UNIVERSIDADE DA CORUNA

I~

—

Deteccion de Sideroforos Presentes en
Bacterias Patogenas en Peces de Acuicultura.
Busqueda de funcionales adecuados para la
metodologia DFT-NMR en moléculas sencillas
con atomos de azufre.

Memoria presentada como Trabajo de Fin de Master de la modalidad
investigadora del Master Universitario en Ciencias, Tecnologiay
Gestion Ambiental

Juan Carlos de la Cruz Fuentes Monteverde

Septiembre 2013



Trabajo realizado en los laboratorios de Quimica Orgéanica,
Departamento de Quimica Fundamental, Universidad de A Coruiia, en el
grupo de investigacion PRONAMAR, bajo la direccion de los profesores

doctores D. Jaime Rodriguez Gonzélez y D. Carlos Jiménez Gonzélez.

Este trabajo fue subvencionado mediante proyectos financiados por la
Xunta de Galicia (Proyecto Ref. 110PXIB235157PR) y el Ministerio de
Ciencia e Innovacién (Proyecto Ref. AGL AGL2009-12266-C02-
022009-1226)




Contenido

ABFrAdECIMIBNTOS ... 9
Abreviaturas Y ACrONIMOS ..........ooooiiiiiiiiii i, 11
RESUMIBN ...ttt e et e s e e e et e ee s e e e eees 12
SUIMIMIAIY ittt e et e e ettt e e ettt e e ettt s e eeata s e aeaaa e esanan s easanasseaesnaseenennnseeesnnnsesennnseenenn 12
RESUMO. ..ot 12
Lo INErOAUCCION ...t 14
Quimica de productos naturales marinos ........ccccceeeieiii, 14
ACUICUITUIA. ettt et e s s e e s e e s e s s e e e snnes 14

R 0 =T a0 LY g T 0T ol T 15
Microorganismos asociadas a las pisCifactorias .......ccceeeveeeieiiiiiiiiiiicic e 17
EAWardSi@lOSiS. .....vveeeeeiiieee ettt s e e 17
VIDITIOSIS .ttt e s e e s e e e 17
Siderdforos producidos por la familia Vibrio y Enterobacteriaceae ................................. 19
Resolucién de estructuras por métodos computacionales ............ccceeveeiiii, 21

2. ODBJEEIVOS ....uveiiiiiiiiiiiii e naan 23
3. Materiales Y METOOS.............uuuuuuuuiiiiii s 25
EQUIPAMIENTO ......einiiiiccceie et e e e e e e et e e e e e e e e e e e e aaanes 25
REACKIVOS ......eeiiiiiiiiiiieeeee e 25
Procedimientos de separacion .................cccoeei e 25

Objetivo 1. Demostrar que la biosintesis de siderdforos tipo vancrobactina es

recurrente en la @specie Vibrio..........ccccccoiiiiiii 25
Fraccionamiento del V. 0rdali.........cccueeeeiiiiiiiiiiiiiiiiie et 25
Fraccionamiento del V. metschnikovii, V. harveyiy V. pelagius .................................. 26

Objetivo 2. Probar que la movilizacién por conjugacién entre bacterias patdgenas de
pldasmidos involucrados en la biosintesis de sideréforos puede proveer de nuevas

funciones a la bacteria receptora ........cccoeeeeeeeee e 27




4,

Objetivo 3. Determinacién de los sideréforos de la bacteria patdgena, Edwardsiella

tarda, para la que se propuso por analisis geNOMICOS.........ceevvviiieeieeeieeiiiiiiie e, 28

Objetivo 4. Busqueda de un funcional y conjunto base adecuado para la determinacién

desplazamientos quimicos en modelos sencillos con atomos de azufre....................... 29
ResUItados Y DISCUSION ............couviiiiiiiiiiiiiiiiiiiteieeereeeeeeeeeeeeeereeeeeeererrerrrrrereerrrerrrrrrrrrne 31

Objetivo 1. Demostrar que la biosintesis de sideréforos tipo vancrobactina es recurrente

N 1@ @SPECIE VIBIiO cccccceeeeeeeee e 31

Objetivo 2. Probar que la movilizacién por conjugacidon entre bacterias patégenas de
pldasmidos involucrados en la biosintesis de sideréforos, puede proveer nuevas funciones

alabacteriareceptora ... 43

Objetivo 3. Determinacién de los siderdforos de la bacteria patégena, Edwardsiella

tarda, para la que se propuso por anadlisis gendmicos la presencia de vibrioferrina ........ 47

Objetivo 4. Busqueda de un funcional y conjunto base adecuado para la determinacidn

desplazamientos quimicos en modelos sencillos con dtomos de azufre......................... 50
4.a Busqueda del espacio conformacional mediante médulo GMMX................... 52

4.b Célculo de energia DFT mediante el funcional hibrido B3LYP y el conjunto base

B-3LG () -reeenereeetee ettt et h et sttt e e e aab e e s be e e sbe e e nabeeeateeea 54
4.b.1 Cdlculos correspondientes al sulfuro de dietilo....................c.cl 54
4.b.2 Cdlculos correspondientes al sulfuro de isopropilo............ccccooeeel. 60
4.c (00T 001 o T-1 =1 Lo 1 s TP PPPPPPPPIRt 66
4.c.1 Sefales promedio del sulfurode dietilo...........cc.oooo 67
4.c.2 Sefales promedio del sulfuro de isopropilo.........ccccooeeiii 68
CONCIUSIONES......coooiiiiiieiiieee ettt ettt e et e e s et e e e sab e e e s e nreee e snneee 73

=31 o [ToT={ - - PP PPPPPPPPPPRt 75




Tabla 1. Produccién de pescado por captura y en piscifactorias a nivel mundial y en Espaiia

PAra €1 af0 2009 .....coeviiiiiiii et e e e e et e e e et aaa b e eeeeeaaba——— e aeeeraraaaaas 15
Tabla 2. Algunos sideréforos producidos por la familia Vibrionaceae. ..................cccuuuuee..... 19
Tabla 3. Algunos sideréforos producidos por la familia Enterobacteriaceae ....................... 20

Tabla 3. Siderdforos tipo vancrobactina detectados en las especies V. metschnikovii, V.
RAIVEYI Y V. PEIAGIUS ... s 27
Tabla 5. Energia asociada a los conférmeros encontrados dentro de una ventana de 3.5
kcal/mol del sulfuro de dietilo. Obtenidos mediante el programa PC Model 9.................... 52
Tabla 6. Energia asociada a los conférmeros encontrados dentro de una ventana de 3.5
kcal/mol del sulfuro de isopropilo. Obtenidos mediante el el programa PC Model 9........... 52
Tabla 7. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de dietilo. Calculados
mediante el funcional MPW1PWP1 y el conjunto base 6-311G (2d,p) cccvveveeeeeeiiccnrrreeeeeennn. 54
Tabla 8. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de dietilo. Calculados
mediante el funcional MPW1PWP1 y el conjunto base 6-311G (d,p) .cccovvvereeeeeeiicnrreeeeeeennn. 55
Tabla 9. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de dietilo. Calculados
mediante el funcional PBEPBE y el conjunto base 6-311G (2d,p) ..cceevvveiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 56
Tabla 10. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de dietilo. Calculados
mediante el funcional PBEPBE y el conjunto base 6-311G (d,p) .....ceevvveviiiiiiiiiiii, 57
Tabla 11. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de dietilo. Calculados
mediante el funcional WB97XD y el conjunto base 6-311G (2d,p) ....cceevvveviiiiiiiiiiiiii, 58
Tabla 12. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de dietilo. Calculados
mediante el funcional WB97XD y el conjunto base 6-311G (d,p) ....ccevvvveiiiiiiiinini, 59
Tabla 13. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de isopropilo. Calculado
mediante el funcional MPW1PWP1 y el conjunto base 6-311G (2d,p) ...cceveveeeeeeeeiieienennn... 60
Tabla 14. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de isopropilo. Calculado
mediante el funcional MPW1PWP1 y el conjunto base 6-311G(d,p) .......cceevveeeiiiiiinnnnnnn.l. 61
Tabla 15. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de isopropilo. Calculado
mediante el funcional PBEPBE y el conjunto base 6-311G(2d,p) .....ccevvveeieiiiiiiiiiii, 62
Tabla 16. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de isopropilo. Calculado
mediante el funcional PBEPBE y el conjunto base 6-311G(d,p) ....ccceevveeiiiiiiiiiiiii, 63
Tabla 17. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de isopropilo. Calculado

mediante el funcional WB97XD y el conjunto base 6-311G(2d,p) ....cceevvveeieiieiieiiiieeieeee. 64




Tabla 18. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de isopropilo. Calculado
mediante el funcional WB97XD y el conjunto base 6-311G(d,p) ......coeevrrerrreeeriiicniieeeeeeenn, 65
Tabla 19. Diferencia absoluta entre los desplazamientos quimicos de carbono-13 calculados
mediante diferentes combinaciones funcional/conjunto base y los valores reportados en la
bibliografia para el sulfuro de dietilo..........ccccoe i 67
Tabla 20. Diferencia absoluta entre los desplazamientos quimicos de carbono-13 calculados
mediante diferentes combinaciones funcional/conjunto base y los valores reportados en la
bibliografia para el sulfuro de isopropilo......ccccoeeeiiiii 68
Tabla 21. Resumen de las diferencias de desplazamientos quimicos de carbono-13 entre los
valores experimentales y los calculados con diferentes combinaciones de
funcionales/conjunto base para el sulfuro de dietilo. ..........cccovveiiiiiieiiiiiiiee e, 69
Tabla 22. Resumen de las diferencias de desplazamientos quimicos de carbono-13 entre los
valores experimentales y los calculados con diferentes combinaciones de

funcionales/conjunto base para el sulfuro de iSOPropilo........cccueeeeecveeeiiciiee e 71

Figura 1. Lesiones externas en rodaballo caracteristicas de infeccion por E. tarda, en la zona
dorsal (derecha), zonas decoloradas en la piel, ojos con tumefacciones y bocas

hemorrégicas y en la zona ventral (izquierda) zonas hemorragicas y/o con abundantes

[T =To LU= PP PPPRT PP 18
Figura 2. Grupo de peces con la sintomatologia caracteristica de la vibriosis............c.c...... 18
Figura 3. Algunos siderdforos aislados de Vibrio Sp. ..........eeeeeeeieieieeviieeeeeiiiiiiieeeseeressssennne. 20
Figura 4. Algunos siderdforos aislados de la familia Enterobacteriaceae.................ccccuvvuuee. 21

Figura 5. Esquema de fraccionamiento del extracto libre de células de Vibrio ordali
mediante CartuUChos HLB .........cooiiiiiiiiiieee ettt e e 26
Figura 6. Esquema de fraccionamiento para la obtencion del complejo piscibactina-Ga(lll) a
partir de la cepa mutante Vibrio alginolyticus pvsA mediante cartucho Oasis® HLB............ 28
Figura 7. Esquema de fraccionamiento del extracto libre de células de la bacteria E. tarda
mediante resina Amberlite® XAD-4 Y LC/IMS........uueeerieiiiieciiiieeeee e eereee e e 29
Figura 8. Moléculas organicas sencillas contentivas de atomos de azufre..........ccccvvvvvvvnnees 30
Figura 9. Siderdforos tipo vancrobactina identificados en V. metschnikovii, V. ordali, V.
NAIVEYI Y V. PEIAGIUS. ......eevennnnnnnnen e nan 32
Figura 10. Cromatograma HPLC-DAD-MS de la fraccién de V. ordali que contenia
vancrobactina eluida con H,0 y CHs;CN (1:1) en cartucho OASIS ®HLB (arriba). Espectro de

masas (medio) y espectro UV (abajo) correspondiente al pico con tz=4.68 min .................. 33




Figura 11. Cromatograma HPLC-DAD-MS de la fraccion de V. ordali que contenia
divancrobactina eluida con CH3;CN en cartucho OASIS ®HLB (arriba). Espectro de masas
(medio) y espectro UV (abajo) correspondiente al pico con tzg= 5.46 MiN.......cevvvvvvevvvvvvnnnnns 34
Figura 12. Cromatograma HPLC-DAD-MS de la fracciéon de V. metschnikovii que contenia
vancrobactina eluida con H,O y CHsCN (1:1) en cartucho OASIS ®HLB (arriba). Espectro de
masas (medio) y espectro UV (abajo) correspondiente al pico con tzg=4.61 min. ................ 35
Figura 13. Cromatograma HPLC-DAD-MS de la fracciéon de V. metschnikovii que contenia
divancrobactina eluida con CH3;CN en cartucho OASIS ®HLB (arriba). Espectro de masas
(medio) y espectro UV (abajo) correspondiente al pico con tz= 5.44 Min......ccccceeeevvunnnnenn. 36
Figura 14. Cromatograma HPLC-DAD-MS de la fraccidn de V. harveyi que contenia
vancrobactina eluida con H,0 y CH3CN (1:1) en cartucho OASIS ®HLB (arriba). Espectro de
masas (medio) y espectro UV (abajo) correspondiente al pico con tz= 4.66 min. ................ 37
Figura 15. Cromatograma HPLC-DAD-MS de la fraccion de V. harveyi que contenia
divancrobactina eluida con CH3;CN en cartucho OASIS ®HLB (arriba). Espectro de masas
(medio) y espectro UV (abajo) correspondiente al pico con tz= 5.49 Min.......cccccceevvunnnnenn. 38
Figura 16. Cromatograma HPLC-DAD-MS de la fraccion de V. pelagius que contenia
vancrobactina eluida con H,0 y CHsCN (1:1) en cartucho OASIS ®HLB (arriba). Espectro de
masas (medio) y espectro UV (abajo) correspondiente al pico con tz=4.64 min. ................ 39
Figura 17. Cromatograma HPLC-DAD-MS de la fraccion de V. pelagius que contenia
divancrobactina eluida con H,0 y CHsCN (1:1), en cartucho OASIS ®HLB (arriba). Espectro de
masas (medio) y espectro UV (abajo) ... 40
Figura 18. Cromatograma HPLC-DAD-MS de la fraccion de V. pelagius que contenia
vancrobactina eluida con CH3CN en cartucho OASIS ®HLB (arriba). Espectro de masas
(medio) y espectro UV (abajo) correspondiente al pico con tg= 4.66 MiN.........ccvvvvvvvvvvennnns 41
Figura 19. Cromatograma HPLC-DAD-MS de la fraccion de V. pelagius que contenia
divancrobactina eluida con CH3CN en cartucho OASIS ®HLB (arriba). Espectro de masas
(medio) y eSpectro UV (3DaJ0)......uuuiiiiiiiiiiiiiiiieiiieieeeeeeeeteeeeeeeeeeeeseeeeseseeessssssssssessssssssssssaaenes 42
Figura 20. Introduccién de un marcador de kanamicina en el plasmido pPHDP70 por
INtErcambio @lElICO. ..ocoouiiiiiiee e e 43
Figura 21. Estructura del siderdforo piscibactina (a) y del complejo piscibactina-Ga(lll) (b)
identificado en la cepa mutante Vibrio alginolyticus PUSA. ............eeeeeeeeeveeeeeeeeeereererreseeennnns 44
Figura 22. Cromatograma LC-DAD-MS de la fraccidon de la cepa mutante V. alginolyticus
pvsA que contenia el complejo-Ga(lll) eluida con H,0 y CH3;CN (1:1), en cartucho OASIS
®HLB (arriba). Espectro de masas (medio) y espectro UV (abajo) correspondiente al pico con

Lt A I 0 1 o 45




Figura 23. Cromatograma LC-DAD-MS de la fraccidn de la cepa mutante V. alginolyticus
pVsA que contenia el complejo-Fe(lll) eluida con H,0 y CHsCN (1:1), en cartucho OASIS ®HLB
(arriba). Espectro de masas (medio) y espectro UV (abajo) correspondiente al pico con
e L0 A0 0 1o T OO PO UPPUPPPR PPNt 46
Figura 24. Sideréforo vibrioferrina de E. Tarda identificado por HPLC-DAD-HRMS en forma
AAUCEO [IMIFNA] . ettt e e e e e e e st e et ee e et e sen e e e et e saenesereeeneeeenanes 47
Figura 25. Cromatograma LC-DAD-MS de la fraccién de E. tarda que contenia vibrioferrina
en forma de aducto ([M+Na]") eluida con H,0, en columna de Amberlite ® XAD-4. Espectro
de masas (abajo) correspondiente al pico con t3=1.83 MiN.....ccccvveeeeeeeiiicciiiiieeee e, 49
Figura 26. Algunos metabolitos secundarios aislado por el grupo de investigacion
PRONAMAR ...ttt ettt ettt ettt st ettt e st e sttt e s et e s bt e e sabe e e sabee s bt e e sabeeesabeeesabeesaneees 50

Figura 27. Estructuras empleadas en los calculos de desplazamiento quimico de °C.......... 52




Agradecimientos

A los profesores Jaime Rodriguez y Carlos Jiménez, por aceptarme en su grupo de

investigacion y por el trato cordial que han tenido siempre para con mi persona

A Maria Blanco, Montserrat Martinez y Ricardo Riveiros por compartir conmigo este

afio de trabajo
A la profesora Soledad Muniategui, por su mano amiga en todo momento

A mi primo William Guevara y tio Manuel Monteverde, por su tremendo apoyo en

las gestiones de mi traslado a Espafia

A Gely Rama, por estar junto a mi en los uUltimos meses de la realizacién de este

proyecto




A Mercedes y Oscar, por siempre animarme a sequir adelante

10



Abreviaturas y Acronimos

°C
B3LYP
DFT
FAO

HLB
LC-MS
min
RMN *C
SPE

TFA
uma

XAD

Grados centigrados

Funcional hibrido de Lee-Yang-Parr

Teoria de Funcionales de Densidad

Food and Agriculture Organization of the United Nations
Horas

Hidrophilic-Lipophilic Balance

Espectrometria Liquido-Masas

Minutos

Resonancia Magnética Nuclear de Carbono-13
Extraccion en Fase Sélida

Acido trifluoro acético

Unidades de Masa Atdmica

Soporte adsorbente hidroféfico polimérico

11



Resumen

Las bacterias de las familias Enterobacteriaceae y Vibrionaceae son responsables
de grandes pérdidas econdmicas en todo el mundo. En este sentido las investigaciones
para encontrar un mecanismo de control de estas son pertinentes. En este trabajo de fin de
grado se ha demostrado que la sintesis de sideroforos tipo vancrobactina es recurrente en
la especie Vibrio. Ademas hemos comprobado que la movilizacion por conjugacion de
plasmidos involucrados en la biosintesis de siderdforos entre bacterias patdgenas puede
proveer de nuevas funciones a la bacteria receptora. También hemos comprobado la
existencia del sideréforo vibrioferrina, propuesto por previamente por analisis gendmicos,
en la bacteria patégena Edwardsiella tarda. Finalmente se encontr6 una combinacion
funcional y conjunto base adecuada para la determinacién desplazamientos quimicos de
carbono-13 mediante calculos DFT en modelos sencillos con atomos de azufre.

Summary

Enterobacteriaceae and Vibrionaceae bacteria are responsible for considerable economic
losses worldwide. In order to find a control mechanism of this fact makes any research
related very relevant. In this memory we found that the synthesis of vancrobactin-type
siderophores is recurrent in all Vibrio species. Also we have demonstrated that the
mobilization by plasmid conjugation involved in the biosynthesis of siderophores in
pathogenic bacteria may provide new functions to a recipient bacterium. Furthermore we
have detected the siderophore vibrioferrina in a pathogenic bacteria Edwardsiella tarda,
prevously proposed by genomic analysis. Finally we found a suitable pair functional/basis

set for determine **C chemical shifts on simple models containing sulfur atoms.

Resumo

As bacterias da familia Enterobacteriaceae e Vibrionaceae son responsables de grandes
perdas econémicas en todo o mundo. E por iso moi importante todas as investigacidns
posibles co fin de atopar os mecanismos de control destas bacterias. Iste traballo de fin de
grado mostra que a sintese de sideréforos tipo vancrobactina é recorrente en especies de
Vibrio. Asemade vimos de demostrar que a mobilizacidon por conxugacion dun plasmideo
responsable na biossintese de sideréforos en bacterias patdxenas, poden proporcionar
novas funcidns a bacteria receptora. Tamén determinanos que o sideréforo vibrioferrina

estd presente na bacteria patoxenas Edwardsiella tarda, composto proposto con
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anterioridade pola analise xendmica. Finalmente, atopamos un funcional e un conxunto
base adecuado para determinar os desplazamentos quimicos de carbono-13 en modelos

simples con dtomos de xofre.
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1. Introduccién
Quimica de productos naturales marinos

Los afos que corren han visto un considerable progreso en las investigaciones en
metabolitos secundarios bioactivos de microorganismos, plantas y organismos marinos.
Estos compuestos poseen las mas diversas e inusuales estructuras asi como muy
interesantes propiedades, antimicrobianas (Kumar, et al.,, 2013), antiinflamatorias (Jin-
Ching, et al., 2013), citotoxicas (CHARAN, et al., 2004) o antioxidantes (Dao-Zong, et al.,
2011). Es comunmente aceptado que los metabolitos secundarios tienen funciones
defensivas o de captacidon de nutrientes del medio marino (Lakshmi & Kumar, 2009)
(Manning, et al., 2006) por lo que deberian ser explotados como posibles fuentes de drogas
contra diferentes enfermedades. Por las dificultades que reviste su aislamiento ha sido una
labor retadora y al mismo tiempo productiva, por ser la fuente mas promisoria para el

desarrollo de estas drogas (Espada, et al., 2011)

Acuicultura

La acuicultura es definida como cria de organismos acuaticos. Esta practica ha sido
impulsada mayoritariamente por capitales privados, contribuyendo a la seguridad
alimentaria mediante la produccién directa de comida originaria del mar y generando
fuentes de empleo. En adiciéon a esto la acuicultura comercial ha sido convertida en un

negocio rentable que genera grandes ganancias. (Hishamunda & Ridler, 2003)

Las dos ultimas décadas han sido testigo de un incremento marcado en la
produccion de pescado proveniente de granjas y a su vez una substancial reduccion en los
precios del producto. Al mismo tiempo que la captura de peces en estado salvaje se ha
estancado o incluso reducido, se ha producido un aumento en la demanda de peces
provenientes de las piscifactorias. Entre los mercados de mayor importancia en la Unién
Europea se encuentran: el salmén del atlantico, el pez gato americano, trucha y la lubina.
No solo se tiene en comun el incremento en la produccién por medio de la acuicultura sino

también la reduccién en los precios (Asche, et al., 2001) (Sadovy & Lau, 2002)

La acuicultura marina tiene el potencial de suplir las necesidades de alimentos
marinos del mundo y generar medios de vida e ingreso. Sin embargo, esta solo puede

operar dependiendo de fuentes naturales, para ello, deben ser comprendidos los lazos que
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unen esta practica con las fuentes salvajes: huevos, alimento para peces y practicas marino-
culturales. (Sadovy & Lau, 2002). La produccidon proveniente de la acuicultura se
incrementd aproximadamente en un 11% anual entre 1985 y 1995, esto representd un
crecimiento mayor que la producciéon de carne bovina o porcina; convirtiéndose de esta
manera en la fuerte de produccion de comida de mayor y mas rapido crecimiento del

mundo.

Informacién proveniente de la FAO predice un crecimiento sostenido en la
demanda de alimentos provenientes del mar. (Hishamunda & Ridler, 2003). Muchos paises
ha usado la acuicultura para produccidn intensiva de peces, entre ellos Turquia (Rad &
Koksal, 2000), Hong Kong y Espafia (Sadovy & Lau, 2002) arrojando cantidades significativas
de ingresos para ellos. Estas cifras indican que a nivel mundial y espafiol, durante el 2009, el
38.5y el 22.8 % de la produccion de pescado respectivamente se debid a la produccién de

piscifactorias. (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2010)

Tabla 1. Produccion de pescado por captura y en piscifactorias a nivel mundial y en Espafia
para el afio 2009

Lugar Captura (ton) Acuicultura (ton) Total (ton)
Mundo 88918040 55680738 144598.778
Espafa 904959 266476 1.171.435

Antes de considerar la explotacién comercial de una especie es necesario poseer un
amplio rango de concomimientos biotecnoldgicos, sobre todo los concernientes a habitos
reproductivos, cria, desarrollo y enfermedades. Muchos de los aspectos bioldgicos
concernientes a esta actividad estan ya resueltos y han permitido un incremento en las
ganancias substancial; por otro lado aun estad pendiente la diseminacién de enfermedades

gue cada cierto tiempo azotan las piscifactorias (Luna Sotorrio, 2002).

Patégenos en peces

El hierro es un elemento esencial para la mayoria de los organismos vivientes, dado
gue cumple diversos roles en importantes procesos bioldgicos como sintesis y reparacion
de acido nucleicos, respiracion, transporte fotosintético, reduccidon de nitratos, fijacion de
nitrégeno y desintoxicacion de radicales libres. (Funahashi, et al., 2002). Sin embargo, el
hierro existe formando complejos insolubles que son inaccesibles a las bacterias, la

concentracién de hierro disuelto en las masas de agua dulce y salada es particularmente
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baja (<0.4 uM), incluso en aguas abiertas es incluso mdas bajo que en la mayoria de los
ambientes terrestres (Bruland, et al., 1991) (Matsuo, et al., 2011). En los mamiferos el
hierro mayoritariamente se encuentra ocupando lugar dentro de las células en forma de
hemoglobina y la pequefias cantidades de hierro extracelular es secuestrado por proteinas

con alta afinidad a enlazarse con hierro.

Para sobreponerse a tales condiciones de restriccion de hierro, la mayoria de los
patdgenos pueden expresar sistemas de transporte de alta afinidad para eficientemente
obtener hierro de una o mas de estas fuentes de hierro. Uno de estos mecanismos es la
asimilacién directa de hemoglobina y captura de hierro de transferrina o lactoferrina a

través de receptores bacterianos especificos.

Otro mecanismo envuelve la produccion y secrecién de siderdforos. Estos
compuesto quimicos, son definidos como agentes especificos para el transporte de iones
férricos mediante su quelacidn, enlazando a la transferrina o lactoferrina, poseen un bajo
peso molecular, y son producidos tanto por especies de microorganismos eucariotas como
procariotas bajo condiciones de deficiencia de hierro. (Griffiths, et al., 1984). Una vez que el
hierro ha sido capturado por estos, el complejo sideréforo-Fe(lll) es llevado dentro de las
células bacterianas mediante receptores celulares adaptados a reconocer especificamente
esos ligandos y transportadores. Adicionalmente, para aprovechar las diversas fuentes de
hierro que pudieran estar presentes en sus alrededores, algunas bacterias expresan
sistemas adicionales de transporte incluyendo receptores que los habilitan a utilizar
exogenos o heterélogo sideréforos producidos por otras especies microbianas. Su habilidad
de utilizar el hierro de huéspedes ha sido asociado con la patogenicidad de las bacterias
(Funahashi, et al., 2002). Es conocido que su biosintesis es reprimida en ambientes con alta
concentracién de hierro. (Rachid & Ahmed, 2005), extensos estudios sobre su aislamiento
(Espada, et al., 2011), estructura (Manning, et al., 2008), transporte (Neilands, 1995) y
genética molecular (Gardes, et al., 2013) han sido desarrollados en la ultima década. Sin
embargo el estudio de siderdforos marinos aln se encuentra menos extendido en
comparaciéon a su contra parte terrestre, y se dispone de una menor cantidad de

estructuras elucidadas.

La virulencia en las bacterias patégenas en peces de acuicultura ha sido
relacionada, segun evidencia experimental, con la presencia de sideréforos y su cantidad
producida. (Matsuo, et al., 2011) Entre las enfermedades que son producidas por esas

bacterias son de destacar la vibriosis, la edwardsielosis y la pasteurelosis.
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Microorganismos asociados a las piscifactorias

Edwardsielosis

Es una infeccién bacteriana importante causada por las bacterias E. tarda y E.
ictaluri, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. Responsable de pérdidas
comerciales importantes en piscifactorias de agua dulce y salada. (Soto, et al., 2012) En los
ultimos tiempos la vacunacion se ha convertido en un tema importante para la prevencidn

de esta enfermedad. (Mosharraf, et al., 2009).

E. tarda, causa una enfermedad de putrefaccién enfisematosa en bagres y
gangrenas en varias especies de peces (Figura 1). Esta enfermedad tiene un efecto
econdmico considerable en la industria de acuicultura, siendo reportado que esta bacteria
causa infecciones en las especies de acuicultura Paralichthys olivaceu (en Japdn),
Scophthalmus maximus, (en Espafia), Anguilla japonica (en Taiwan) y en Silurus asotusk, (en
Corea). Esta enfermedad ocurre mas frecuentemente en los meses calidos del afo. La E.
tarda también causa infecciones en serpientes, leones marinos, aves y ganado.
Adicionalmente E. tarde es un importante patégeno zoondtico asociado frecuénteme con
gastroenteritis, diarrea y meningitis en humanos, por lo que la eliminacién de este

patdgeno de acuarios o piscifactorias es vital. (Mainous & Smith, 2010)

La Edwardsielosis es una infeccion subclinica crénica en piscifactorias, y solamente
se hace presente cuando los pescados son procesados. Los peces infectados pueden
contaminar los equipos de procesamiento, lo que implica detener las plantas para

desinfectar las maquinarias.
Vibriosis

La vibriosis es una de las mas serias infecciones en los cultivos marinos a nivel
mundial. Las especies bajo el género Vibrio, familia Vibrionaceae, se encuentran en
estuarios y ecosistemas marinos. La vibriosis es una amenaza seria la industria de la
acuicultura siendo la responsable de mortalidad masiva de peces y mariscos alrededor del

mundo. Las bacterias del género Vibrio son las dominantes en piscifactorias de agua salada,

consistiendo del 60% del total de las bacterias heterotréficas y patégenas oportunistas.
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Figura 1. Lesiones externas en rodaballo caracteristicas de infeccion por E. tarda, en la zona
dorsal (derecha), zonas decoloradas en la piel, ojos con tumefacciones y bocas
hemorragicas y en la zona ventral (izquierda) zonas hemorréagicas y/o con abundantes
petequias.

Si la infeccién por Vibrio no es controlada se volverd sistémica, resultando en la
muerte del pez. Para controlar la enfermedad se utilizan antibidticos y agentes quimio-
terapéuticos. (Annie & Lipton, 2012). Los sintomas de la infeccidn de vibriosis son piel
oscura, branquias palidas, exoftalmia, areas hemorragias en la zona de la boca y en la base
de las aletas, opacidad en la cornea, Ulceras en la superficie de la piel y acumulacién de

fluido en la cavidad peritoneal (Figura 2) (Annie & Lipton, 2012)

Figura 2. Grupo de peces con la sintomatologia caracteristica de la vibriosis

Entre las especies que de vibrio, que ha sido identificadas como patdgenos
agresivos y recurrentes en las piscifactorias en el Europa y Asia estan el V. ordalii (Schiewe,
et al., 1981); V. metschnikovii (Wan, et al., 2011); V. pelagius (Ringg, et al., 2008) y V.
harveyi (Ping-Chung, et al., 1996)
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Las bacterias pertenecientes a la familia Vibrionaceae estdn extendidas en el
ambiente marino. En la actualidad se conocen 128 especies de Vibrio. Muchos de ellos son
conocidos por patogenicidad y relaciones simbidticas. A pesar de su habilidad de
interactuar con los eucariotes, los vibrios se encuentran en su mayoria inexplorados y de su
habilidad de producir metabolitos secundarios y su estudio se ha limitado solo a una
pequefia cantidad de especies. (Mansson, et al., 2011). Los miembros de esta familia estan
distribuidos en el ambiente marino, incluyendo estuarios, aguas costeras y sedimentos.
Dentro de esta familia se conocen siete géneros: Allivibrio (6 especies), Enterovibrio (4
especies), Salinivibrio (6 especies), Catencoccus (1 especie), Grimontia (1 especie), Vibrio

(89 especies) y Photobacterium (21 especies) (Mansson, et al., 2011)

Sideréforos producidos por la familia Vibrioy Enterobacteriaceae

Un amplio rango de sideréforos asilado de organismos marinos, entre los cuales los
producidos por las familias Enterobacteriaceae.y Vibrionaceae gozan de gran diversidad
estructural. Estos presentan gran interés y son un reflejo de la diversidad quimica y sirven
para cuantificar el potencial biosintético de estos grupos de baterias. (Figura 3, Figura 4)
(Mansson, et al., 2011) (Griffiths, et al., 1984). A continuacidon se presentan algunos de los

siderdéforos mas representativos de ambas familias:

Tabla 2. Algunos sideréforos producidos por la familia Vibrionaceae.

Nombre Clase de compuesto Fuente

Anguibactina Catecol hidroxamato V. anguillarum

Aerobactina Hidroxamato Vibrio sp.
Divancrobactina Catecol Vibrio sp.
Fluvibactina Catecol Hidroxifenil- V. fluvialis
oxazolono
Vancrobactina Catecol V. anguillarum

Vibriobactina

Vibrioferrina

Vulnibactina

Catecol Hidroxifenil-
oxazolona

Carboxilato

Catecol Hidroxifenil-
oxazolona

V. cholerae

V. parahaemolyticus

V. vulnificus

Tomado de: (Mansson, et al., 2011)
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Figura 3. Algunos siderdforos aislados de Vibrio sp.
Tabla 3. Algunos sideréforos producidos por la familia Enterobacteriaceae
Nombre Clase de compuesto Fuente

Enterobactina Catecol Escherichia coli, Salmonella

typhimurium

Yersiniabactina Yersinia pestis
Ferrioxamina E Tri-hidroxamato ciclico Enterobacter agglomerans

Tomado de: (Mokracka, et al., 2004) (Anon., 1988)
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Figura 4. Algunos sideréforos aislados de la familia Enterobacteriaceae

Esta ocurrencia cosmopolita de los metabolitos indica una alta incidencia de
transferencia genética horizontal, la cual levanta interesantes preguntas concernientes a la
funcidén ecoldgica de algunas de estas moléculas. En estos subyace una potencial fuente de
compuestos bioactivos junto con los desafios asociados a su investigacion. (Mansson, et al.,

2011).

Resolucién de estructuras por métodos computacionales

Recientemente, la relacion entre los desplazamientos quimicos de RMN vy la
determinacién estructural han sido motivo de intensas investigaciones y un numero
crecientes de aplicaciones que explorar tal relacion. Dado que los desplazamientos
guimicos estan fuertemente gobernados por la geometria molecular, la configuracién de los
estéreo centros existentes afade una conducta conformacidn particular que claramente
afecta a estos desplazamientos quimicos; en este sentido las moléculas que contiene
atomos de azufre como es el caso del grupo tiazolidino, (Rauter, et al., 2005), tio-azlcares
(Aguirre-Valderrama & Dobado, 2006) y mas recientemente sideréforos provenientes de
organismo marinos (Souto, et al., 2012) poseen un entorno particular que le confiere un

particular interés para su estudio.

Los estudios DFT como herramienta para determinar diferentes propiedades de
moléculas organicas se ha convertido en un estandar en los métodos computacionales para
la determinacidn estructural. Uno de los usos particulares de estos procedimientos es la
aplicacion al célculo de desplazamientos quimicos tedricos de RMN, los cuales son

poderosas herramientas tanto para la asignacién estructural como para la asignacion de
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estructuras. (Cen-Pacheco, et al.,, 2013) Actualmente este grupo de investigacién puede
predecir desplazamientos quimicos de *H y **C con un grado de precisién que permite la

elucidacidn estructural de moléculas organicas complejas. (Souto, et al., 2012)

Los conceptos expuestos en las paginas anteriores nos llevardn a encontrar
respuesta a una serie de planteamientos explicados en los objetivos siguientes, enmarcados

dentro de los proyectos desarrollados por este grupo de investigacién
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2. Objetivos

Este trabajo se encuentra enmarcado dentro del Proyecto Andlisis estructural de los
sideroforos producidos por las dos subespecies de Photobacterium damselae: desarrollo de
nuevos antibacterianos y vacunas” Subproyecto dentro del proyecto coordinado titulado:
“Andlisis comparativo de la sintesis de siderdforos en las subsps de Photobacterium
damselae: nuevos métodos de prevencion y control de la vibriosis y la pasteurelosis en
peces, Referencia GL2012-39274-C02-02, proyecto vigente subvencionado por la Ministerio

de Economia y Competitividad

Como objetivos especificos planteados para este trabajo de investigacién, fueron

propuestos:

e Objetivo 1. Demostrar que la biosintesis de siderdforos tipo vancrobactina es

recurrente en la especie Vibrio

Se pretende demostrar que los sideréforos tipo vancrobactina no esta limitados
Unicamente a las especies V. anguillarum y V. campbelli. Para ello se estudiaron en
varias cepas, de entre una coleccién de 100 aisladas en peces, la presencia de este
compuesto mediante el uso de SPE con cartuchos HLB y para la detecciéon la técnica

hibrida LC/MS

e Objetivo 2. Probar que la movilizacién por conjugacién entre bacterias patégenas
de plasmidos involucrados en la biosintesis de siderdforos, puede proveer nuevas

funciones a la bacteria receptora

Para ello se estudiara la presencia de piscibactina en un mutante de Vibrio alginolyticus
al que se le incorpord por conjugacion el plasmido pPHDP70, que se sabe que es el
responsable de la sintesis y transporte de piscibactina, un sideréforo aislado de la bacteria

Photobacterium damselae subsp piscicida

e Objetivo 3. Determinacion de los sideréforos de la bacteria patégena, Edwardsiella

tarda, para la que se propuso por analisis gendmicos la presencia de vibrioferrina

El grupo de microbiologia con el cual colabora nuestro grupo de investigacion logré
identificar un cluster genes en la bacteria Edwardsiella tarda, similar a los implicados en la

biosintesis del sideréforo vibrioferrina. Se pretende confirmar la presencia de este
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siderdforo en esa bacteria mediante su extraccion de un cultivo de una cepa con la resina

Amberlita® XDA-4 y la posterior deteccion mediante LC/MS

e Objetivo 4. Busqueda de un funcional y conjunto base adecuado para la
determinacién desplazamientos quimicos en modelos sencillos con dtomos de

azufre

Se pretende encontrar los funcionales y conjuntos base adecuados a la hora de estimar
tedricamente los desplazamientos quimicos de RMN de '°C utilizando métodos
computacionales basados en la teoria de funcionales de densidad (DFT) en compuestos con
atomos de azufre. Para ello se realizara un estudio a modelos muy sencillos con estas
caracteristicas, sulfuro de dietilo y sulfuro de isopropilo, y los desplazamientos tedricos
estimados con diferentes funcionales y conjuntos base se compararon con datos

experimentales.
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3. Materiales y Métodos
Equipamiento

La separacion cromatografica fue realizada en un sistema de Cromatografia Liquida
Agilent 1100 equipado con un sistema degasificador, bomba cuaternaria, automuestreador,
compartimento de columna y un detector de diodos (Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany). La longitud de onda del UV fue ajustada a 214 nm, con un ancho de banda de 8
nm. Los espectros de masas fueron realizados en modo de ionizacion electrospray usando
un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap (Thermo Fisher) acoplado a un sistema de HPLC
Accela de Thermo . Las medidas de masa fueron adquiridas en modo ionizacién positiva

sobre un rango de masa de 100-700 uma.

Se usaron cartuchos de extraccién en fase sélida (SPE) marca Oasis® HLB de la
marca Waters (Milford, MA, USA), y adicionalmente también se realizaron extracciones con

la resina lipofilica XAD-4 de la marca Amberlite®.

Reactivos

El acetonitrilo y metanol grado analitico usado fue obtenido de Lab Scand (Dublin,
Irlanda), 4cido trifluoroacético y férmico fue adquirido de Sigma-Aldrich (Steinheim,
Germany), la solucién N de amonio en MeOH (CH3OH:7N NHs) de la casa comercial Accros
(Geel, Belgium) y el agua ultrapura se obtuvo usando un sistema Milli-Q plus de la casa

Millipore (Bedford, MA, USA).

Procedimientos de separacion

Objetivo 1. Demostrar que la biosintesis de sideréforos tipo vancrobactina es

recurrente en la especie Vibrio
Fraccionamiento del V. ordali

Un litro de cultivo libre de células de V. ordali fue liofilizado para dar 4.642 g de
material. Las fases movil empleadas en la SPE fueron agua (Disolvente A) y acetonitrilo
(Disolvente B), cada uno conteniendo 0.1% TFA (v/v). El cartucho fue acondicionado y
equilibrado con 60 mL de disolvente B y 60 mL de disolvente A. Posteriormente, es cargado
con la muestra disuelta en agua (1 g/mL). A continuacion, se lavé con 60 mL de disolvente

A, 30 mL de una mezcla de disolvente A:B 1:1 y finalmente con 30 mL de disolvente B. Los
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siderdforos vancrobactina y divancrobactina eluyeron en la segunda fracciéon y fueron
detectados por LC/MS a partir de sus iones pseudomoleculares m/z 398 ([M+H]") y m/z 777
(IM+H]") respectivamente. Cada una de las tres fracciones V48L1, V48L2 y V48L3 (Figura 5)
fue concentrada a sequedad obteniéndose 193,3; 20,4 y 5,0 mg respectivamente. (Espada,

etal., 2011)

Cultivo libre de Células
V. ordali (1)

Liofilizado
(4.642g)
Disolucion del
= liofilizadoen
agua (1g/mL)
| 1 1
Disolvente A (60 mL) Meglg:f) 11 Dls(gl(;/(;qnf)e B

LV48L1(193.3mg) \— V48L2 (20.4 mg) \— V48L3 (5.0 mg)

L Vancrobactinay
divancrobactina

(LC-MS)

Figura 5. Esquema de fraccionamiento del extracto libre de células de Vibrio ordali

mediante cartuchos HLB

Fraccionamiento del V. metschnikovii, V. harveyi y V. pelagius

Se procedid de igual manera para las especies V. metschnikovii, V. harveyi y V.
pelagius, lograndose detectar la presencia de sideréforos tipo vancrobactina segun se

muestra a continuacion.




Tabla 4. Siderdforos tipo vancrobactina detectados en las especies V. metschnikovii, V.
harveyiy V. pelagius

Sideréforo

Bacterias Fracciones Masa (mg)
eluidas en HLB Vancrobactina Divancrobactina

V62L1 608.0 - -

V. metschnikovii V6212 35.0 + +
V62L3 8.4 - -

V15L1 728.5 - -

V. harveyi V15L2 19.3 - -
V1513 3.3 + +

VI9aL1 633.1 - -

V. pelagius Vo9L2 21.2 + +
V9I9L3 1.5 + +

Objetivo 2. Probar que la movilizacion por conjugacion entre bacterias patégenas
de plasmidos involucrados en la biosintesis de sideréforos, puede proveer nuevas

funciones a la bacteria receptora

Un litro de cultivo libre de células de la cepa mutante Vibrio alginolyticus pvsA se
concentrd a presion reducida (39 °C) y luego se dividid en dos porciones de 150 mL. A
continuacién 9 mg de GaBr; (o 8 mg de FeCls) fueron lentamente afiadidos a cada porcidn
durante 5 min y gentilmente agitados por 10 min adicionales. Luego de que ambas
disoluciones fueron incubadas durante 24 h a 4 °C, 75 mL de cada una de ellas fueron
fraccionadas por SPE a través de un cartucho Oasis® HLB (35 cm?, 6 g), el cual se eluyd con
30 mL las siguientes mezclas de disolvente; H,0:CHsCN 1:0, 7:3, 1:1 y 0:1, para obtener 4
fracciones, que fueron nombradas para la incubada con Ga(lll): VAPGL1, VAPGL2, VAPGL3 y
VAPGL4, y VAPFL1, VAPFL2, VAPFL3 y VAPFL4, para la incubada con Fe(lll) (Figura 6). Las
fracciones VAPGL3 y VAPFL3, eluidas con H,0: CH3;CN 1:1 fueron analizadas por LC/MS
usando una columna Atlantis dC18 (100X4.6 mm, 5 um) (Waters) con una fase movil
consistente de un gradiente de 35 min de 10 a 100 % CH3CN en H,0 (v/v), luego 5 min a 100
% CHsCN. El analisis de la fraccién VAPGL3 (H,0:CHsCN 1:1) (3,0 mg) mostré la presencia a
tr= 8.79 min de un pico cuyo espectro de masas que presentd el cluster isotépico del
complejo de piscibactina-Ga(lll) a 520/521 (Figura 21) (Figura 22). La banda UV

caracteristico del acomplejamiento del metal no se encontré en su espectro de UV debido a
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la baja concentraciéon del complejo en la muestra. El andlisis de LC/MS de la fraccidn
VAPFL3 (0,9 mg) mostro la presencia de un compuesto con tz=10.20 min cuyo espectro de
masas exhibié un ién pseudomolecular [M+H]* a m/z 507, que se diferencia en 13 unidades
del complejo piscibactina-Ga(lll). En vista, de que no se encontroé el cluster isotdpico tipico
del complejo de piscibactina-Fe(lll) pareciera indicar que no se formd dicho complejo

(Souto, et al., 2012)

Cultivo libre de Células
alginolyticus (1)

GaBr; (9 mg)

Incubaciéna 4 °Cx 24 |
h

SPEHLB

H,0:CH,CN 1:0 (30 mL) (30 ml) (30mL)

H,0:CH,CN 7:3| H,0:CH,CN 1:1

H,0:CH,CN 0:1 (30 mL)

I— VAPGL3(3,0 mg)

I_ Piscibactina-Ga
(LC-MS)

Figura 6. Esquema de fraccionamiento para la obtencion del complejo piscibactina-Ga(lll) a
partir de la cepa mutante Vibrio alginolyticus pvsA mediante cartucho Oasis® HLB

Objetivo 3. Determinacion de los sideréforos de la bacteria patdgena,

Edwardsiella tarda, para la que se propuso por analisis genémicos

Dos litros de cultivo libre de células de la bacteria Edwardsiella tarda fueron
acidificados hasta pH = 2,5 con HCI. Posteriormente se mezclaron con 414 g de resina
Amberlite® XAD-4 y se dejaron en agitados (18 h). Seguidamente la mezcla fue colocada en
una columna de cromatografia adecuada y lavada, a un flujo de 1mL/min) con los
disolventes H,0 (hasta que no se detecto la presencia de sales) (5.5 L), H,0:MeOH 1:1 (0,4
L) y MeOH (1,2), obteniéndose tres fracciones: PDX1 (54.8 g), PDX2 (30.6 mg) y PDX3 (351,3
mg) (Figura 7). El sideréforo vibrioferrina (VF) fue identificado por LC/MS de alta resolucidn
como parte de un ién pseudomolecular [M+Na]* a m/z 457, a tz= 1,83 min, en la fraccidn

acuosa (PDX1) usando una columna Atlantis dC18 (100X4.6 mm, 5 um) (Waters) con una
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fase maovil consistente de un gradiente de 35 min de 10 a 100 % CHsCN en H,0 (v/v), luego
5 min a 100 % CH3CN y finalmente 10 min desde 100 % hasta 10 % CH3CN/H,0 (v/v), a un
flujo de 1 mL/min. (Amin, et al., 2007, p. 2)

Cultivo libre de Células
E.tarda (2,51)

Resina XDA-4
(414,0g)x18 h

H,0:MeOH 1:1
H,0(5,5 L) 041) MeOH (1,2 L)
PDX1 (54,8 g) I— PDX2 (30,6 mg) I— PDX3 (351,3 mg)
[M+Na]*
(LC/MS)

Figura 7. Esquema de fraccionamiento del extracto libre de células de la bacteria E. tarda
mediante resina Amberlite® XAD-4 y LC/MS

Objetivo 4. Busqueda de un funcional y conjunto base adecuado para la
determinacion desplazamientos quimicos en modelos sencillos con atomos de

azufre

Las moléculas sulfuro de dietilo y sulfuro de isopropilo (Figura 8), fueron sometidas
a una busqueda conformacional usando el médulo GMMX del programa PC-Model versiéon
9.0, con una ventana energética de menos de 3.5 kcal/mol. Los conféormeros obtenidos
fueron comparados energética y estructuralmente con el médulo de comparacién del
ChemBio3D Ultra 12.0, encontrandose 6 y 11 conférmeros respectivamente mediante el
programa Gaussian 09. A continuacion se utilizaron calculos DFT para estimar los
desplazamientos quimicos de RMN de ™C utilizdindose los diferentes funcionales:
MPW1PWP1, PBEPBE y WB97XD, y los conjuntos base: 6-311G(2d,p) y 6-311G(d,p).
Finalmente se miraron que para funcional /conjunto base se acercaba al desplazamiento
guimico experimental. La mejor estimacion en ambas moléculas fue a través del funcional
WB97XD vy el conjunto base 6-311G (2d,p). La diferencia entre la sefial de RMN de *C
tedrica y experimental, en el sulfuro de dietilo fue de: C1 y C5: 2,1y C2y C4: 7,9 ppm, y

29



para el sulfuro de isopropilo C1, C5, C6 y C7: 1,6 y C2 y C4: 8,1 ppm. (Nieto, 2013) (Cen-
Pacheco, et al., 2013)

Y

Sulfuro de dietilo (a) Sulfuro de isopropilo (b)

\/S\/

Figura 8. Moléculas organicas sencillas contentivas de atomos de azufre
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3. Resultados y Discusion

Objetivo 1. Demostrar que la biosintesis de sideréforos tipo vancrobactina

es recurrente en la especie Vibrio

La produccion de siderdforos por los microorganismos marinos esta encaminada a
vencer la limitacidon en la disponibilidad de hierro (lll) existente en este medio, de tal
manera que el desarrollo un sistema de biosintesis de sideréforos favorece la viabilidad,
considerandose en muchos casos como factores de virulencia. La produccidn de sideréforo
vancrobactina, junto a su dimero y trimero, (Figura 9) ha sido anteriormente reportado en
el V. campbelli, bacteria responsable de enormes pérdidas en las piscifactorias alrededor
del mundo. (Balado, et al., 2006) (Sandy, et al., 2010). Trabajos realizados sobre el V.
anguillarum, demostraron que el sideréforo vancrobactina es utilizado a través del receptor
de membrana externa FvTA, y por lo tanto es el siderdforo ancestral de esta especie.

(Soengas, et al., 2006)

Para lograr una deteccion rdpida y eficiente de los sideréforos tipos vancrobactina
en las distintas de Vibrio, se utilizd una técnica basada en el uso de un sistema HLB-
HPLC/MS, desarrollado por el grupo de investigacion donde se desarrolld este trabajo. El
sistema hidrofilico-lipofilico se fundamenta en las propiedades de retencion del cartucho
polimérico HLB. La naturaleza y la altamente especifica area superficial de esta resina
polimérica permite fraccionar extractos crudos logrando extraer y separar de forma rdpida
y eficiente metabolitos hidrofilicos usando cantidades minimas de disolvente (Figura 5).

(Espada, et al., 2011).

De los resultados obtenidos (Tabla 4, pag. 27. Figuras 10-19 pag. 33 - 42), se
evidencia la presencia de los sideréforos vancrobactina y divancrobactina (Figura 9) como
un marcado de especia para la familia Vibrionaceae, al igual que la sideréforo catecdlico
enterobactina, presente en prdcticamente todas las enterobacterias (Griffiths, et al., 1984)
y se deduce que la produccién de los mismos tiene una larga historia evolutiva asociada al
género Vibrio. Finalmente la gran influencia que los mecanismos de sintesis de sideréforos
tiene sobre la viabilidad de las células parece que promueve la dispersion de este tipo de
genes entre especies. Aunque no se pudo detectar la presencia de trivancrobactina, adin no

puede descartarse completamente su presencia en algunos de los sobrenadantes.
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Figura 9. Siderdforos tipo vancrobactina identificados en V. metschnikovii, V. ordali, V.

harveyi y V. pelagius.
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Figura 10. Cromatograma HPLC-DAD-MS de la fraccién de V. ordali que contenia vancrobactina eluida con H,0 y CHsCN (1:1) en cartucho OASIS ®HLB

(arriba). Espectro de masas (medio) y espectro UV (abajo) correspondiente al pico con t3=4.68 min
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Figura 11. Cromatograma HPLC-DAD-MS de la fraccidn de V. ordali que contenia divancrobactina eluida con CH3;CN en cartucho OASIS ®HLB (arriba).

Espectro de masas (medio) y espectro UV (abajo) correspondiente al pico con tz=5.46 min
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Figura 12. Cromatograma HPLC-DAD-MS de la fraccion de V. metschnikovii que contenia vancrobactina eluida con H,0 y CH3CN (1:1) en cartucho

OASIS ®HLB (arriba). Espectro de masas (medio) y espectro UV (abajo) correspondiente al pico con tz= 4.61 min.
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Figura 13. Cromatograma HPLC-DAD-MS de la fraccion de V. metschnikovii que contenia divancrobactina eluida con CHsCN en cartucho OASIS ®HLB

(arriba). Espectro de masas (medio) y espectro UV (abajo) correspondiente al pico con tz= 5.44 min.
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Figura 14. Cromatograma HPLC-DAD-MS de la fraccién de V. harveyi que contenia vancrobactina eluida con H,O y CH;CN (1:1) en cartucho OASIS

®HLB (arriba). Espectro de masas (medio) y espectro UV (abajo) correspondiente al pico con tz= 4.66 min.
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Figura 15. Cromatograma HPLC-DAD-MS de la fraccion de V. harveyi que contenia divancrobactina eluida con CH;CN en cartucho OASIS ®HLB (arriba).

Espectro de masas (medio) y espectro UV (abajo) correspondiente al pico con tz=5.49 min.
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Figura 16. Cromatograma HPLC-DAD-MS de la fraccién de V. pelagius que contenia vancrobactina eluida con H,0 y CHsCN (1:1) en cartucho OASIS

®HLB (arriba). Espectro de masas (medio) y espectro UV (abajo) correspondiente al pico con tz= 4.64 min.
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Figura 17. Cromatograma HPLC-DAD-MS de la fraccién de V. pelagius que contenia divancrobactina eluida con H,O y CH3CN (1:1), en cartucho OASIS

®HLB (arriba). Espectro de masas (medio) y espectro UV (abajo)

wavelength (nm)



C:\Xcalibur\data\20130529F06 2013-05-29 01:12:59 p.m. VP99L3

RT: 0.00 - 22.00

10.3g 10.93 11.33 12.57 13.87 14.86 1525

NL:
3.54E4

30000 Total Scan
PDA
' 20000 20130529F06
10000
0.04 1.66 17.00 17.41
0 4.67 NL:
100 4.64 1.84E5
| Base Peak
4.50 M‘ m/z=
50 4.33 | 397.66-398.66
4.07 479 MS
110 1.77 2.87 77 "~ 510 6.34 669 7.85 858 951 1055 11.50 1212 1253 1412 1516 16.25 17.02 17.89 20130529F06
[ e T S A B L e e B T T B L e LA L S e
0 1 2 3 4 5 11 12 13 14 15 17 18 19 20 21 22
Time (min)
20130529F06 #536 RT: 4.66 AV: 1 NL: 1.68E5
T: FTMS + p ESI Full ms [150.00-2000.00]
398.1672
z=1
168000
166000
164000
162000
160000 371.3159 377.2294 384.5453 388.7583 391.2845 399.1706 413.2662 416.2654 4235634 427.3781
z=" z=? z="? z=?_ z="? z=1 z=1 z=? z=" z="?
T T T ] T T T T T T T T T T T T T T T T LI — LI — LI — T T T T T ] T T T T T T T T T T T T T T T
375 380 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430 435
m/z
20130529F06 #1407 RT: 4.69 AV: 1 NL: 5.92E4 microAU
219 267
50000
40000
! 30000
20000
10000
L e s e s s s B B B B s B B e By o B O B L 1L s s B S S By ) B B B By s B B B B T T T [ T T T [ T T T T T T T ]
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
m/z

Figura 18. Cromatograma HPLC-DAD-MS de la fraccidn de V. pelagius que contenia vancrobactina eluida con CH3CN en cartucho OASIS ®HLB (arriba).

Espectro de masas (medio) y espectro UV (abajo) correspondiente al pico con tz= 4.66 min.
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Objetivo 2. Probar que la movilizacién por conjugacion entre bacterias
patdgenas de plasmidos involucrados en la biosintesis de sider6foros, puede

proveer nuevas funciones a la bacteria receptora

Photobacterium damselae subsp. piscicida, bacteria perteneciente a la familia
Vibrionaceae, es el agente causante de la Pasteurelosis, una enfermedad altamente
virulenta y perjudicial en la acuicultura a nivel mundial, inclusive en Espafia. Es sabido que
la cepa europea de esta bacteria es portadora del plasmido de 70 kb (pPHDP70), el cual
contiene una region de 35 kb que guarda semejanza con la isla de patogenicidad (PAl)
encontrada en la Yersinia HPI. Esta isla codifica la sintesis y transporte del sideréforo

piscibactina. (Osorio, et al., 2006) (Souto, et al., 2012)

En este estudio se analizé la capacidad de producir piscibactina por el Vibrio
alginolyticus, mediante la transferencia por conjugacion del plasmido pPHDP70,
proveniente de la Photobacterium Damselae subsp. piscicida. Esto fue logrado por el grupo
de microbiologia del Profesor Manuel Lemos de la Universidad de Santiago, con el
colaboramos en este proyecto, mediante la introduccién de marcador de resistencia dentro

del plasmido por intercambio alélico. (Figura 20).

El experimento revelé que el pPHDP70 puede ser eficientemente movilizado al
patdgeno Vibrio alginolyticus; la incorporacion del pldsmido permitié a la cepa mutante V.
alginolyticus pvsA (la cual no era capaz de sintetizar nativamente el siderdforo vibrioferrina)

crecer en condiciones de restriccidn de hierro, alcanzando los niveles de la cepa salvaje.

trpC
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repA
. '7\Q VE
tl'p trpc ,“'ﬂ\ v
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Figura 20. Introduccién de un marcador de kanamicina en el plasmido pPHDP70 por

intercambio alélico.
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Esto llevo a pensar que la bacteria habia recuperado su viabilidad porque era capaz
de producir el sideréforo piscibactina. En este sentido, se logrd probar la presencia del
sideréforo mediante la deteccién del complejo piscibactina-Ga(lll) (Figura 21) por LC-DAD-
MS; en el cultivo libre de células de la cepa mutante V. alginolyticus pvsA, crecido en
condiciones deficientes de hierro (Figura 22 y Figura 23). Este resultado indica que el
pldsmido pPHDP70 puede ofrecer la habilidad de producir y utilizar un nuevo sideréforo en
un huésped heterdlogo. Dado que el pPHDP70 contribuye a la virulencia de la P. damselae
subsp. Piscicida, su movilizacién a otras bacterias patdgenas en el ambiente marino podria

crear una generacion de variantes genéticas con nuevas propiedades virulentas.

H
OH /
i N

O™ “oH

H11l

Piscibactina (a) Complejo piscibactina-Ga(lll) (b)

Figura 21. Estructura del siderdforo piscibactina (a) y del complejo piscibactina-Ga(lll) (b)

identificado en la cepa mutante Vibrio alginolyticus pvsA.
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Figura 22. Cromatograma LC-DAD-MS de la fraccion de la cepa mutante V. alginolyticus pvsA que contenia el complejo-Ga(lll) eluida con H,0 y CHsCN

(2:1), en cartucho OASIS ®HLB (arriba). Espectro de masas (medio) y espectro UV (abajo) correspondiente al pico con t3=8.79 min.
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Figura 23. Cromatograma LC-DAD-MS de la fraccidén de la cepa mutante V. alginolyticus pvsA que contenia el complejo-Fe(lll) eluida con H,0 y CHsCN

(2:1), en cartucho OASIS ®HLB (arriba). Espectro de masas (medio) y espectro UV (abajo) correspondiente al pico con t3=10.20 min
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Objetivo 3. Determinacion de los sideréforos de la bacteria patégena,
Edwardsiella tarda, para la que se propuso por analisis genémicos la

presencia de vibrioferrina

Una gran cantidad y variedad de sideréforos ha sido descrita de distintos géneros
de microorganismos marinos, cuya sintesis es reprimida en medios con altas
concentraciones de hierro. El siderdforo vibrioferrina (Figura 24), miembro de la clase
carboxilato, ha sido identificado y asociado con la patogenicidad en algunas bacterias de
marino, tal es el caso del Vibrio parahaemolyticus, Marinobacter spp. DG870, 879 y 979 y
M. algicola DG893, todos ellos relacionados con problemas a la salud publica. (Yamamoto,

et al., 1994) (Amin, et al., 2007) (Amin, et al., 2009)

OH OH _
5 o HO
o) 0 CH
HO N . © HO N i i
o N o0 > N Na
o OH o} o o o}
0 HO
HO
L o

Figura 24. Siderdforo vibrioferrina de E. Tarda identificado por HPLC-DAD-HRMS en forma
aducto [M+Na]".

Las ultimas décadas han visto avances significativos en la gendmica, alcanzandose la
posibilidad de predecir la produccién de metabolitos en microorganismos. (Balado, et al.,
2006). (Funahashi, et al.,, 2002) Mediante estudios genéticos se encontré un clister de
genes asociado con la produccién del siderdéforo vibrioferrina en la bacteria Edwardsiella
tarda. Esto fue confirmado analizdndose la fraccion acuosa (PDX1) procedente de la
columna de resina Amberlite® XAD-4 por LC-DAD-HRMS (Figura 7). Resinas poliméricas
como esta son iddneas para el fraccionamiento de extractos acuosos donde se sospecha la
presencias de compuestos con estructuras anfipaticas; en particular, la XAD-4 es
ampliamente usada en la separacién de compuesto de relativo bajo peso molecular. En los
andlisis realizados a PDX1, se muestra la presencia del id6n pseudomolecular [M+Na]* a m/z
457 (masa exacta: 457.1070, Figura 25) como era de esperar; dada la gran concentracién de
sales presentes en el medio de cultivo. Aun resta analizar por parte de nuestro grupo de

investigacion, las fracciones menos polares del fraccionamiento del cultivo libre de células
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de la Edwardsiella tarda, donde, por sus caracteristicas anfifilicas se espera encontrar el

sideréforo en mayor concentracién.

Haber detectado la presencia del sideréforo vibrioferrina en esta cepa valida
nuevamente los estudios gendmicos como via para la prediccion de metabolitos
secundarios en bacterias de origen marino. Igualmente, podria sugerirse que algunos
siderdforos no sélo participan en la captura de hierro para los procesos bioldgicos de las
bacterias, sino también actian en la incorporacion de otros elementos también esenciales

en los procesos bioldgicos. (Amin, et al., 2009)
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Figura 25. Cromatograma LC-DAD-MS de la fraccién de E. tarda que contenia vibrioferrina en forma de aducto ([M+Na]*) eluida con H,0, en columna

de Amberlite ® XAD-4. Espectro de masas (abajo) correspondiente al pico con t;=1.83 min



Objetivo 4. Busqueda de un funcional y conjunto base adecuado para la
determinacion desplazamientos quimicos en modelos sencillos con atomos

de azufre

La asignacién de estereoquimica es usualmente uno de los cuellos de botella en la
determinacién estructural de productos naturales. Este hecho se hace mas significativo en
el aislamiento de compuestos de naturaleza desconocida o aquellos que proceden de una
sintesis no-estereoselectiva donde son usados métodos sintéticos no-estereoespecificos.
Una de las herramientas que ayudan a la resolucién de estos problemas son los calculos
computaciones aplicados a la resolucion estructural y estados de transicidn; en concreto
una de las armas mas potentes que se utilizan hoy en dia en los métodos computacionales
es el calculo de desplazamientos quimicos de RMN con el fin de decidir la estequiometria
de un compuesto, o de describir entre posibles isomeros de un compuesto dado. El grupo
de investigacién PRONAMAR tiene una larga experiencia en el uso de estas metodologias.
En los afios recientes ha logrado dar con la configuracion relativa y absoluta de varios
compuestos provenientes de organismos marinos, tal es el caso de la telepamida aislada del
Thelepus crispus, un anélido poliqueto (Nieto, 2013), el nivariol, un polieter pentaciclico
aislado de la Laurencia viridis (Cen-Pacheco, et al., 2013), la prepiscibactina (Figura 26) y

piscibactina (Figura 21 (a)) aislada del P. damselae subsp. piscicida (Souto, et al., 2012)

Prepiscibactina (a)

/\)Oil I
HO \ :
/\HJ\OH },/,' R
(N o) AR PR WG
o)
HO

Telepamida (b) Nivariol (c)
Figura 26. Algunos metabolitos secundarios aislado por el grupo de investigacion

(RN}

PRONAMAR

Un aspecto que queremos abordar en con esta metodologia es la aplicabilidad de
los célculos computacionales a sideréforos. La diversidad estructural de lo sideréforos ha

sido ampliamente estudiada, (Tabla 2) por muchos autores. En esta metodologia
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aplicaremos calculos DFT donde necesario el conocimiento de conjuntos base y funcionales
adecuados para alcanzar aproximaciones adecuadas, en este sentido, realizamos el cdlculo
de desplazamientos de RMN “*C en modelos sencillos con dtomos de azufre. Con esto se
espera contribuir de forma significativa a la determinaciéon posible de andlogos de la
piscibactina, trabajo enmarcado dentro de uno de los proyectos que actualmente desarrolla

este grupo.

51



4.a Busqueda del espacio conformacional mediante médulo GMMX

Para esto se eligieron modelos sencillos con atomos de azufre, sulfuro de dietilo y
sulfuro de isopropilo (Figura 27). Estas estructuras fueron sometidas a una busqueda
conformacional, con el modulo GMMX del programa PC Model 9, usando una ventana
energética correspondiente al 99.95 % de la poblacion (<3.5 kcal/mol) y encontraron 7 y 15

conféormeros respectivamente, a continuacion se muestra la energia asociada con los

PPN PN

Sulfuro de dietilo (a) Sulfuro de isopropilo (b)

mismo.

Figura 27. Estructuras empleadas en los calculos de desplazamiento quimico de *C

Tabla 5. Energia asociada a los conférmeros encontrados dentro de una ventana de 3.5
kcal/mol del sulfuro de dietilo. Obtenidos mediante el programa PC Model 9

Conférmero Energia (Eh)
M1-1 4.07E-03
M1-2 4.64E-03
M1-3 4.64E-03
M1-4 4.64E-03
M1-5 5.35E-03
M1-6 6.43E-03
M1-7 6.43E-03

Tabla 6. Energia asociada a los conférmeros encontrados dentro de una ventana de 3.5
kcal/mol del sulfuro de isopropilo. Obtenidos mediante el el programa PC Model 9

Conférmero Energia (Eh)
M2-1 8.26E-03
M2-2 8.26E-03
M2-3 8.53E-03
M2-4 8.53E-03
M2-5 9.06E-03
M2-6 9.06E-03
M2-7 9.06E-03
M2-8 9.78E-03
M2-9 9.78E-03

M2-10 9.78E-03
M2-11 9.78E-03
M2-12 1.16E-02
M2-13 1.16E-02
M2-14 1.16E-02

M2-15 1.16E-02




Luego de realizar una la comparacion energética y estructural, mediante el mdédulo
de comparacidon del ChemBio3D 12.0, ambas lista se redujeron a 6 y 11 conférmeros
respectivamente. Quedaron eliminados de la Tabla 5 el conférmero: M1-4 (idéntico al M1-

3) y de la Tabla 6 los conférmeros: M2-4, 7, 14y 15

El siguiente paso consistié en el cdlculo de la energia a nivel DFT de cado uno de los
conférmeros utilizando en funcional de Lee-Yang-Parr B3LYP y el conjunto base 6-31-G(d).
Esta combinacién da muy buenos resultados para moléculas organicas y nos permite
calcular la poblacién de cada conférmero. Después se pasé a calcular los desplazamientos
quimicos de carbono-13 mediante la aproximacién GIAO (Gauge Independent Atomic
Orbitals) para cada uno de los conférmeros utilizando los funcionales MPW1PWP1, PBEPBE
y WB97XD con los conjuntos base 6-311 G(d,p) y 6-311G(2d,p). Todos estos calculos fueron

realizados utilizando el software Gaussian 9.0.

Se muestran los resultados obtenidos en las siguientes tablas:
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4.b  Calculo de energia DFT mediante el funcional hibrido B3LYP y el conjunto base 6-31G(d)
4.b.1 Calculos correspondientes al sulfuro de dietilo

Tabla 7. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de dietilo. Calculados mediante el funcional MPW1PWP1 y el conjunto base 6-311G
(2d,p)

Desplazamientos

Funcional Conjunto Conféormero  Energia (Eh)*  Contribucion ala Desplazamientos (ppm) medios (ppm)
Base poblacion (%)

oC, oG, 6C; oCy 6Ci4 6Cy3
M1-1 -556.6806211 16.69 14.0 36.0 36.0 14.0
M1-2 -556.6804462 16.68 16.5 35.2 32.9 13.8
MPW1PWP1 6-311G M1-3 -556.6804442 16.68 13.8 33.0 35.2 16.5
) 3 (2d,p) M1-5 -556.6803111 16.68 15.0 28.8 28.8 15.0
1 /\S/\ 4 M1-6 -556.6787323 16.63 21.7 36.4 38.1 19.5
M1-7 -556.6787318 16.63 19.5 38.1 36.4 21.7

Desplazamiento promedio 16.7 34.6 34.6 16.7 16.7 34.6

*DFT-B3LYP 6-31G (d). Energia en Hartrees 1 Eh = 627.509 469 kcal/mol




Tabla 8. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de dietilo. Calculados mediante el funcional MPW1PWP1 y el conjunto base 6-311G
(d,p)

Desplazamientos

Funcional Conjunto Conféormero Energia (Eh)*  Contribucion a Desplazamientos (ppm) medios (ppm)
Base la poblacion (%)
8C1 8C2 8C3 8C4 8C1_4 8C2_3
M1-1 -556.674153 16.68 21.9 43.3 43.3 21.9
M1-2 -556.674165 16.68 24.5 42.6 40.4 21.8
MPW1PWP1 6-311G (d,p) M1-3 -556.674163 16.68 21.8 40.4 42.6 24.5
M1-5 -556.674236 16.68 23.0 36.3 36.3 23.0
2 3 M1-6 -556.672719 16.64 29.7 440 457 27.5
/\S/\ A
1 M1-7 -556.672718 16.64 275 457  44.0 29.7
Desp|azamiento promedio 24.7 42.0 42.0 24.7 24.7 42.0

*DFT-B3LYP 6-31G (d). Energia en Hartrees 1 Eh = 627.509 469 kcal/mol




Tabla 9. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de dietilo. Calculados mediante el funcional PBEPBE y el conjunto base 6-311G
(2d,p)

Desplazamientos (ppm) Desplazamientos
Funcional Conjunto  Conférmero Energia (Eh)* Contribucién a la medios (ppm)
Base poblacion (%)

8C1 8C2 8C3 8C4 8C1_4 8C2_3
M1-1 -556.2921973 16.68 13.9 38.7 38.7 13.9
M1-2 -556.2922653 16.68 16.5 37.8 354 13.8
PBEPBE 6-311G M1-3 -556.2922654 16.68 13.8 35.5 37.8 16.5
(2d,p) M1-5 -556.2923948 16.68 14.7 30.7 30.7 14.7

2 3

1 g N . M1-6 -556.2909272 16.64 223 392 410 19.9
M1-7 -556.2909266 16.64 20.0 41.0 39.2 22.3

Desplazamiento promedio 16.9 37.2 37.2 16.9 16.9 37.2

*DFT-B3LYP 6-31G (d). Energia en Hartrees 1 Eh = 627.509 469 kcal/mol




Tabla 10. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de dietilo. Calculados mediante el funcional PBEPBE y el conjunto base 6-311G
(d,p)

Desplazamientos (ppm) Desplazamientos
Funcional Conjunto  Conférmero Energia (Eh)* Contribuci6n a la medios (ppm)
Base poblacion (%)

8C1 8C2 8C3 8C4 8C1_4 8C2_3
M1-1 -556.286144 16.67 14.3 38.6 38.6 14.3
M1-2 -556.286400 16.68 17.0 37.7 35.4 14.2
PBEPBE 6-311G (d,p) M1-3 -556.286401 16.68 4.2 35.4 37.7 17.0
M1-5 -556.286739 16.69 15.2 30.8 30.8 15.2

2 3
/\S/\ M1-6 -556.285318 16.65 22.8 39.4 41.2 20.4
1 4

M1-7 -556.285317 16.65 20.4 41.2 39.4 22.8

Desplazamiento promedio 15.7 37.2 37.2 173 16.5 37.2

*DFT-B3LYP 6-31G (d). Energia en Hartrees 1 Eh = 627.509 469 kcal/mol




Tabla 11. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de dietilo. Calculados mediante el funcional WB97XD vy el conjunto base 6-311G
(2d,p)

Desplazamientos (ppm) Desplazamientos
Funcional Conjunto  Conférmero Energia (Eh)* Contribuci6n a la medios (ppm)
Base poblacion (%)

8C1 8C2 8C3 8C4 8C1_4 8C2_3
M1-1 -556.6469792 16.66 14.0 34.7 34.7 14.0
M1-2 -556.6475481 16.68 16.8 34.0 31.8 14.0
WB97XD 6-311G(2d,p) M1-3 -556.6475465 16.68 14.0 31.8 34.0 16.8
M1-5 -556.6480562 16.69 15.4 27.9 27.9 15.4

2 3
/\S/\ M1-6 -556.6465605 16.65 21.8 35.2 37.0 19.6
1 4

M1-7 -556.6465603 16.65 19.6 37.0 35.2 21.8

Desplazamiento promedio 16.9 334 334 16.9 16.9 334

*DFT-B3LYP 6-31G (d). Energia en Hartrees 1 Eh = 627.509 469 kcal/mol




Tabla 12. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de dietilo. Calculados mediante el funcional WB97XD vy el conjunto base 6-311G
(d,p)

Desplazamientos (ppm) Desplazamientos
Funcional Conjunto  Conférmero Energia (Eh)* Contribucién a la medios (ppm)
Base poblacion (%)

8C1 8C2 8C3 8C4 8C1_4 8C2_3
M1-1 -556.64041346 16.65 143 344 344 14.3
M1-2 -556.64114929 16.67 17.2 33.9 31.7 14.4
WB97XD 6-311G (d,p) M1-3 -556.64114797 16.67 14.4 31.7 33.9 17.2
M1-5 -556.64186178 16.69 159 279 279 15.9

2 3
NN M1-6 -556.64042963 16.65 223 353 371 20.1
1 4

M1-7 -556.64042960 16.65 201 370 353 22.3

Desplazamiento promedio 17.4 334 334 17.4 17.4 334

*DFT-B3LYP 6-31G(d). Energia en Hartrees 1 Eh = 627.509 469 kcal/mol




4.b.2 Calculos correspondientes al sulfuro de isopropilo

Tabla 13. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de isopropilo. Calculado mediante el funcional MPW1PWP1 y el conjunto base 6-311G (2d,p)

. Desplazamientos medios
Desplazamientos (ppm) P

Funcional Conjunto Conformero  Energia (Eh) Contribucion a la (ppm)
Base P ) e 86 56 569G 0C  Cie G  3Ges
1 -635.31329 9.12 23.5 41.5 41.5 23.5 22.7 22.7
2 -635.31329 9.12 22.7 41.5 41.5 22.7 23.5 23.5
3 -635.31329 9.12 22.7 41.5 41.5 22.7 23.5 23.5
MPW1PWP1 6-311G 5 -635.31153 9.10 28.1 47.0 48.0 231 26.0 25.9
(2d,p) 6 -635.31153 9.10 25.9 48.0 47.0 26.0 231 28.1
5 6 8 -635.31034 9.08 25.2 45.3 38.4 28.7 244 26.0
){ /l?’\ 9 -635.31034 9.08 24.4 45.3 38.4 26.0 25.2 28.7
1 S 4 10 -635.31034 9.08 28.7 38.4 45.3 25.2 26.0 24.4
11 -635.31034 9.08 26.0 38.4 45.3 24.4 28.7 25.2
12 -635.30972 9.07 22,5 44.5 40.3 234 27.8 27.9
13 -635.30972 9.07 27.9 40.3 44.5 27.8 234 22,5

Desplazamiento promedio 25.2 42.9 42.9 24.9 24.9 253 279 424 23.0

*DFT-B3LYP 6-31G(d). Energia en Hartrees 1 Eh = 627.509 469 kcal/mol




Tabla 14. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de isopropilo. Calculado mediante el funcional MPW1PWP1 vy el conjunto base 6-311G(d,p)

. Desplazamientos medios
Desplazamientos (ppm) P

Funcional Conjunto Conformero  Energia (Eh) Contribucion a la (ppm)
Base P ) e 86 56 569G 9C  Cie G  3Ges
1 -635.30597 9.12 31.6 48.9 48.9 31.6 30.8 30.8
2 -635.30597 9.12 30.7 48.9 48.9 30.7 315 315
3 -635.30597 9.12 30.7 48.8 48.8 30.7 315 315
MPWIPWP1  6-311G(d,p) 5 -635.30440 9.10 36.3 54.7 55.4 31.2 341 33.9
6 -635.30440 9.10 33.9 55.4 54.7 341 31.2 36.3
8 -635.30330 9.08 33.3 52.8 46.0 36.8 324 34.1
> ¢ 9 -635.30330 9.08 324 52.8 46.0 341 33.3 36.8
){SJ‘?\ 10 -635.30330 9.08 36.8 46.0 52.8 33.3 341 324
1 4 11 -635.30330 9.08 341 46.0 52.8 324 36.8 33.3
12 -635.30247 9.07 30.4 52.0 47.8 315 35.9 36.0
13 -635.30247 9.07 36.0 47.8 52.0 35.9 315 304

Desplazamiento promedio 33.3 50.4 50.4 32.9 33.0 334 331 504 332

*DFT-B3LYP 6-31G(d). Energia en Hartrees 1 Eh = 627.509 469 kcal/mol




Tabla 15. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de jisopropilo. Calculado mediante el funcional PBEPBE y el conjunto base 6-311G(2d,p)

. Desplazamientos medios
Desplazamientos (ppm) P

Funcional Conjunto Conformero  Energia (Eh) Contribucion a la (ppm)
Base P ) e 86 56 569G 9C  Cie G  3Ges
1 -634.82911 9.12 23.8 44.9 44.9 23.8 23.2 23.2
2 -634.82910 9.12 231 44.9 44.9 231 23.9 23.9
3 -634.82910 9.12 231 44.9 44.9 231 23.9 23.9
PBEPBE 6-311G 5 -634.82740 9.09 28.9 50.9 51.8 23.6 26.6 26.5
(2d,p) 6 -634.82740 9.09 26.5 51.8 50.9 26.6 23.6 28.9
8 -634.82632 9.08 26.0 48.8 41.4 29.5 24.8 26.6
> ® 9 -634.82632 9.08 24.8 48.8 41.4 26.6 26.0 29.5
1)%SJ3\4 10 -634.82632 9.08 29.5 41.4 48.8 26.0 26.6 24.8
11 -634.82632 9.08 26.6 41.4 48.8 24.8 29.5 26.0
12 -634.82583 9.07 22.9 48.0 43.5 23.9 28.6 28.8
13 -634.82583 9.07 28.8 43.5 48.0 28.6 23.9 22.9

Desplazamiento promedio 25.8 46.3 46.3 25.4 25.5 25.9 25.6 46.3 25.7

*DFT-B3LYP 6-31G(d). Energia en Hartrees 1 Eh = 627.509 469 kcal/mol




Tabla 16. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de isopropilo. Calculado mediante el funcional PBEPBE y el conjunto base 6-311G(d,p)

. Desplazamientos medios
Desplazamientos (ppm) P

Funcional Conjunto Conformero  Energia (Eh) Contribucion a la (ppm)
Base P ) e 86 56 569G 0C  Cie G  3Ges
1 -634.82247 9.12 24.4 44.8 44.8 24.4 23.7 23.7
2 -634.82246 9.12 23.6 44.7 44.7 23.6 243 243
3 -634.82246 9.12 23.6 44.7 44.7 23.6 24.3 24.3
PBEPBE 6-311G(d,p) 5 -634.82093 9.09 29.4 51.1 51.7 24.2 27.1 27.0
6 -634.82093 9.09 27.0 51.7 51.1 27.1 24.2 29.4
8 -634.81994 9.08 26.5 48.8 41.4 0.1 25.3 27.1
® ° 9 -634.81994 9.08 25.3 48.8 41.4 27.1 26.5 30.1
1J<SJ3\4 10 -634.81994 9.08 30.1 41.4 48.8 26.4 27.1 25.3
11 -634.81994 9.08 271 41.4 48.8 25.3 30.1 26.5
12 -634.81925 9.07 23.3 48.0 43.5 24.5 29.1 29.4
13 -634.81925 9.07 29.4 43.5 48.0 29.1 24.5 23.3

Desplazamiento promedio 26.3 46.3 46.3 23.2 26.0 264 24.8 46.3 26.2

*DFT-B3LYP 6-31G(d). Energia en Hartrees 1 Eh = 627.509 469 kcal/mol




Tabla 17. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de isopropilo. Calculado mediante el funcional WB97XD y el conjunto base 6-311G(2d,p)

. Desplazamientos medios
Desplazamientos (ppm) P

Funcional Conjunto Conformero  Energia (Eh) Contribucion a la (ppm)
Base P ) e 86 56 569G 0C  Cie G  3Ges
1 -635.27730 9.11 23.9 40.2 40.2 23.9 22.8 22.8
2 -635.27736 9.11 22.7 40.2 40.2 22.7 23.9 23.9
3 -635.27736 9.11 22.7 40.2 40.2 22.7 23.9 23.9
WB97XD 6-311G(2d,p) 5 -635.27579 9.09 28.4 45.6 46.6 23.2 26.2 26.2
6 -635.27579 9.09 26.2 46.6 45.6 26.2 23.2 28.4
8 -635.27548 9.08 254 43.9 37.2 28.9 24.7 26.2
> ® 9 -635.27548 9.08 24.7 43.9 37.2 26.2 254 28.9
1)<SJ3\4 10 -635.27548 9.08 28.9 37.2 43.9 254 26.2 24.7
11 -635.27548 9.08 26.2 37.2 43.9 24.7 28.9 254
12 -635.27492 9.08 22.7 43.2 39.0 235 28.1 28.1
13 -635.27492 9.08 28.1 39.0 43.2 28.1 235 22.7

Desplazamiento promedio 25.5 41.6 41.6 25.0 25.2 25.6 253 416 254

*DFT-B3LYP 6-31G(d). Energia en Hartrees 1 Eh = 627.509 469 kcal/mol




Tabla 18. Desplazamientos quimicos de carbono-13 para el sulfuro de isopropilo. Calculado mediante el funcional WB97XD y el conjunto base 6-311G(d,p)

. Desplazamientos medios
Desplazamientos (ppm) P

Funcional Conjunto Conformero  Energia (Eh) Contribucion a la (ppm)
Base P ) e 86 56 569G 9C  Cie G  3Ges
1 -635.26975 9.11 245 40.2 40.2 245 233 233
2 -635.26980 9.11 23.3 40.3 40.3 23.3 24.4 244
3 -635.26980 9.11 23.3 40.3 40.3 23.3 24.4 244
WBS7XD 6-311G(d,p) 5 -635.26842 9.09 29.0 45.9 46.5 23.8 26.8 26.7
6 -635.26842 9.09 26.7 46.5 45.9 26.8 23.8 29.0
8 -635.26821 9.09 26.0 44.0 37.5 29.6 25.3 26.8
> ° 9 -635.26821 9.09 25.3 44.0 37.5 26.8 26.0 29.6
1)€SJ3\4 10 -635.26821 9.09 29.6 37.5 44.0 26.0 26.8 25.3
11 -635.26821 9.09 26.8 37.5 44.0 25.3 29.6 26.0
12 -635.26744 9.07 23.2 43.2 39.1 241 28.7 28.7
13 -635.26744 9.07 28.7 39.1 43.2 28.7 241 23.2

Desplazamiento promedio 26.0 41.7 41.7 25.7 25.8 26.1 259 41.7 26.0

*DFT-B3LYP 6-31G(d). Energia en Hartrees 1 Eh = 627.509 469 kcal/mol




4.c Comparacion

Con la informacién anterior se realizé una comparacién entre las seiales promedio
de los valores obtenidos para cada una de las combinaciones Funcional/conjunto base y los
valores de desplazamientos quimicos experimentales recogidos en la libreria Aldrich de
RMN. Es de resaltar que por la simetria de ambas moléculas se esperaban desplazamientos
quimicos con esas caracteristicas, en los casos donde no fue asi se realizé un promedio de

las sefiales (Tabla 19)
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4.c.1 Seiiales promedio del sulfuro de dietilo

Y 1/\8/\4
Tabla 19. Diferencia absoluta entre los desplazamientos quimicos de carbono-13 calculados
mediante diferentes combinaciones funcional/conjunto base y los valores reportados en la
bibliografia para el sulfuro de dietilo.

Desplazamientos (ppm) E oHEY, o _
Funcional Conjunto Teorico Erperimenal
Base
Tedrico 16.7
0Ci4 - 2.0
Experimental 14.8
6-311G(2d,p) Tedrico 34.6
5Cy3 - 9.1
MPW1PWP1 Experimental 25.5
Tedrico 24.7
8C1a - 10.0
Experimental 14.8
6-311G(d,p) Tedrico 42.0
8C,.3 - 16.6
Experimental 25.5
Tedrico 16.9
0Ci4 - 2.1
Experimental 14.8
6-311G(2d,p) Tedrico 37.2
0Cy3 - 11.7
PBEPBE Experimental 25.5
Tedrico 15.7
0Cy4 - 0.9
Experimental 14.8
6-311G(d,p) Tedrico 37.2
0Cy3 - 11.7
Experimental 25.5
Tedrico 16.9
0C14 - 2.1
Experimental 14.8
6-311G(2d,p) Tedrico 334
8Cy3 - 7.9
WB97XD Experimental 25.5
Tedrico 17.4
0C14 - 2.6
Experimental 14.8
6-311G(d,p) Tedrico 334
8Cy3 - 7.9
Experimental 25.5
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4.c.2 Seilales promedio del sulfuro de isopropilo

Tabla 20. Diferencia absoluta entre los desplazamientos quimicos de carbono-13 calculados
mediante diferentes combinaciones funcional/conjunto base y los valores reportados en la

bibliografia para el sulfuro de isopropilo

Desplazamientos (ppm)

15.®

Funcional Conjunto Base Teorico —
Tedrico 25.1
8C1,5,4,6 - 1.4
6-311G(2d,p) Experimental 23.7
Teodrico 42.9
8Cy3 - 9.4
Experimental 33.5
MPW1PWP1
Teodrico 33.2
8C1,5,4,6 . 9.5
6-311G(d,p) Experimental 23.7
Teodrico 50.4
0Cy3 - 16.9
Experimental 33.5
Teodrico 25.7
8(:1,5,4,6 " 2.0
6-311G(2d,p) Experimental 23.7
Teodrico 46.3
0Cy3 - 12.8
Experimental 33.5
PBEPBE
Teodrico 25.5
8(:1,5,4,6 - 1.8
6-311G(d,p) Experimental 23.7
Teodrico 46.3
8Cy3 . 12.8
Experimental 33.5
Tedrico 25.3
8C1,5,4,6 - 1.6
6-311G(2d,p) Experimental 23.7
Tedrico 41.6
8Ca3 . 8.1
Experimental 33.5
WB97XD
Teodrico 25.9
8C1,5,4,e‘. - 2.2
6-311G(d,p) Experimental 23.7
Tedrico 41.7
0Cy3 - 8.21
Experimental 33.5
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Tabla 21. Resumen de las diferencias de desplazamientos quimicos de carbono-13 entre los valores experimentales y los calculados con diferentes
combinaciones de funcionales/conjunto base para el sulfuro de dietilo.

Funcional Conjunto base Desplazamiento (ppm)
8C1_4 8C2—3
5 5 6-311G(2d,p) 2.0 9.1
MPW1PWP1
8T, 6-311G(d,p) 10.0 16.6
6-311G(2d,p) 2.1 11.7
PBEPBE
6-311G(d,p) 0.9 11.7
6-311G(2d,p) 2.1 7.9
WB97XD
6-311G(d,p) 2.6 7.9

En la Grafica 1, se puede apreciar que el funcional y conjunto base que dan la mejor estimacién para los desplazamientos quimicos en el sulfuro de
etilo son WB97XD y 6-311G(d,p) respectivamente




Funcional Conjunto base Clave 18 1

Desplazamiento de *C

H
1

6-311G(2d, M(2d, 16
MPW1PWP1 (2d.p) (2d.p)
6-311G(d,p) M(d,p) 14 -
6-311G(2d, P(2d, g
PBEPBE (2d,p) (2d,p) 12
6-311G(d,p) P(d,p) 10 -
WBS7XD 6-311G(2d,p) W(2d,p) g - = dCi-4
6-311G(d,p) W(d,p) . ®dC2-3
2 3 2
/\S/\
1 4 0 I T T T T

M(2d,p) M(d,p) P(2d,p) P(d,p) W(2d,p)  W(d,p)

Funcional y conjunto base

Grafica 1. Comparacién entre el desplazamiento quimicos calculado mediante distintos funcionales y conjuntos base para la molécula sulfuro de
dietilo




Tabla 22. Resumen de las diferencias de desplazamientos quimicos de carbono-13 entre los valores experimentales y los calculados con diferentes
combinaciones de funcionales/conjunto base para el sulfuro de isopropilo

Funcional Conjunto base Atomo
8(:1,5,4,6 8C2—3
5 6 MPW1PWP1 6-311G(2d,p) 1.4 9.4

2 3
)\ )\ 6-311G(d,p) 9.5 16.9
1 S 4

PBEPBE 6-311G(2d,p) 2.0 12.8
6-311G(d,p) 1.8 12.8
WB97XD 6-311G(2d,p) 1.6 8.1
6-311G(d,p) 2.2 8.2

En la Grafica 2, se puede apreciar nuevamente, que el funcional y conjunto base que dan la mejor estimacidn para los desplazamientos quimicos,

ahora, en el sulfuro de dietilo son WB97XD y 6-311 G(d,p) respectivamente




Funcional Conjunto base
6-311G (2d,p)
MPW1PWP1
6-311G (d,p)
6-311G (2d,
PBEPBE (2d,p)
6-311G (d,p)
6-311G( 2d,p)
WB97XD

6-311G (d,p)

Clave

M(2d,p)
M(d,p)
P(2d,p)
P(d,p)
W(2d,p)

W(d,p)

5 6
e ls
1 S 4

18.0

16.0
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10.0

8.0
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2.0

0.0

M(2d,p)
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P(2d,p)

P(d,p)

W(2d,p)

N

W(d,p)

mdC1,5,4,6
mdc2-3

Grafica 2. Comparacion entre el desplazamiento quimico calculado mediante distintos funcionales y conjuntos base para la molécula sulfuro de isopropilo
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4. Conclusiones

La realizacion de este trabajo me permitié continuar con mi formacién en la

investigacion en quimica de productos naturales.
La parte experimental, realizada en el laboratorio:

e Se halogrado establecer que los sideréforos tipo vancrobactina son marcadores del
género Vibrio toda vez que se identificd su presencia en las cepas: V. ordali, V.
metschnikovii, V. harveyiy V. pelagiu

e A través de la deteccién del complejo piscibactina-Ga" y piscibactina-Fe"

, se ha
probado que mediante la insercion de los genes por conjugaciéon se puede
promover la sintesis del sideréforo piscibactina en una cepa mutante de V.
alginolyticus, la cual era incapaz de producir sideréforos antes de ser manipulada

e Mediante la determinacion de vibrioferrina en Edwardsiella tarda, se ha probado la
validez de estudios gendmicos como via para la prediccion de metabolitos
secundarios en bacterias de origen marino. A demas nos lleva a pensar que existe la

capacidad de transferir el cluster de genes encargado de la sintesis de este

siderdéforo, inicialmente aislado en la familia Vibrionaceae.

® Con el fin de determinar el mejor funcional y conjunto base para el calculo de
desplazamientos quimicos, se ha deducido que para moléculas pequefias con
atomos de azufre utilizando métodos DFT, el funcional WB97XD junto con el
conjunto base 6-311G(2d,p) dan los mejores resultados para en el célculo tedrico
de espectros de RMN de “*C. Este funcional sera utilizado por nuestro grupo de
investigacion a la hora de realizar célculos tedricos de desplazamiento quimico de

3C en moléculas mas complejas que contengan dtomos de azufre.

Destrezas adquiridas

Habilidad de trabajo en el laboratorio, orientada a la separacion, mediante el uso
de cartuchos HLB, y resinas lipofilicas, e identificacion, por HPLC-UV y LC-MS, de

compuestos hidrosolubles en microorganismos de origen marino

Manejo del programa Xcalibur para la interpretacion y andlisis de LC-MS,

herramienta muy util en la identificacion de compuestos en mezclas orgéanicas
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Utilizacién de técnicas computacionales, busqueda de conférmeros usando el
maddulo de busqueda GMMX, métodos semiempiricos y DFT para la minimizacién de estos,
comparacion estructural usando el médulo de comparacién del ChemBio 3D 12.0, calculo

de sefiales de RMN
Otras actividades formativas

Finalmente, durante esta realizacion de este trabajo se hicieron otras actividades

académicas
Cursos:

= Scifinder Training, Universidade Da Coruia, A Corufia, mayo de 2013
Congresos:

= Balado M, Fuentes-Monteverde JC, Vences A, Osorio CR, Gonzalez J, Jiménez C,
Lemos. Sintesis de siderdforos de tipo Vancrobactina en diferentes especies del
género Vibrio. XXIV Congreso de Microbiologia de la Sociedad Espafiola de
Microbiologia. Julio de 2013

= Juan Carlos Fuentes-Monteverde, Carlos Jiménez, Jaime Rodriguez, Amable J. Rivas,
Carlos R. Osorio, Manuel L. Lemos. Piscibactin, a siderophore from Photobacterium
damselae Subs piscicida, can be producen by Vibrio alginolyticus after conjugative
gene transfer. XIV International Symposium on Marine Natural Products.

Septiembre de 2013
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