis
Extracto (ATCC 6538) ATCC 29212
EBMSL
EBMS3
EBMS4
EBMS5
CMI (M) @ 8.94 131

Control positivo Ampicilina Vancomicina
; Inhibicion total a 20 pg/mL y a 200 pug/mL
Inhibicion parcial a 20 ug/mL y total a 200 pg/mL
Inhibicion total Gnicamente a 200 pg/mL

Inhibicion parcial a 20 ug/mL y a 200 pg/mL

Inhibicion parcial Unicamente a 200 pg/mL
Sin actividad

2 Valor determinado experimentalmente

6.3 Evaluacion de actividad fitotéxica de los extractos organicos
La determinacion de la actividad fitotoxica sobre A. thaliana se realizé con 18 del
total de extractos organicos preparados a las concentraciones de 200 pug/mL y 20
ug/mL. A partir de las mediciones de la longitud radicular se realizé un analisis de
varianza (ANOVA) en conjunto con una prueba Dunnett para generar un intervalo
de confianza y asi comparar las medias de los tratamientos respecto a la del control
negativo (DMSO 0.4 %).

En el caso EMLs (Figura 8) se observa que los extractos de N. sphaericum (EML2
y 3) disminuyeron significativamente el crecimiento radicular de las semillas a 200
ug/mL. Sin embargo, en el control de medio también ocurrié una disminucion
significativa de la longitud radicular, por lo que, se puede atribuir que hay

componentes del medio BG11 involucrados en la inhibicion del crecimiento de la raiz.

Este medio se constituye principalmente de sales, tales como nitrato de sodio,
carbonato de sodio, cloruro de calcio, entre otras; las cuales posiblemente
aumenten el nivel de salinidad tal que se induce un estrés osmatico en las semillas
de A. thaliana y como consecuencia ocurre una alteracion en el desarrollo de la

planta®,
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Figura 8. Promedio de longitud radicular de las semillas tratadas con los EMLs a 200
ug/mL y 20 pug/mL, y con el blanco de medio BGi1 a 157.1 pg/mL (* denota diferencia
significativa respecto al control negativo)

En el caso de los EBMS (Figura 9), nuevamente los extractos provenientes de N.
sphaericum mostraron una inhibicién significativa del crecimiento. Tanto los
extractos originados de cultivos en medio BGo (EBMS2 y EBMS5) como los
provenientes de medio BG11 (EBMS3 y EBMS6) fueron activos a 200 pg/mL , siendo

EBMS3 el Unico cuya inhibicion también se observé a 20 pug/mL .
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Figura 9. Promedio de longitud radicular de las semillas tratadas con los EBMSs a 200
ug/mL y 20 pg/mL (* denota diferencia significativa respecto al control negativo)

Finalmente, en los EBMLs (Figura 10) se repitié el hecho de que no hubo inhibicién
por parte de extractos de Nostoc sp; Los EBMLs de CHCI3-MeOH (1:1) fueron los
mas activos, como es el caso de EBML2 y 3, siendo ambos activos a las dos
concentraciones de prueba. Se observo que para cada par de EBMLs de una misma
naturaleza hubo inhibicién significativa, a excepcién del par de EBMLs preparados
con MeOH-H20 (7:3), en donde EBML5 no mostro inhibicion. Como se menciono

anteriormente, los EBMLs de una misma naturaleza, que difieren en su origen ya
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sea de N. sphaericum amarilla o verde, poseen perfiles cromatograficos similares lo

gue explica que compartan la actividad fitotoxica observada.
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Figura 10. Promedio de longitud radicular de las semillas tratadas con los EBMLs a 200
ug/mL y 20 ug/mL; EBMLS8 se evalu6 Unicamente a 185.7 ug/mL (* denota diferencia
significativa respecto al control negativo)

Los extractos que mostraron la mayor inhibicibn de crecimiento a ambas
concentraciones evaluadas se resumen en la Tabla 9. Cabe resaltar que estos
extractos provienen exclusivamente de N. sphaericum. Adicionalmente, en la
Figura 11 se muestra una comparacion de EBML3 y EBMS3 respecto al control

negativo.

Tabla 9. Resumen de los resultados de los extractos mas activos en la evaluacion

fitotoxica
200 pg/mL 20 pg/mL
DO xeDBImM | eimionto radicuter | ZEPEIMM | ol e radicuta
EBMS3 (6.23 +1.13) 49.91 (7.84 + 2.20) 36.93
EBMS6 (6.22 + 0.43) 49.97 (11.27 + 4.94) 9.38
EBML2 (4.80 £ 1.39) 61.45 (10.48 £ 1.24) 15.70
EBML3 (2.81+1.18) 77.45 (7.93 + 0.80) 36.25
EBML9 (5.49 £ 0.84) 55.84 (10.66 + 0.68) 14.30
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DMSO (0.4 %) EBMS3 200 ug/mL EBMS3 20 ug/mL

Figura 11. Inhibicién del crecimiento radicular en semillas de A. thaliana por efecto de los
extractos EBML3 y EBMS3 a 200 y 20 pg/mL

6.4 Analisis quimiométricos de extractos organicos de las Nostoc

6.4.1. Analisis de componentes principales de los extractos organicos
Para el estudio de la similitud de metabolitos presentes entre los extractos, se
decidio realizar un analisis de componentes principales (PCA) donde la naturaleza
de los extractos fue la principal variable (Figura 12). EI PCA se ejecuté en la
plataforma MetaboAnalyst 5.0 con un listado de 4410 iones presentes en los
extractos tras realizar la eliminacién de iones pertenecientes a blancos de disolvente
y medio BGi1. Se seleccionaron los componentes PC2 (14.3 %) y PC3 (11.5 %), por
lo que, la naturaleza de los extractos abarca el 25.8 % de la variabilidad presente
entre los extractos, ademas estos componentes facilitaron la visualizacién y

comparacion de los extractos organicos.
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Figura 12. Comparacion de las naturalezas de los extractos organicos de las Nostoc
determinado por PCA.

De manera general, se observan tres agrupaciones de puntos cercanas entre si y
existe una cuarta agrupacion separada de las demas. La entidad ajena corresponde
a los EMLs (puntos amarillos), cuya diferencia frente a los otros grupos se atribuye
a que estos extractos no provienen de la biomasa, sino del medio de cultivo, y por
lo tanto correspondan a una minima cantidad de metabolitos excretados que no se

encuentran en la biomasa.

Por otro lado, las tres entidades en cercania comparten las caracteristicas de ser
extractos originados de la biomasa y el empleo de MeOH en su preparacion. Debido
a esto, se observa que la interseccion entre los extractos de CHCIl3-MeOH (1:1)
(puntos verdes) y los de MeOH-H20 (7:3) (puntos azules) corresponde a extractos
preparados Unicamente con MeOH (puntos rojos). Entonces, se infiere que en los
extractos de biomasa hay metabolitos en comun, posiblemente de polaridades
similares por su afinidad hacia el MeOH. Aunado a lo anterior, la cercania entre los
grupos también se explica por el hecho de que los extractos se prepararon de forma

sucesiva.

Por ultimo, en los grupos de CHCI3-MeOH (1:1) y H20-MeOH (7:3) hay extractos
mas alejados de la interseccion y esto se asocia, en el primer grupo, a extractos que

presentan mayor cantidad de metabolitos de menor polaridad respecto a los
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extractos de la interseccion. Por el contrario, el segundo grupo lo conforman
extractos donde predominan metabolitos de mayor polaridad en comparacion de

aquellos presentes en la interseccion.

6.4.2. Mapas de calor de los extractos organicos de las Nostoc
A partir de la matriz de 4410 iones también se elaboré un mapa de correlacion entre
todos los extractos preparados (Figura 13), lo que permite definir la similitud entre
extractos que comparten caracteristicas. Para empezar, se confirma la similitud de
los EBMLs de N. sphaericum color amarillo (EBMLZ2, 5y 8) con sus equivalentes de

N. sphaericum color verde (EBML3, 6y 9, respectivamente).

De la misma forma, se observa una elevada correlacion entre los EBMSs de N.
sphaericum en medio BGo (EBMS 2, 5y 8) con sus equivalentes de N. sphaericum
en medio BG11 (EBMS 3, 6 y 9, respectivamente), por lo que hay numerosos iones
en comun entre cada dupla de extractos correlacionadas. En el caso de los EMLs,
se aprecia que los 3 EMLs comparten iones entre ellos, siendo la mayor correlacion
entre los EMLs de N. sphaericum color amarillo y verde (EML2 y 3,

respectivamente).

Mayor
. EML1 |co"elac16n
EML2
EML3
. EBMS1
EaMs2 Menor
correlacion
EBMS3
. EBML2
BN eowa
. EBML1
. EBMS7

i} . EBMSS
. EBMS9

. EBMLS
EBMLS
EBMLY
EBMS4
EBMSS
EBMS6

. EBMLS

.EBMLS

.EBML‘
SR EEBBBBEBEREBESEEREEE
£ £ £ 2 2 0 0 @ O O O O @ 0D 0O 0D 0 0D 0D O O
ERCEESEEERBERERREREEE
4 8855528885656 K

nnnnnnn

Figura 13. Mapa de correlacién de los extractos organicos de las Nostoc, en cuadros
amarillos se resaltan las correlaciones mas elevadas.
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De manera similar se realizé un mapa de calor que resalta los 25 iones mas
diferentes entre el conjunto de muestras que conforman la matriz. Se aprecia que la
mayoria de estos iones se encuentran en EMLs (Figura 14A), y corrobora lo
mostrado anteriormente en el PCA: los EMLs presentaban caracteristicas ajenas
respecto a los EBMSs y EBMLs. Luego, se realiz6 un segundo mapa de calor
Unicamente con extractos provenientes de biomasa (Figura 14B). En este caso, se
observé que los iones mas diferentes precedian de extractos de MeOH, con la
excepcion de dos iones (249.1505 y 223.1348), cuya presencia mayoritaria fue en
los extractos de CHCIl3-MeOH (1:1).
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Figura 14. Mapa de calor comparando la presencia (basada en la intensidad del ion) de
los 25 iones mas diferentes en el total de extractos (A) y en extractos provenientes
exclusivamente de biomasa (B).

Cabe destacar que al realizar una busqueda en la base de datos del Dictionary of
Natural Products (DNP) algunos de los iones mostrados tuvieron coincidencias con
metabolitos de bacterias. No obstante, no se dispone de la evidencia suficiente para

efectuar una identidad presuntiva de dichos iones.
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6.5 Andlisis por redes moleculares.

6.5.1 Red molecular global de las Nostoc estudiadas
Con el proposito de explorar la diversidad en los metabolitos producidos por las
Nostoc, se elabor6é una RM global que incluyé todos los extractos agrupados de
acuerdo con la especie (Figura 15). Como resultado, se obtuvo una RM conformada
por 4,572 nodos, de los cuales, 2,286 (50.0 %) estan distribuidos en 401
agrupaciones de al menos dos nodos y el otro 50.0 % se presenta de forma aislada

debido a que no muestran correlacion mas que con ellos mismos.

El uso de la herramienta MolNetEnhancer permitio identificar diversas
clasificaciones quimicas presentes en la RM, siendo la mas abundante los lipidos y
moléculas similares a lipidos (34.52 %), seguido de compuestos organicos
oxigenados (27.19 %) y de fenilpropanoides y policétidos (16.43 %) (Figura 16). Las
agrupaciones con mayor numero de nodos presentan la clasificacion de
diterpenoides, glicerofosfolipidos, aminas y carbohidratos y conjugados de
carbohidratos. Sin embargo, hay 3671 nodos (80.29 %) que no fueron englobados

dentro de una familia quimica.
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Figura 16. Clasificacion en familias quimicas de clisteres de la RM dada por
MolNetEnhancer

Adicionalmente, esta RM permitié identificar que 1971 nodos (43.11 %) provienen
exclusivamente de extractos de N. sphaericum y 626 nodos (13.69 %) se
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encuentran Unicamente en extractos de Nostoc sp; mientras que 1975 nodos (43.20
%) estan presentes en extractos provenientes de ambas especies. El valor elevado
de esta interseccion se atribuye a que ambas cianobacterias pertenecen al mismo
género (Figura 17). Por otra parte, se observa que el empleo de dos sistemas de
elucién diferentes en los analisis cromatograficos amplié la visualizacién de la
diversidad quimica de los extractos, ya que en con el método B se observan nodos

gue no estan presentes en el método A (Figura 17).

16.40 % . 43.20%

-—13.69 %
A; H0:ACN; 85:15-0:100 Nostoc sphaericum
B, H,0:MeOH, 10:90-0-100 Nostoc sp.
Total de nodos: 4572 Compartido Total de nodos: 4572 || compartido

Figura 17. Distribucion de los nodos de la RM global en funcién del sistema de elucion
empleado (izquierda) y de la especie de cianobacteria (derecha).

Por otra parte, la plataforma del GNPS realiz6 anotaciones en la RM global (Tabla
10), destacandose sacaridos como glucosa-6-fosfato, manosa-6-fosfato y sacarosa;
acidos grasos como los &cidos oleico y elaidico; un dipéptido constituido por

residuos isoleucina y prolina; nucleétidos como 5-AMP y 5°-UMP; y el nucleésido

adenosina.
Tabla 10. Anotaciones automaticas por el GNPS de la RM global
p Masa
Compuesto i ] Aducto FETTTE exacta Sl Especie Método
precursor molecular walle (ppm)
- - i N.
Acido xanturénico 204.029 [M-H] C10HsNO4 204.0291 -0.7 sphaericum Ambos
lle-Pro 229.155 [M+H]* Ci11H21N,03 228.1474 +1.4 N. Ambos
sphaericum
Glucosa-6-fosfato 259.022 [M-HT CsH1204P 260.0297 -1.7 N. B
sphaericum
Manosa-6-fosfato 259.023 [M-H] CsH12,04P 260.0297 +2.2 Ambas Ambos
Acido oleico 265.254 [M+H-H,0O1* C1gH330 282.2559 +5.3 Ambas Ambos
Adenosina 268.105 [M+H]* C10H14N5O4 267.0968 +3.6 Ambas Ambos
Acido elaidico 283.264 [M+H]* C1gH350, 282.2559 +3.0 Ambas Ambos

.- . L . N.

Acido N-acetil muramico 316.100 [M+Na] Ci1iHigNOgNa | 293.1111 -0.9 sphaericum Ambos
5'-UMP 323.030 [M-H] CoH12N,06P 324.0359 +4.4 Ambas Ambos
5'-AMP 348.070 [M+H]* CioH1sNsO7P | 347.0631 -1.0 Ambas Ambos

Sacarosa 365.104 [M+Na]* Ci1oH2,04;Na | 342.1162 -3.9 Ambas Ambos
N N.
17(21)-Hopen-6-ona 425.377 [M+H] C3oH490 424.3705 -1.9 sphaericum B
Dipalmitoilfosfatidilglicerol 721.502 [M-H] CasH740:0P 722.5098 -0.7 Ambas B
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Entre las anotaciones destaca la 17(21)-hopen-6-ona (Figura 18A), un triterpenoide
perteneciente al grupo de los hopanoides, los cuales brindan rigidez a membranas
de bacterias Gram positivas y negativas*6. Este metabolito se visualizé Gnicamente
con el empleo del método B y en EBMS de N. sphaericum de naturaleza CHCls-
MeOH (1:1) (EBMS2 y EBMS3). También se anot6 el acido N-acetil muramico
(Figura 18B) que es un residuo del peptidoglicano que compone la pared celular

bacteriana*’.

El acido xanturénico (Figura 18C), metabolito encontrado en EMLs (EML2 y 3) y
gue se compone por un acido carboxilico con nicleo de quinolina, es un metabolito

presente en una amplia gama de seres vivos, desde bacterias hasta el ser

OH 0 0
Hoﬁ/w‘\/\rO%OH Qﬁﬁ\r
0 y ’ OH
O, o 1 0o

A B C

humano?.

O

Figura 18. Estructuras quimicas de la 17(21)-hopen-6-ona (A), el acido N-acetil muramico
(B) y el &cido xanturénico (C).

6.5.2. Feature Based Molecular Networking de Nostoc sp.
El procesamiento de datos en MZmine en conjunto con la plataforma del GNPS
permitid la realizacién de Feature Based Molecular Networking (FBMN), en donde,
los datos espectrométricos procesados se alinearon en funcion del tiempo de
retencion y la similitud entre espectros. Para cada Nostoc estudiada se realizé una
red empleando cada método (A y B, métodos explicados en la seccion 5.3), con la
finalidad de explorar la diversidad quimica presente en los extractos de cada

cianobacteria.

En el FBMN de Nostoc sp. (Figura 19) se observa que la RM con datos

espectrométricos del método A (Figura 19A) posee un mayor nimero de nodos
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respecto a la RM del método B (Figura 19B). Esto confirma que la mayor parte de
la diversidad en las RM lo aporta el método A, aunque el método B funge como un

complemento.

En ambas redes la principal familia quimica es la de &cidos grasos y conjugados,
siendo el caso de la RM del método B la Unica familia quimica asignada. Mientras
gue en la RM del método A existen clusteres que se clasificaron como aminas y
benzotiazoles (Figura 19A). Cabe mencionar que el interés biotecnoldgico por las
cianobacterias como fuente de biocombustibles reside en su capacidad de
produccion de acidos grasos y derivados®.

En cuanto al cluster clasificado como benzotiazoles (Figura 19A), se determiné que
los nodos que lo conforman provienen del EML1. Previamente se ha cuantificado
benzotiazol a partir de destilados provenientes de la cianobacteria Oscillatoria
perornata®. Este nlcleo es interesante debido a que se considera una estructura
asociada con multiples propiedades farmacol6gicas®!. Desafortunadamente no se

logré identificar presuntivamente algin compuesto englobado en el cllster.
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Figura 19. FBMN de Nostoc sp. con método A (A) y método B (B); con anotaciones
seleccionadas
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Adicionalmente, en las dos redes se observa que la mayoria de los nodos no se
encuentran clasificados dentro de alguna familia quimica (Tabla 11) y en el caso de
la RM del método B, existe una mayor cantidad de nodos aislados que nodos
englobados en un cluster. En la Tabla 11 se resumen las principales caracteristicas

de cada red.

Tabla 11. Caracteristicas principales de la FBMN de Nostoc sp. con método A y método B

RM de Nostoc sp. Método A % Método B %
Numero total de nodos 680 100.0 131 100.0
Numero de clusteres con = 3 nodos 21 - 8 -
Numero de clisteres con 2 nodos 33 - 2 -
Nuamero de nodos agrupados en un clister 418 61.5 58 44.3
Numero total de nodos no agrupados (singletons) 262 38.5 73 55.7
Numero de nodos con clasificacién guimica 108 15.9 7 5.3
Numero de nodos sin clasificaciébn quimica 572 84.1 124 94.7

Las anotaciones quimicas realizadas (Tabla 12) se obtuvieron principalmente de la
RM elaborada con el método B entre ellas se encuentra el acido 14-
metilpentadecanoico y la 13-docosenamida, metabolitos presentes en una amplia
gama de bacterias, detectados principalmente en los extractos de MeOH (EBMS7 y

EBML4) y en el EML1, respectivamente.

Tabla 12. Anotacion quimica de metabolitos en Nostoc sp.

Masa del Férmula del bl Error
Compuesto a | Aducto exacta
precursor aducto cale (ppm)
Método B

Acido 14-metilpentadecanoico P 257.2464 [M+H]* Ci16H3302 257.2475 -4.3

3,25-Dihidroxinexacosil alfa-D- | 577 4654 | [M+H]* | CoHesOs | 577.4674 | -35
glucopirandsido ©
13-Docosenamida b 675.6743 [2M+H]* | Ca4Hs7N202 675.6762 -2.8

a Valores tomados del andlisis del GNPS; P Anotado por el GNPS; ¢ Anotado manualmente

La anotacion del 3,25-dihidroxihexacosil alfa-D-glucopirandsido se realizé de
manera manual mediante la comparacion espectral empleando como referencia un
espectro de MS? proveniente del MassBank of North America (MoNA)%2. En el
espectro experimental se observaron 5 fragmentos principales descritos en la
literatura (Figura 20). Este metabolito se detectd principalmente en extractos de
biomasa preparados con CHCI3-MeOH (1:1) (EBML1), es un glicolipido presente en
células especializadas en fijar nitrégeno denominados heterocistos aislado por

primera vez en la cianobacteria Nodularia harveyana. Los glicolipidos del
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heterocisto también estan presentes en cianobacterias del género Nostoc debido a

gue son capaces de fijar nitrégeno atmosférico®s.

01004-137-2_C #426 RT: 1.52 AV: 1 NL: 1.58E6
T: FTMS + p ESI d Full ms2 577.4658@hcd30.00 [50.0000-610.0000]
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Figura 20. Patrén de fragmentacion del 3,25-dihidroxihexacosil alfa-D-glucopiranésido, ion
pseudomolecular en azul y fragmentos en rojo; @ Valor tomado del GNPS

6.5.3. Feature Based Molecular Networking de N. sphaericum
En el FBMN de N. sphaericum se aprecia, como en el caso anterior, que la RM
elaborada con el método A (Figura 21) posee un mayor numero de nodos y

diversidad quimica que la realizada a partir del método B (Figura 22).

En ambas redes la principal familia quimica es la de amidas alifaticas. En el caso
particular de la RM del método A (Figura 21) hay otras clasificaciones quimicas
presentes como difenilmetanos, aminas, glicerolipidos y nuevamente se presenta
un cluster de benzotiazoles, el cual también esta conformado por nodos
provenientes principalmente del EML2 y 3. Adicionalmente, destaca la presencia del
cluster de difenilmetanos, cuyos nodos provienen principalmente de extractos de
biomasa de naturaleza metandlica (EBMS8, 9, EBML8 y 9). Los difenilmetanos se
consideran un nucleo con potencial terapéutico y se ha detectado la presencia del
difenilmetano levometadil acetato en estudios metabolomicos de Nostoc

flagelliforme>4.
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Por otro lado, en la RM del método B (Figura 22) abundan familias quimicas de
moléculas de naturaleza lipidica o afines, como es el caso de glicerofosfolipidos,

acidos grasos y conjugados; y ésteres de acidos grasos.
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Figura 22. FBMN de N. sphaericum con método B, con anotaciones seleccionadas.
En las dos RM se observa que la mayoria de los nodos no se encuentran
clasificados dentro de alguna familia quimica y que los nodos aislados estan en

menor proporcién respecto a los nodos englobados en una agrupacion (Tabla 13).
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Tabla 13. Caracteristicas principales de la FBMN de N. sphaericum con método Ay

método B

RM de N. sphaericum Método A | % Método B | %
Numero total de nodos 1845 100.0 416 100.0
Numero de clusteres con = 3 nodos 89 - 25 -
Numero de clusteres con 2 nodos 66 - 10 -
Numero de nodos agrupados en un cluster 1192 64.6 295 70.9
Numero total de nodos no agrupados (singletons) 653 35.4 121 29.1
Numero de nodos con clasificaciéon quimica 298 16.2 51 12.3
NuUmero de nodos sin clasificacién quimica 1547 83.8 365 87.7

Para N. sphaericum las anotaciones quimicas realizadas (Tabla 14) se obtuvieron
de las dos RM. Al igual que en Nostoc sp., en la RM del método B se encontro el
acido 14-metilpentadecanoico y la 13-docosenamida en los extractos metandlicos
(EBMSS8, EBML8 Yy 9) y en el EML2 y 3, respectivamente.

Tabla 14. Anotacién quimica de metabolitos en Nostoc sphaericum
C Masa del Formula del Masa Error
ompuesto a Aducto
precursor aducto exactacalc. | (ppm)
Método A
Kalkipirona A ¢ 333.2060 [M+H]* C20H2004 333.2060 -0.1
Desmetilenilnocardamina b 604.3606 [M+NH4]* Ca6Hs0N709 604.3664 -9.7
Feofitina A ® 871.5788 [M+H]* Cs5H75N405 871.5732 +6.4
Método B
Acido 14-metilpentadecanoico P 257.2465 [M+H]* Ci16H3302 257.2475 -3.9
Fitol © 279.3034 [M-HO+H]* Ca2oH39 279.3046 -4.4
13-Docosenamida ? 675.6740 [2M+H]* Ca44Hs7N202 675.6743 -3.3
a Valores tomados del andlisis del GNPS; P Anotado por el GNPS; ¢ Anotado manualmente

En la RM del método A, el GNPS realizé la anotacion de la feofitina A, el nodo
proviene de los EBMS5 y 6 cuya naturaleza es MeOH-H20 (7:3). La feofitina es un
pigmento fotosintético que sirve como transportador de electrones en el proceso de
fotosintesis y esta presente en bacterias fotoautétrofas, como es el caso de las
cianobacterias. Cabe mencionar que, aunque esta anotacion presenta un error
superior a 5 ppm, en su espectro de fragmentacion (Figura 23) se observo la
presencia de los picos caracteristicos de la fragmentacion de la feofitina descritos

en la literatura®®, lo que aumenta el nivel de confianza de esta anotacion.

44



01004-123-7 #2699 RT: 8.44 AV: 1 NL: 1.07E6
T: FTMS + p ESI d Full ms2 871.5710@hcd30.00 [60.6667-91 0]

1004 199327411
O

L1l

© O

~

(o]

Feofitina A
Férmula molecular: CgsH74,N,O5
[M + H]*=871.5788 @

CD_I.JJJ?J Ll.lfLLufu.ui_LLLTlJ_LIJO_LLJ_JfLLLL?LLLL?_L

Relative Abundance
wn

N w

=

561.2467

T T (LEAAL T TEETIT

793.9274
T Al AN AR LARA) LA LEALY LAARERARL T T M

Figura 23. Patron de fragmentacion de la Feofitina A, ion pseudomolecular en azul y
fragmentos en rojo; 2 Valor tomado del GNPS

De forma similar, en los EMLs 2 y 3 se evidencio la anotacion automatica del fitol,
diterpenoide aciclico presente principalmente en organismos fotoautoétrofos y es un
componente de la feofitina. En los Ultimos afios ha ocurrido un aumento en estudios
centrados en el fitol, asi como en la exploracién de sus potenciales actividades

biolégicas, entre ellas antioxidante, antiinflamatoria y citotéxica®®.

En relacidon con la desmetileniinocardamina, este compuesto se detectdé en
extractos MeOH-H20 (7:3) (EBMS5 y EBML5) y también presento un error superior
a 5 ppm como la feofitina. Sin embargo, al realizar la comparacién con su espectro
de fragmentacién depositado en el MoNA®" se observé la coincidencia de cinco
fragmentos, no obstante, estos no son determinantes. Aun asi, la anotacion
permanecié debido a que fue realizada por el GNPS y cumplié con el criterio de
similitud espectral al tener un coeficiente cosenoidal mayor o igual a 7 respecto al

espectro de la biblioteca del GNPS.

La desmetilenilnocardamina, una macrolactama aislada en actinobacterias del
género Streptomyces®8, es un sideréforo cuya funcién radica en captar y transportar
iones de hierro provenientes del ambiente extracelular. Los sideroforos estan
presentes en una amplia gama de bacterias, incluyendo a las cianobacterias por lo
gue la anotacion de este metabolito abre la posibilidad de la presencia de
sideroforos de estructura similar en los extractos organicos estudiados. Cabe

destacar que algunas de estas macrolactamas poseen actividad antibi6tica®®.
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La anotacion de la kalkipirona A se realizé6 manualmente mediante el analisis de su
espectro de fragmentacion (Figura 24). En primer lugar, se observo la presencia del
principal fragmento descrito en la literatura con m/z 221.1165 . En segundo lugar,
el analisis de los fragmentos presentes en el espectro permitié asociar los iones m/z
221.1165 y m/z 207.1008 como productos de la escisidén en posiciones alilicias y al
ion m/z 287.1680 como producto de una escisiéon alfa al alcohol®l. Se cree la
posibilidad de que el ion 315.1963 sea producto de la pérdida del alcohol y la
molécula sufra una serie de rearreglos que estabilicen el fragmento, esto con base
en la prediccion del espectro de fragmentacidon de la kalkipirona A con el uso de la
herramienta CFM-ID (Competitive fragmentation modeling for metabolite

identificacion)®2.

Cabe sefialar que este metabolito se detectdé Unicamente en el EBMS6, de
naturaleza MeOH-H20 (7:3), y-pirona aislada por primera vez en una asociacion de
cianobacterias conformada por Lyngbya majuscula y Tolypothrix sp.?%, vy
posteriormente fue reaislada en Leptolyngbya sp. Este PN ha mostrado actividad
citotoxica frente a la linea celular H-460 de cancer de pulmén humano®3,
adicionalmente cabe destacar que el nucleo y-pirona es una estructura asociada a
multiples actividades biolégicas®, por lo que este metabolito es de potencial interés

para el ser humano.
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6.5.4. Derreplicacién manual de las Nostoc

A partir de los datos espectrométricos crudos obtenidos con el método A se
realiz6 derreplicacion manual, encontrandose dos metabolitos de interés que
fueron aislados previamente en otras especies pertenecientes al género
Nostoc (Tabla 15).

Tabla 15. Derreplicacion manual de metabolitos de las Nostoc

Masa del Férmula L Error
Compuesto Aducto exacta Nostoc
precursor del aducto calc (ppm)
o 607.3023 [M+H]* C34H43N20s 607.3014 +1.5 .
Criptoficina 24 5555871 | [M-H] | CaHaiN2Os | 6052868 | +0.4 | Spnaericum
. 856.4910 [M+NH4]* | Ca2HeesN9O10 856.4927 -2.0
Nodularina-Har —g277%509 1" M-H] | CazHeiNeOwo | 837.4516 | +3.9 SP-

El primero de ellos se encontr6 en el EBMS3. Se observo la presencia de los iones
m/z 607.3023 [M+H]* en el tiempo de retencién (tr) de 3.55 min y 605.2871 [M-H]"
con tr = 3.60 min, permitiendo establecer la formula molecular como C3zsH42N20s
(IDH = 15) y que corresponde con la criptoficina 24 (Figura 25A). Este metabolito
es un ciclodepsipéptido aislado de Nostoc sp. GSV-224 que posee actividad
citotdxica y antifungica sobre hongos patégenos para el ser humano del género

Cryptococcus®®.

El segundo se hallé en los EBMS1 y EBML1, a través de los iones m/z 856.4910
[M+NHa]* con tr = 4.80 min y 837.4549 [M-H]" con tr = 4.81 min, permitiendo
establecer la férmula molecular como Ca2Hs2NsO10 (IDH = 16, [M-H]) que
corresponde con la nodularina-har (Figura 25B). Este metabolito es una cianotoxina
hepatotoxica que inhibe fuertemente las protein fosfatasas de tipo 1 y 2A en
organismos eucariontes®®. La nodularina-har fue aislada a partir de la una
cianobacteria del género Nodularia®’, no obstante, se ha descrito que existen

especies de Nostoc capaces de producir nodularinas®®.

Finalmente, no fue posible confirmar la anotacion quimica de estos metabolitos ya

gue no se dispone de la informacion necesaria en las bases de datos revisadas para
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realizar su identificacion presuntiva, por lo que se presentan como estructuras

tentativas de metabolitos producidos por las Nostoc estudiadas.

HZNYNHZ 5
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N HO
NH
o)
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NH _N_O
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N . OH
B
(@) H o
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Figura 25. Estructura quimica de la Criptoficina 24 (A) y Nodularina-Har (B)
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7. CONCLUSIONES

1. Las especies de Nostoc estudiadas procedentes de humedales de Yalahau,
Quintana Roo y de las orillas del rio Magdalena, CDMX, mostraron ser candidatos
de interés biotecnoldgico para el ser humano. Mediante los ensayos de actividad
antibacteriana se encontraron extractos provenientes ambas Nostoc activos contra

SARM Yy E. faecalis; y extractos de N. sphaericum con actividad fitotoxica.

2. El estudio de los extractos organicos a través de herramientas computacionales
de metabolémica no dirigida permitié identificar la presencia tentativa de metabolitos
con potencial biotecnolégico como la kalkipirona A, en el EBMS6 preparado a partir

de la biomasa de N. sphaericum.

3. Se logré explorar la diversidad quimica presente en los extractos organicos
preparados de las Nostoc estudiadas, determinando que la principal clasificacién de
los metabolitos es lipidos y moléculas similares a lipidos. Adicionalmente, en este
trabajo se concluyé que la mayor parte de metabolitos producidos por las Nostoc se

concentran en la biomasa y no son excretados al medio.

4. Finalmente se determind que los extractos organicos preparados a partir de N.
sphaericum verde y amarilla presentan una alta similitud en su composicion, asi
como los EBMSs de medio BGo y BGi1. Esto por la comparacion de sus perfiles

cromatograficos y analisis de datos espectrométricos.
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