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1. DATOS DEL CENTRO

El grupo de investigacion MIL@b esta dirigido por el profesor Xavier Correig y se
centra en el disefio de programas de algoritmos aplicados a datos multivariantes para
técnicas de imagen, espectrometria de masas y resonancia magnética nuclear. MIL@b
ahora también integra el grupo junior independiente Yanes Lab (Dr. Oscar Yanes) que
se especializa en cromatografia de gases y liquidos acoplada a espectrometria de

masas metabolomica.

El grupo de investigacion MIL@b estd formado actualmente por 9 investigadores
senior, 4 investigadores postdoc, 8 Ph.D. estudiantes y 2 técnicos. La experiencia activa
de investigacion cientifica de la Plataforma Metabolémica es un cruce entre cuatro

disciplinas: técnicas analiticas, bioinformatica, ingenieria y aplicaciones biomédicas.

El grupo de investigacién ha ganado una soélida reputacién en el campo de la
metabolémica, tanto en el desarrollo de analisis y métodos computacionales como en la
aplicacion de esta técnica a la investigacion biomédica. Por ejemplo, el grupo publicé
una revisién en 2012 en Nature Reviews: Molecular cell biology (1) que se ha convertido
en una pieza fundamental de literatura en el campo de la metaboldémica que acumula
mas de 1000 citas en Google Scholar. El grupo también desarrolla métodos analiticos
para técnicas de imagen usando nanoparticulas. Las aplicaciones exploran las
funcionalidades de las nanoparticulas metalicas para permitir la deteccion de
metabolitos in situ en muestras biol6gicas por ionizacion por desorcion laser: imagenes
de espectrometria de masas e imagenes de espectroscopia RAMAN para realizar

metabolémica espacial y protedmica.

Linea de investigacion relacionadas con este trabajo: Espectroscopia de imagen

para aplicaciones biolégicas

e Sublinea: Nanomateriales como nuevos promotores de ionizacién y otros
desarrollos experimentales. (Dra. Maria Garcia-Altares)

e Sublinea: Procesamiento de datos para imagenes de espectrometria de masas
para mejora espectral, comparacion automatica de imagenes y deteccion de

caracteristicas significativas. (Dr. Pere Rafols)
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2. RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

ES| La espectrometria de masas de imagen (IMS) es una técnica analitica basada
en la ionizacién y deteccion de los compuestos presentes en una muestra. Permite
determinar la masa molecular, la distribucion espacial y la abundancia relativa de los
compuestos generando un espectro de masas de cada punto medido y una imagen
ibnica de cada compuesto detectado.

En este trabajo, IMS se presenta como una potente herramienta para el estudio de
interacciones entre microorganismos y de microorganismos patégenos en la fase de
colonizacion de su organismo huésped. Para ello, se destacan varios ejemplos
relevantes donde se demuestra la utilidad de la espectrometria de imagenes por

desorcion/ionizacion asistida por matriz (MALDI) en investigaciones microbioldgicas.

Para corroborar la eficacia de esta técnica se analizan y discuten los datos obtenidos
a partir de un cultivo de la bacteria Pseudomonas tolaasii y un cocultivo de ésta con
Mycetocola tolaasinivorans, ambas aisladas originalmente del champifién. Los
resultados demuestran que MALDI-IMS es un rapido generador de hipotesis que permite
identificar putativamente compuestos sintetizados por P. tolaasii, como la tolaasina y la
pseudodesmina, entre otros. Ademas, gracias a este andlisis se especula que M.
tolaasinivorans es capaz de linealizar la tolaasina causante de enfermedades en los
champifiones, abriendo camino a futuras investigaciones sobre su mecanismo de

detoxificacion.

Ademas, se compara MALDI-IMS con la ionizacion por desorcién laser asistida por
superficie (SALDI) utilizando un sustrato nanoestructurado de silicio cubierto con
nanoparticulas de oro. SALDI-IMS puede suplir algunas de las desventajas de MALDI,
especialmente la sustitucion de la matriz organica, por lo que ambas técnicas podrian

complementarse.

Palabras clave: Espectrometria de masas, MALDI-IMS, matriz organica, SALDI-IMS,

superficies nanoestructuradas, nanoparticulas de oro, Pseudomonas tolaasii,

Mycetocola tolaasinivorans
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EN| Imaging mass spectrometry (IMS) is an analytical technique based on the
ionization and detection of compounds present in a sample. It allows to determine the
molecular mass, the spatial distribution and the relative abundance of the compounds,
generating a mass spectrum of each measurement point and an ion image of each

detected compound.

In this work, IMS is presented as a powerful tool for the study of interactions between
microorganisms, and pathogenic microorganisms during the colonization phase of their
host. To this end, several relevant examples are highlighted where the utility of matrix-
assisted desorption / ionization (MALDI) imaging spectrometry in microbiological

investigations is demonstrated.

To corroborate the efficacy of this technique, the data obtained from a culture of the
bacterium Pseudomonas tolaasii and a co-culture of it with Mycetocola tolaasinivorans,
both originally isolated from mushrooms, are analyzed and discussed. The results
demonstrate that MALDI-IMS is a rapid hypothesis generator that allows to putatively
identify compounds synthesized by P. tolaasii, such as tolaasin and pseudodesmin,
among others. Furthermore, thanks to this analysis, it is speculated that M.
tolaasinivorans is capable of linearizing tolaasin, a virulence factor in a mushroom

disease, opening the way for future research into its detoxification mechanism.

In addition, MALDI-IMS is compared to surface-assisted laser desorption ionization
(SALDI) using a nanostructured silicon substrate coated with gold nanoparticles. SALDI-
IMS can overcome some of the disadvantages of MALDI, especially the substitution of

the organic matrix, therefore both techniques could complement each other.

Key words: Mass spectrometry, MALDI-IMS, organic matrix, SALDI-IMS,
nanostructured surfaces, gold nanoparticles, Pseudomonas tolaasii, Mycetocola

tolaasinivorans
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3. INTRODUCCION

Todos los organismos vivos llevan a cabo procesos bioquimicos complejos. Para
poder comprender estos procesos es necesario conocer las entidades moleculares
involucradas, asi como su distribucién espacial dentro y fuera de los organismos en

cualquier punto de su ciclo de desarrollo.

Hoy en dia, esto es posible gracias a tecnologias analiticas moleculares de alta
sensibilidad. Hay métodos comunes para identificar moléculas especificas, como los
radiomarcadores o las etiquetas inmunohistoquimicas. Sin embargo, existen limites en
la especificidad de estos métodos y en el nUmero de compuestos que se pueden

monitorear simultaneamente.

La espectrometria de masas de imagen * (IMS: Imaging Mass Spectrometry) se ha

convertido en una poderosa herramienta para investigar la identidad y la distribucion
espacial de moléculas en los sistemas biolégicos.™!!

3.1. Fundamentos tedricos de la espectrometria de masas

La espectrometria de masas (MS: Mass Spectrometry) es una técnica analitica que

separa moléculas segun su masay su carga eléctrica. Esto permite estudiar la identidad

y abundancia de moléculas presentes en una muestra.?!

El principio de esta técnica se basa en ionizar las moléculas de una muestra de

interés y transformar esos iones en una fase gaseosa. Los iones pasan a través de un
analizador que los separa en funcion de su ratio masa/carga. Finalmente, un detector
emite una sefal eléctrica proporcional al nUmero de iones detectados y, mediante un

sistema informatico, se procesa la informacion para generar un espectro de masas. Este

representa las especies idnicas presentes en una muestra, expresadas en funcion de

su masal/carga (m/z) y la abundancia relativa (intensidad) de cada una en la muestra.

Todo el proceso se realiza en un espectrémetro de masas (Figura 1), el cual presenta

3 componentes basicos independientemente del tipo de MS: una fuente de ionizacion,

un analizador de masas y un detector.®!

*Todas las palabras subrayadas estan vinculadas con su correspondiente definicion en
el glosario de términos de la pagina 44.
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Fuente de ionizacion

Espectro de
masas

lonizacién Analizador Detector

Figura 1. Esquema general de un espectrémetro de masas. Fuente: Elaboracion propia.

La espectrometria de masas ha alcanzado una gran relevancia a lo largo del siglo
XXy gracias a ello, se han ido desarrollando nuevas técnicas de ionizacion y separacion
de iones.

3.2. Espectrometria de masas de imagen

IMS no solo diferencia moléculas en funcién de su masa/carga, sino que ademas
permite mapear el contenido molecular de una muestra. Esto facilita la creacion de

imagenes idnicas, es decir, mapas de distribucién espacial donde cada ion medido se

registra en una ubicaciobn especifica sobre una muestra biol6gica sélida,

tradicionalmente un corte histolégico de un tejido animal o vegetal.™”

3.2.1. Espectrometro de masas MALDI-TOF: componentes y mecanismos de

ionizacion

Con la aparicion de las técnicas de “ionizaciéon suave” en los afios 80, se consiguio
analizar biomoléculas de mayor tamafio utilizando un laser como fuente de ionizacién y

una matriz organica que ayuda en el proceso. De ahi el nombre MALDI-TOF IMS

(Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Imaging Mass
Spectrometry), es decir, espectrometria de masas de imagen mediante ionizacion-
desorcion asistida por matriz con tiempo de vuelo. Utilizando esta técnica se genera un
ndamero minimo de especies idnicas, quedando la molécula practicamente intacta, por

lo que el espectro es mucho mas sencillo de interpretar.

5
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El primer paso para obtener un espectro de masas y sus correspondientes imagenes
iGnicas mediante MALDI-IMS consiste en depositar la muestra problema (cominmente
un corte histoldgico) sobre un soporte conductor (pueden ser de acero, vidrio, ceramica
o plastico desechables).’l Muchos grupos, entre ellos MIL@Db, utilizan portaobjetos de

vidrio conductores cubiertos con 6xido de estafio e indio (ITO).

Una vez colocada la muestra, se aplica una matriz formada por pequefios acidos
organicos que contienen en su estructura un anillo bencénico conjugado. La matriz
ayuda a convertir las biomoléculas grandes y no volatiles de la muestra en iones intactos

en fase gaseosa; ademas de ser crucial para la adherencia de la muestra al soporte.

Se pueden utilizar distintas matrices en funcion del tipo de muestra o incluso mezclas
de matrices. Las mas utilizadas son el acido a-ciano-3,4-hidroxicindmico (HCCA) para
proteinas y péptidos pequefios y el 2,5 &cido di-hidroxibenzoico (DHB) para
carbohidratos y glucopéptidos.®! Estas matrices, normalmente, se aplican sobre la
muestra con un espray robotizado y vienen disueltas en un solvente organico compuesto
por agua, etanol, acetonitrilo y &cido trifluoroacético, pero pueden optimizarse para
aplicaciones especificas.™

El soporte que contiene la muestra se introduce en una camara de alto vacio del
espectrometro de masas. En este paso, los compuestos de la matriz se cristalizan con
la muestra debido a la evaporacion de los solventes de la matriz. A continuacion, la parte
de muestra que se quiere investigar es irradiada por un laser (generalmente de
nitrégeno, de 340-360 nm) que escanea toda esta superficie mediante pulsos cortos. La
trayectoria definida se ajusta para evitar un calentamiento excesivo y la degradacién de

la muestra.

El tamafio de los cristales de la matriz junto con el diametro del rayo laser son los

factores principales en la resolucion espacial de MALDI-IMS. 5!

Los compuestos de la matriz, ya cristalizados, absorben gran parte de la energia UV
irradiada por el laser. Gracias a ello, las moléculas de la superficie de la muestra se
ionizardn sufriendo minimas fragmentaciones. Durante el proceso de ionizacién la
matriz puede transferir un proton a la muestra, pero también otros iones (generalmente
sodio o potasio) formando aductos, lo cual tendra que ser tomado en cuenta en la
relacion de masas final de la muestra a analizar. Tras la ionizacion, los compuestos

volatilizan facilmente formando iones en una camara de alto vacio.

En la tecnologia MALDI-TOF, los iones pasan a la zona del analizador de “tubo de
vuelo” (TOF), donde se retienen hasta que se aplique una aceleracion por impulso

eléctrico. El analizador es la zona del espectrometro donde se genera un potente campo
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electromagnético que atrae las particulas cargadas hacia el detector. La energia
proporcionada por el laser es constante, de modo que los iones mas ligeros vuelan mas
rapido, llegando antes al detector y los mas pesados tardan mas en llegar. Al final del
TOF se localiza un multiplicador de electrones que amplifica la sefial. El detector registra
el tiempo que tardan los iones en atravesar el campo magnético y transforma la sefial

de la corriente de iones.

Los datos resultantes son procesados por un sistema informatico que genera una
serie de espectros de masas donde se representa la intensidad relativa de la sefial (eje
y) y la relacion masa/carga (eje x) de los compuestos detectados. Cada espectro es un
perfil molecular independiente del area irradiada por el laser. Cada area individual se
considera un “pixel”. Por lo tanto, un experimento de IMS esta formado por miles de

espectros individuales, cada uno proveniente de un pixel.®!

A partir de estos datos, se pueden generar imagenes iénicas (es decir, la distribucion
espacial de un ion concreto) sobre la superficie de la muestra, trazando la intensidad de
una sola sefial o un conjunto de sefiales en el sistema de coordenadas original. En
funcion de la intensidad de la sefial recibida en cada zona, se asigna un falso color a la
molécula, lo que permite conocer no solo su ubicacién sino también su abundancia
relativa. Esto ayuda a asignar un rol biologico a las moléculas detectadas. En la Figura
2 se puede observar un esquema general del proceso MALDI-IMS descrito.™

Laser

N Analizador TOF
3. Introducir la mue:

MALDI-TOF

= =] -
= =

1. Colocar la muestra en el 2. Aplicar la matriz
portaobjetos ITO

) ] [m} — =
4. Definir el 4rea a medir y
la resolucién espacial .- | —
/’,

5. Formacion de un e
espectro por cada pixel ’

int

7. Localizacion de una molécula f [
(m/2) utilizando falsos colores M2 800 e

sobre una imagen de la muestra —
Intensidad miz

6. Espectro medio

Figura 2. Esquema del proceso MALDI-TOF IMS. Fuente: Elaboracion propia.
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3.2.2. Espectrometria de masas de imagen mediante desorcion/ionizacion laser

sin matriz

MALDI es la técnica de ionizacion mas utilizada en IMS. Sin embargo, el uso de la
matriz organica presenta ciertos inconvenientes. A veces, los acidos organicos que
cristalizan con la muestra forman cristales demasiado grandes (algunos alcanzan varias
micras). Esto afecta a la resolucién lateral haciendo imposible la obtencion de imagenes
cualitativas de alta resolucion espacial. Ademas, los acidos orgénicos tienen pesos
moleculares bajos (de 100 a 200 Da). Esto es un problema ya que se acumulan
numerosos picos derivados de la matriz en los espectros que pueden confundirse con
compuestos organicos pequefios que proceden de la muestra. También se ha
observado que la alta volatiidad de algunas matrices organicas como la 2,6-
dihidroxiacetofenona (DHA) y el ditranol hace que se evaporen en la fuente de iones de

alto vacio del espectrémetro de masas durante su tiempo de vuelo.

La aplicacién de la matriz mediante sublimacion (en lugar de utilizar un espray)
puede superar alguno de estos problemas, ya que es un método de deposicion libre de
solventes. En este caso, los cristales que forman la matriz son mas pequefios y hay una
difusion lateral de analitos menor, lo que evita la deslocalizacién de los compuestos.”!
Sin embargo, los compuestos organicos de la matriz siguen interfiriendo severamente
con los picos del espectro de los analitos de bajo peso molecular presentes en la

muestra problema.®

En consecuencia, se han desarrollado otros métodos de IMS que sustituyen la matriz
organica. La espectrometria de masas de imagen mediante desorcion / ionizacién laser
(LDI-IMS: Laser Desorption/lonization — Imaging Mass Spectrometry) sin matriz es una

alternativa para el andlisis de metabolitos de bajo peso molecular.®

Entre las técnicas LDI-IMS destacan la ionizacion por desorcion laser asistida por
superficie (SALDI),® donde la ionizacion esta respaldada por materiales
nanoestructurados; la ionizacion por desorcion en silicio favorecida por silicio poroso
(DIOS)1y |a espectrometria de masas iniciadora de nanoestructuras (NIMS), |a cual
utiliza moléculas atrapadas en superficies nanoestructuradas para promover la
ionizacion de las moléculas. Actualmente, estas técnicas estan complementando o

reemplazando con éxito a las matrices organicas.

En este trabajo se destacan dos alternativas al uso de matriz organica utilizando LDI-
IMS.
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- lonizacion por desorcién laser asistida por superficie cubierta con oro

Una alternativa muy interesante consiste en la deposicion de nanocapas
homogéneas de un metal u éxido metalico de alta pureza sobre la muestra mediante
pulverizacion catédica. De esta forma se evita la deslocalizacion molecular ya que es

una técnica de deposicion libre de solventes. !

Las nanocapas de oro (Au) son altamente estables y favorecen la absorcion de la
luz laser y la transferencia eficiente de la energia absorbida a los metabolitos de la
muestra.*? El oro tiene un solo isétopo estable, lo que reduce el nimero de picos y
facilita su deteccién en el espectro. Ademas, los picos caracteristicos de oro se pueden

utilizar para calibrar las diferentes regiones m/z del espectro obtenido.

Varios estudios han utilizado nanoparticulas de oro para analizar biomoléculas
mediante SALDI-IMS.®! Los resultados mostraron una ionizacién efectiva de metabolitos
de bajo peso molecular sin apenas ruido de fondo.

- Sustrato de estado solido basado en nanoestructuras de silicio negro y oro

Los sustratos de estado sélido con superficies nanoestructuradas también parecen
ser una buena alternativa al uso de la matriz organica. El grupo MIL@b de la universidad
Rovira i Virgili (Tarragona) ha desarrollado un nuevo sustrato de estado sélido basado

en nanoestructuras de silicio negro y nanoparticulas de oro.*?

Las superficies nanoestructuradas de silicio negro (BSi) son cominmente utilizadas
para LDI sin matriz.'® La caracteristica predominante de BSi es su superficie negra,
formada por una serie de nanopilares de silicio que absorben hasta el 99% de la luz

visible. Ademas, estas superficies son muy estables en el tiempo.

Ademas, las nanoestructuras de silicio pueden modificarse facilmente con otros
compuestos. Gao et al.*¥ demostraron que se puede lograr una mayor eficiencia de
ionizacion complementando la nanoestructura BSi con un “asistente” para la ionizacion.
Debido a sus caracteristicas, el oro tiene un gran potencial para complementar sustratos

SALDI, por lo que es un buen asistente para la ionizacion.

Las superficies nanoestructuradas a base de silicio cubiertas con nanoparticulas de
oro fueron evaluadas por MIL@b ™2 mediante la transferencia de metabolitos de tejidos
animales y huellas dactilares humanas. Se demostr6 que el sustrato AuBSi puede
usarse para realizar experimentos SALDI-IMS. Sin embargo, este método limita el
andlisis de algunas muestras (como tejidos animales) ya que no pueden colocarse en

contacto directo con las nanopatrticulas de oro para poder desorberse e ionizarse. Esto
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se ha solucionado transfiriendo las moléculas mediante la impresion directa de la
muestra a la superficie SALDI, ya que es suficiente para obtener datos de IMS de alta

calidad.!*

3.3. Preparacion de muestras para estudios microbiolégicos mediante

espectrometria de masas de imagen

Aunqgue la técnica IMS se utiliza tradicionalmente sobre cortes histolégicos de tejidos
animales y vegetales, también puede utilizarse para cultivos microbiolégicos sobre
medios solidos. Hay diversos enfoques para preparar muestras microbianas, ya que es
un proceso critico en todos los experimentos de IMS.B! A continuacion, se resumen los
métodos mas utilizados en la literatura cientifica para conseguir una imagen quimiotipica
de una muestra microbiana en funcion del sustrato utilizado y los factores que se

recomienda tener en cuenta para conseguir imagenes iénicas de alta calidad.

3.3.1. Analisis de microorganismos sobre placas ITO

Para analizar una muestra microbiana sobre un portaobjetos ITO (o similares) se

siguen 5 pasos clave descritos en la publicacién de Yang et al.®!

1. Cultivo del microorganismo: El primer paso es cultivar uno o mas microbios en un
medio de agar sobre una placa Petri o directamente sobre el soporte MALDI, tal y
como se muestra en la Figura 3. En ambos casos es recomendable que el medio
de cultivo sea lo mas simple posible, optando por medios minimos con un

espesor de 1 a 1,5 mm cuando la aplicacion lo permita.

Figura 3. Diferentes métodos para el cultivo de microorganismos en IMS. A) Se incrusta el
portaobjetos ITO en agar antes de la inoculacién e incubacion. Una vez ha crecido el
microorganismo, se corta la muestra por los bordes del portaobjetos para extraerlo de la placa
Petri. B) Se cultiva el microorganismo en una placa de Petri y una vez incubado se extirpa la

region de interés, transfiriéndolo al portaobjetos ITO. Fuente: Modificado de [5]
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2.

4.

5.

Aplicacion de lamatriz: Hay distintos métodos para depositar la matriz MALDI. Una
de las técnicas mas usadas es la deposicion por electropulverizacion,*® aunque ésta
puede provocar la deslocalizacion del analito, perdiendo su disposicién espacial
original. Una alternativa eficiente es el recubrimiento de la muestra por pulverizacién
de la matriz con un aerdgrafo de acero inoxidable.*”) Este permite cubrir la muestra

de forma homogénea.

Deshidratacion: El siguiente paso consiste en deshidratar la muestra microbiana
a 37°C o mediante un desecador de vacio. Esto garantiza que los componentes
del espectrometro de masas MALDI-IMS alcancen la presién de vacio necesaria
para el analisis. Ademas, deshidratando el agar se disminuye el grosor de la
muestra, lo que ayuda a cumplir con la altura maxima permitida en experimentos
MALDO-TOF IMS (1 mm).

Sin embargo, el proceso de secado es un paso critico ya que puede producirse la
descamacion de la muestra (fisuras o desprendimiento parcial o completo). Esto
suele deberse a la saturacion insuficiente de la muestra con la matriz, al aire
atrapado bajo el medio de crecimiento, a ciertos componentes del medio de cultivo
0 a moléculas microbianas, lo que causa la incapacidad del agar seco para
permanecer adherido al soporte. Cuando la adherencia de la muestra sea

cuestionable, la muestra no debe insertarse en el espectrometro de masas.

Adquisicion de datos mediante MALDI-TOF IMS: Con ayuda de un programa
informatico el usuario define la resolucion espacial deseada, asi como el area de

medicién de interés utilizando una fotografia de referencia de la muestra bacteriana.

Analisis e interpretacion de los datos: A partir de los espectros obtenidos se
puede generar una imagen molecular de cada compuesto superponiéndolo en

una fotografia de la muestra microbiana.

3.3.2. Anadlisis de microorganismos sobre un sustrato de silicio

nanoestructurado

En este caso se siguen los pasos de la investigacion de Chen et al. 8 para preparar

la muestra, que dista en algunos puntos del caso anterior.

1.

Cultivo del microorganismo: Se hace crecer el microbio en el medio adecuado y

a su temperatura éptima.

11
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2. Preparacién del sustrato: Antes de utilizar el sustrato de silicio para depositar la
muestra, éste se enjuaga durante unos segundos con metanol y se seca con
nitrdgeno gas para evitar la interferencia de burbujas y facilitar la transfeccion de los

analitos de la muestra microbiana.

3. Impresion de la muestra: Se imprime la parte posterior de la muestra microbiana

en la superficie. Para ello, se recorta el area objetivo del cultivo que interesa y se
coloca sobre el sustrato de tal forma que la parte posterior del cultivo quede en
contacto con la superficie del sustrato. Las moléculas disueltas en el agar y las
segregadas por el microorganismo migran del agar hacia el sustrato y se adhieren a
la superficie. La principal desventaja de recolectar IMS desde el reverso de las
muestras microbianas es gue pueden perderse algunas sefiales asociadas a la
colonia.
Se ha demostrado que la intensidad de la sefial MS se satura cuando el periodo de
impresion es superior a 15 minutos. Al retirar la muestra, el sustrato se lava con agua
0 un solvente organico para retirar el agar que se pueda adherir y se limpia
nuevamente con nitrégeno gas antes de recopilar los datos de IMS.

4. Laadquisicion de datos mediante MALDI-TOF IMS y el analisis e interpretacion
de resultados son los mismos independientemente del sustrato.

3.3.3. Analisis de microorganismos sobre un organismo/tejido

Una posibilidad muy atractiva que ofrece IMS es el poder analizar muestras
microbioldgicas preparadas a partir de la inoculacién directa del microbio sobre un
organismo/tejido con el que interacciona *° (por ejemplo, sobre la superficie de una

seta, la piel de una fruta, una hoja, etc.).

1. Cultivo del microorganismo: Se cultiva el microbio que nos interesa analizar en el

medio y temperatura éptimos.

2. Inoculaciéon en un organismol/tejido: El organismo huésped se corta en rodajas
de 1 mm, se secciona o0, en el caso de las hojas vegetales, se aplana y a

continuacién se inocula el microbio cultivado previamente.

3. Incubaciéon de la muestra: El organismo huésped inoculado con el microbio se
incuba a temperatura ambiente el tiempo suficiente para que se haya establecido

una interaccion entre ambos.

4. Los pasos de aplicacién de la matriz, secado de la muestra y adquisicién e

interpretacion de resultados son los mismos que en el apartado 3.3.1.

12
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3.4. Aplicaciones de latécnica IMS en microbiologia

MALDI-TOF IMS se ha aplicado durante afios en el ambito de la patologia
molecular,”® ya que esta técnica permite detectar proteinas, péptidos o lipidos

implicados en diversas enfermedades a partir de un tejido biolégico.

En el sector microbiolégico, IMS estd revolucionando el método
de identificacién de microorganismos./?! Una de las principales ventajas de usar MALDI-
TOF en los laboratorios de microbiologia clinica es el tiempo ahorrado, ya que la
identificacion bacteriana se puede realizar en menos de una hora. Es un sistema

eficiente, de alto rendimiento y bajo costo.

Ademas, IMS permite identificar metabolitos en practicamente cualquier microbio
cultivable y relacionarlos con su rol biol6gico.®! Este trabajo describe dos de las
aplicaciones mas interesantes de MALDI-IMS en microbiologia: el estudio de
interacciones entre microorganismos y el estudio de microorganismos patdgenos en

la fase de colonizacién de su organismo huésped.

3.4.1. Estudio de interacciones entre dos microorganismos

La mayoria de las especies microbianas son capaces de secretar sefiales quimicas
bioactivas en su entorno para garantizar su supervivencia y crecimiento frente al resto
de microbios presentes en el mismo nicho ecoldgico.?? Dada la importancia de estas
interacciones se han realizado numerosos estudios basados en la competencia

microbiana, aunque quedaban limitados debido a la falta de herramientas 6ptimas.

IMS permite observar in situ metabolitos especificos que se generan en un cocultivo
en medio soélido lo que ayuda a comprender las consecuencias producidas al

interaccionar distintas especies microbianas.?!

Gonzélez et al. 22 ytilizaron la tecnologia IMS para estudiar las interacciones entre
dos especies bacterianas, Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus. B. subtilis produce
y secreta una gran cantidad de moléculas codificadas genéticamente que controlan el
crecimiento de organismos vecinos. Por su parte, S. aureus es un patégeno humano

que causa una serie de infecciones graves.

Con ayuda de MALDI-IMS los autores observaron algunos detalles moleculares de
esta interaccion. Demostraron que B. subtilis puede inhibir el crecimiento de S. aureus
en cocultivo solido al liberar dos factores de virulencia ya conocidos, la surfactina y la

plipastatina. Ambos son antibioticos lipopeptidicos ciclicos naturales. Los localizaron
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alrededor o dentro de la zona de inhibicion (Figura 4). Esta estrategia podria usarse
como una plataforma para identificar compuestos bioactivos contra S. aureus derivados

de cualquier microbio que posea una ventaja competitiva.

Figura 4. A) Cultivo de B. subtilis (Bs) con S. aureus (Sa) en una configuracién en forma de T.
B) IMS de la muestra. La escala de color de intensidad idnica indica que la surfactina liberada

naturalmente se encuentra en la zona de interaccion bacteriana. Fuente: Modificado de [22]

MALDI-IMS también ha demostrado que los antibiéticos no sirven Gnicamente como
armas quimicas entre microbios, sino que algunos favorecen el desarrollo de sus

microbios vecinos.

Bleich et al. 4 demostraron mediante un cocultivo con B. subtilis y Bacillus cereus
que el antibi6tico tiocilina producido por B. cereus actia como sefal intraespecie
alterando la expresion del gen de matriz de biopeliculas de B. subtilis. Este hallazgo
respalda la contribucion de la matriz extracelular de Bacillus para adaptarse en

presencia de otras especies bacterianas.

Para identificar la molécula activadora de biopeliculas producida por B. cereus,
modificaron B. subtilis para que emitiese colonias fluorescentes al sintetizar el gen
formador de la biopelicula. Esto permitié ver mediante MALDI-IMS como el metabolito
de interés presentaba distribuciones espaciales que se superponian con la fluorescencia
(Figura 5). Por lo tanto, MALDI-IMS identificé la tiocilina, ademas de establecer una

conexion de fenotipo a quimiotipo de forma rapida y definitiva.
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Figura 5. A) B. cereus cultivado sobre microcolonias de B. subtilis; B) B. subtilis modificado con
un indicador transcripcional fluorescente para expresar el gen de la matriz de biopeliculas (Papa
_yfp). Como se observa, hay fluorescencia donde las colonias de B. subtilis estan cerca de B.
cereus, lo que indica que la expresion del gen de la matriz esta activada; C) Mediante IMS se
observa que el ién con m/z=1142 Da se localiza con el area de fluorescencia observada en B; D)

Estructura del ion observado en C. Fuente: Modificado de [24]

MALDI-IMS también se ha utilizado para explorar compuestos quimicos que
interactian en un sistema simbiético. Esto podria ser muy interesante en el ambito
farmacéutico, ya que los metabolitos involucrados en interacciones microbianas de

sistemas simbiéticos tienen un gran potencial en el descubrimiento de nuevos farmacos.

Boya P. et al.?® estudiaron un complejo sistema simbiético establecido en la hormiga
Acromyrmex echinatior en el que las interacciones microbianas son fundamentales para
mantener el equilibrio de la comunidad. Estos microbios usan su maquinaria biosintética
para producir metabolitos dedicados a interactuar con el huésped, y también con otros
simbiontes microbianos en el sistema. Usando MALDI-IMS se identificaron tres familias
moleculares directamente involucradas en interacciones antagonicas entre
actinobacterias asociadas a A. echinatior y Escovopsis sp. (un patégeno presente en el
nicho); y se visualiz6 la distribucion de estos antimicrobianos en la zona de inhibicion.
Ademas, IMS revel6 que tanto las bacterias como el patégeno producian estos
compuestos independientemente de la presencia o0 ausencia de sus microbios
antagonistas. Esto es un gran avance, ya que hay pocos ejemplos que explican

interacciones simbidticas que involucran a mas de dos simbiontes.

Los estudios anteriores demuestran que MALDI-IMS es una poderosa herramienta
para estudiar interacciones microbianas muy diversas. Se espera que esta tecnologia
contribuya al descubrimiento de nuevos metabolitos microbianos, en gran demanda ante

la crisis global de resistencia a antibiéticos.
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3.4.2. Estudio de cepas patdégenas directamente sobre huésped

La posibilidad de combinar IMS con otras técnicas podria facilitar el descubrimiento
de productos naturales, como factores de virulencia que tan solo se producen en un

contexto patobioldgico particular.

Por ejemplo, MALDI-IMS se est4 utilizando en investigaciones del sector vinicola ya
que es una técnica que permite adquirir datos a escala micrométrica de la interaccion
vid/patdgeno. Se han probado otras técnicas para analizar metabolitos de extractos
liquidos de hojas, pero se pierde la ubicacion exacta de los compuestos sobre el tejido.
Con IMS se forma un mapa molecular de todas las especies simultaneamente sobre

una imagen de la hoja, ubicando los compuestos a escala micrométrica.

Hamm et al.  |ocalizaron, identificaron y diferenciaron con ayuda de MALDI-IMS
estilbenos producidos en la superficie de hojas de la vid para defenderse de agentes
estresantes. Los estilbenos, también conocidos como fitoalexinas, son metabolitos
secundarios que participan en mecanismos de defensa de las plantas. Los principales
estilbenos identificados fueron el resveratrol y el pterostilbeno. Estos metabolitos
protegen a la planta de infecciones causadas por Plasmopara viticola o irradiaciones
UV-C. Ademas, esta técnica permitié evaluar la concentracion relativa de estilbenos en
la hoja y establecer cierta correlacion entre el sitio de la infeccién o irradiacion y la

sintesis de estilbenos.

Cuatro afios mas tarde, Becker et al. ") mapearon varios estilbenos en hojas de
parra utilizando MALDI-TOF IMS. Al igual que el grupo anterior, detectaron el resveratrol
y el pterostilbeno, pero también un compuesto muy téxico contra hongos, las viniferinas.
Este se observo utilizando una matriz especifica. MALDI-IMS revel6 que la vid reacciona
a la infeccién por P. viticola produciendo grandes cantidades de estilbenos en el sitio de

infeccion y aporté nuevos detalles quimicos sobre sus distribuciones espaciales.

En 2017 este mismo grupo profundiz6 en la investigacién utilizando dos técnicas de
imagen complementarias: imagenes de fluorescencia e imagenes de espectroscopia de
masas.?®! Descubrieron que las hojas de vid reaccionan de forma diferente dependiendo
del estrés al que se ven sometidas (Figura 6). Tras la irradiacion UV-C se induce una
sintesis bastante uniforme de estilbenos. Sin embargo, una infeccién de P. viticola

induce una sintesis mas localizada de estilbenos en los estomas y las paredes celulares.
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m/z 254

m/z228 m/z 254

Figura 6. Comparacién de una hoja de vid irradiada con UV-C (A) y de otra hoja de vid inoculada
con P. viticola (B). En ambos casos se sigue el mismo protocolo: a) Imagen obtenida por
macroscopia de transmision; b) Macroscopia de fluorescencia; ¢) Mapa molecular de resveratrol
(m/z=228 Da); d) Mapa molecular de pterostilbeno (m/z=254 Da). Fuente: Modificada de [28]

Este enfoque podria extenderse a otros patosistemas que involucran fitoalexinas

fluorescentes, como las cumarinas en el girasol o los isoflavonoides en la soja.

MALDI-IMS también se ha utilizado para investigar ciertas enfermedades del sector
agroalimentario. Graupner et al.?° descubrieron el factor de virulencia causante de la
enfermedad de la podredumbre blanda que padecen algunos hongos como Agaricus
bisporus, comunmente conocido como champifién. El champifién es uno de los hongos
mas cultivados y consumidos, pero es propenso a sufrir infecciones bacterianas,
fungicas e incluso virales. En concreto, la pobredumbre blanda es una infeccién
provocada por la bacteria Janthinobacterium agaricidamnosum. Causa la aparicion de
manchas pegajosas y una disolucion completa del hongo en unos pocos dias. Los
mediadores quimicos de esta enfermedad de pudricién habian permanecido esquivos
hasta que estos investigadores estudiaron al patégeno en accién mientras infectaba un
cuerpo fructifero de hongo. Combinando MALDI-IMS y genome mining (prediccion de
los metabolitos que puede producir un microorganismo en base a su genoma),
descubrieron y caracterizaron la jagaricina, un lipopéptido ciclico, como un factor de
virulencia altamente antifiingico que no se produce en condiciones de cultivo estandar
(Figura 7).

Descubrir el agente causal de la podredumbre blanda ayuda a comprender la
patobiologia de esta enfermedad. Esto supone un punto de partida en las medidas de
proteccion contra esta infeccion, ademas de la necesidad de descubrir nuevos

antifangicos. De hecho, observaron que esta estructura muestra una actividad
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antifangica fuerte y especifica en el rango nanomolar contra los principales hongos

patdgenos humanos Candida albicans y Aspergillus spp.
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Figura 7: Se muestra una rodaja de champifion seca previamente inoculada con J.
agaricidamnosum. El &rea discontinua de la region ampliada muestra en verde la acumulacion
de moléculas de jagaricina (ion[ M + H] * m/z:1181 Da) medido con IMS. A la derecha se muestra
la zona del espectro medio donde aparece el pico correspondiente a la jagaricina. Fuente:
Maodificada de [29]

3.5. Caso de estudio: virulencia de Pseudomonas tolaasii y su

interaccidén con otros microorganismos aislados de champifiones

Tal y como demostraron Dr. Scherlach et al., la produccion de lipopéptidos toxicos
también es observable durante la infeccion de P. tolaasii a A. bisporus.*¥ P. tolaasii es
una bacteria gram-negativa que provoca una infeccion bastante grave en los
champifiones conocida como enfermedad de la mancha marrén que, ademas, supone
pérdidas econdmicas severas en el sector alimentario. En esta infeccién participa un
lipodepsipéptido tensioactivo que secreta la bacteria, conocido como tolaasina. La
toxicidad de estos lipopéptidos depende de su capacidad para atravesar la membrana
celular de los hongos. En su forma ciclica las tolaasinas son anfipaticas, ya que
presentan una parte polar correspondiente al anillo de lactona que les permite penetrar
en la célula. Una vez en el interior, forman unos agregados de tolaasina para formar
poros de membrana.*” Esto desestabiliza el metabolismo del organismo al alterar las

concentraciones de iones en el citoplasma y puede terminar muriendo.

Gracias a la técnica MALDI, en este estudio se monitorizé la formacién de la toxina
in vivo sobre un champifién, se demostré que las tolaasinas estan presentes in situ y se
detect6 su acumulacion en las lesiones caracteristicas causadas por la bacteria, lo que

indica que esta relacionada con esta enfermedad.
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Curiosamente, algunos estudios como el de Tomita et al.®¥ han demostrado que hay
ciertas bacterias, como Microbacterium sp. K3-5 (K3-5), capaces de linealizar la
estructura ciclica de la tolaasina mediante un proceso de hidrélisis en el anillo de
lactona. Ademas, hay bacterias, como Mycetocola tolaasinivorans (aislada de A.
bisporus), que son capaces de desintoxicar tolaasinas y reducir la gravedad de la

infeccion, pero su mecanismo de accién todavia no ha sido descubierto.??

Los estudios descritos en este trabajo sobre jagaricina ?® y tolaasina ™ fueron
realizados por el grupo del Profesor Christian Hertweck del centro aleman Leibniz
Institute for Natural Product Research and Infection Biology — Hans Kndll Institute (HKI).
Este grupo mantiene una colaboracién activa con la Dra. Maria Garcia-Altares para
investigar los metabolitos producidos por P. tolaasii en cocultivo con M. tolaasinivorans
utilizando varias técnicas de IMS. Los resultados preliminares de esta investigacion en
ejecucion servirdn como caso de estudio en este trabajo final de grado para demostrar

el potencial y las limitaciones de las técnicas IMS en el estudio de microorganismos.

4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS DEL TRABAJO

La espectrometria de masas de imagen es una técnica Gtil en microbiologia que
ofrece informacién biolégica sobre un compuesto al proporcionar su masa molecular y

su distribucion espacial.

El objetivo principal de este trabajo es corroborar esta hipotesis analizando los
resultados obtenidos a partir de un cultivo axénico de P. tolaasii y un cocultivo de ésta
con M. tolaasinivorans mediante MALDI-IMS. También se pretende comparar la técnica
MALDI-IMS con SALDI-IMS para explorar las ventajas y limitaciones de ambas técnicas

en el ambito microbioldgico.

5. MATERIALES Y METODOS

La preparacion de las muestras microbiolégicas y los datos de MALDI-IMS que se
analizan en este trabajo han sido aportados por la doctora en quimica biomolecular Anna
Komor y Ron Hermenau, doctorando en la misma especialidad. Ambos son miembros
del Leibniz Institute for Natural Product Research and Infection Biology — Hans Knéll
Institute (HKI) - Jena - Alemania, Departamento de Biomolecular Chemistry. Los datos
de SALDI-IMS fueron adquiridos en el Centro de Ciencias Omicas (COS) Eurecat-URV.
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5.1. Preparacion de la muestra MALDI-IMS

En este estudio se utilizaron las cepas Mycetocola tolaasinivorans DSM15179 y
Pseudomonas tolaasii DSM19342, de la coleccidon Jena Microbial Resource Collection
del instituto HKI. Los cultivos iniciales parten de stocks de glicerol de la coleccion. Una
alicuota de los cultivos iniciales se utiliz6 para la inoculacion de células en suspension
(DO 600 de 0,5) en las placas.

P. tolaasii se inocul6 en dos placas independientes: una en condiciones axénicas y
otra en cocultivo con M. tolaasinivorans directamente sobre portaobjetos de vidrio
recubiertos con 6xido de indio y estafio (ITO) para IMS (Bruker Daltonics). Para ello, los
portaobjetos (esterilizados mediante autoclave) con ITO se colocaron dentro de placas
de Petri y se vertieron 2-3 mL de medio de cultivo Kings B (1,5% agar) para cubirir el
portaobjetos con una capa delgada uniforme. Los cultivos se mantuvieron a 25 °C
durante 25 h. A continuacion, las muestras se secaron durante la noche a 37 °C. Una
vez secas, se cubrieron con una solucion saturada (20 mg / mL) de matriz MALDI
universal (mezcla 1: 1 de 4cido 2,5-dihidroxibenzoico y a-ciano-4- acido hidroxicinamico;
Bruker Daltonics) en acetonitrilo / metanol / agua (70: 25: 5, v/ v/ v), usando el espray
automatico ImagePrep 2.0 (Bruker Daltonics) segun el método descrito por Hoffmann y

Dorrestein. 133

5.2. Preparacion de la muestra SALDI-IMS

Se utilizé la misma cepa de P. tolaasii que en apartado anterior. P. tolaasii se cultivd
individualmente en Kings B durante 25 h a 25 °C. La preparacion de la muestra SALDI-
IMS se basa en el trabajo realizado por Chen et al. 8 Para ello, se corté el area objetivo
de la placa de agar y la parte posterior del cultivo se colocé en la parte superior de un
sustrato AuBSi, enjuagado con metanol, durante 15 minutos de impresion. Después de
retirar la muestra objetivo, el sustrato AuBSi se lavo con agua miliQ antes del andlisis
IMS.

Los sustratos AuBSi impresos se enviaron del HKI a la URV (Tarragona) a
temperatura ambiente para su andlisis. El sustrato impreso se fijé en un portaobjetos de
acero inoxidable con cinta conductora y se sometio a espectrometria de masas usando

un adaptador de portaobjetos Bruker MTP 1.
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5.3. Obtencion de datos mediante MALDI-IMS y SALDI-IMS

Las muestras de MALDI-IMS se analizaron en un UltrafleXtreme MALDI TOF / TOF
(Bruker Daltonics) en el instituto HKI; las muestras de SALDI-IMS se analizaron en un
equipo del mismo modelo situado en el COS. Ambos tipos de muestra se analizaron en
modo reflector positivo. El analisis se realiz6 en el rango de 700-3000 Da para muestras
de MALDI-IMS y el rango de 100-2100 Da para muestras de SALDI-IMS. Se utilizé una
intensidad del laser media, acumulando 1000 disparos por pixel. El tamafio de pixel se
ajusto a 200 um (MALDI-IMS) y 300 um (SALDI-IMS).

El método de adquisicion de los datos MALDI-IMS esta calibrado por calibracion
externa con patrones estandares de péptidos (Bruker Daltonics), pero los espectros no
estan re-calibrados internamente y se espera un error de masa de +/- 1 Da. El método
de adquisicion y los espectros de SALDI-IMS estan calibrados con los picos de los

clusters de oro (Au; hasta Aus) y se espera un error de masa de +/- 0,2 Da.

5.4. Programas informaticos para el andlisis de los datos obtenidos mediante
MALDI-IMS y SALDI-IMS

Los datos generados se convirtieron al formato estandar. imzML en fleximaging

4.0. Los datos en formato. imzML se analizaron y visualizaron usando el paguete rMSI

del programa R, desarrollado por el grupo MIL@b de la URV.BY Las imagenes

moleculares se normalizaron mediante TIC (Total lon Count). La representacion de los

espectros se realizé con el paguete de R ggplot2. Las figuras y tablas del trabajo han

sido disefiadas y/o modificadas con Inskcape.

Para la identificacion putativa de los compuestos presentes en el espectro se utilizé
el Diccionario de Productos Naturales. Se trata de una base de datos de acceso privado
(acceso mediante suscripcion del HKI) que incorpora mediante actualizaciones
bianuales todos los compuestos reportados en la literatura cientifica. Se utiliz6 como
base para la identificacién una lista de todos los compuestos del diccionario en cuyo

campo “Biological Source” incluia “Pseudomonas”.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Anéalisis de datos

Se realizé un analisis de los datos adquiridos mediante MALDI-IMS para investigar
los metabolitos sintetizados por P. tolaasii en cultivo axénico y en cocultivo junto con M.
tolaasinivorans. También se compararon los resultados obtenidos del cultivo de P.
tolaasii mediante MALDI-IMS con los medidos mediante SALDI-IMS.

6.1.1. Identificacion putativa de metabolitos secretados por P. tolaasii en cultivo
axénico y en cocultivo con Mycetocola tolaasinivorans utilizando MALDI-
IMS

En la Figura 8 se pueden observar las fotografias de las muestras preparadas para
el proceso MALDI-IMS. Se diferencian dos colonias independientes de P. tolaasii (1); y
dos colonias en contacto de P. tolaasii y M. tolaasinivorans (2).

P. tolaasii P. tolaasii

P. tolaasii M. tolaasinivorans -

Figura 8. Fotografia de los portaobjetos ITO con las muestras. (1) Corresponde con el cultivo
axénico con P. tolaasii. (2) Corresponde con el cocultivo de P. tolaasii con M. tolaasinivorans.

Los rectangulos azul y rojo representan el area medida mediante IMS en cada muestra.

A partir de estas muestras, los datos MALDI-IMS se resumen en el espectro medio

mostrado en la Figura 9.
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Figura 9. Espectro medio en el que se refleja la masa (eje x) e intensidad (eje y) de los diferentes
iones detectados por MALDI-IMS en un cultivo axénico de P. tolaasii y un cocultivo de ésta con

M. tolaasinivorans.

El espectro medio se midié en un rango de 700-3500 Da. Por tanto, en este trabajo
solo se han podido detectar e identificar los compuestos que presentan una masa

molecular comprendida entre este rango.

A simple vista, se observaron dos grupos de picos diferentes: uno que abarca el
rango comprendido entre 1000-1500 Da y otro entre 2000-2075 Da. Ademas, se puede
apreciar como el espectro correspondiente al cultivo axénico de P. tolaasii present6
diferencias significativas en la intensidad respecto al espectro del cocultivo con M.

tolaasinivorans.

e Rango 2000-2075 Da

Taly como se muestra en la Figura 10, en este rango se observaron picos de elevada
intensidad correspondientes al cocultivo (rojo), aunque también aparecieron picos
pertenecientes al cultivo axénico (azul). Esto parece indicar que P. tolaasii aumenta la

produccion de determinados compuestos en presencia de M. tolaasinivorans.

Los picos agrupados corresponden con patrones isotdpicos de un mismo compuesto
por lo que en este rango se diferencian a simple vista al menos 3 clusters de iones

diferentes.
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Figura 10. Rango 2000-2075 Da del espectro medio en el que se refleja la masa (eje x) e
intensidad (eje y) de los diferentes iones detectados por MALDI-IMS en un cultivo axénico de P.

tolaasii y un cocultivo de ésta con M. tolaasinivorans.

Tras consultar en el Diccionario de Productos Naturales los posibles compuestos
producidos por P. tolaasii y/o M. tolaasinivorans que puedan coincidir con la masa
molecular de estos picos, todo apunta a que se trata de tolaasina. Tal y como se ha
comentado en en apartado de la introduccién, P. tolaasii destaca por la biosintesis de
tolaasina, un compuesto patégeno para muchas especies de hongos. Por tanto, es muy

posible que este metabolito haya sido detectado por MALDI-IMS.
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Figura 11. Estructura de las tolaasinas |, Il, A, B, C, D y E. Fuente: Modificado de [35]
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La tolaasina es un lipodepsipéptido tensioactivo que consta de 18 aminoacidos y una
cadena de Acido beta-hidroxi-octanoico en el extremo N-terminal.*® Se han descubierto

7 andlogos de la tolaasina,®® representados en la Figura 11y descritos en la Tabla 1.

El peso molecular de cada tolaasina se muestra en la Tabla 1. Como se ha descrito,
IMS se basa en la ionizacién de los compuestos de una muestra, por lo que lo mas
probable sera encontrar la tolaasina formando aductos con otras moléculas,
frecuentemente sodio (Na) y potasio (K). Esto se debe, fundamentalmente, a la

presencia de sales en el medio de cultivo.

Tabla 1. Masas moleculares de las tolaasinas medidades en Daltons en su forma neutra o

formando aductos con iones de Na* o K*.

FORMA CICLICA FORMA LINEAL

M (Da) M+Na (Da) M+K(Da) M (Da) M+Na (Da) M+K (Da)
Tolaasin | 1986,2 2009,2 2025,3 2004,2 2027,2 2043,3
Tolaasin Il 1942,2 1965,2 1981,3 1960,2 1983,2 1999,3
Tolaasin A 1958,1 1981,1 1997,2 1976,1 1999,1 2015,2
Tolaasin B 1972,2 1995,2 2011,3 1990,2 2013,2 2029,3
Tolaasin C 2004,2 2027,2 2043,3
Tolaasin D 1986,2 2009,2 2025,3 2004,2 2027,2 2043,3
Tolaasin E 1942,2 1965,2 1981,3 1960,2 1983,2 1999,3

El espectro presentd un pico que corresponde a un compuesto de masa molecular
2008,94 +/- 0,2786 Da (donde +/- 0,2786 Da corresponde al ancho del pico) (Figura 12).
Teniendo en cuenta el margen de error de masa +/- 1 Da, este pico podria indicar la
presencia de tolaasina | o de tolaasina D formando un aducto con el ibn Na*. Puesto

que ambas presentan el mismo peso molecular, no pueden diferenciarse por IMS.
Esto supone una limitaciéon en IMS, ya que hay compuestos que son isémeros, es
decir, presentan la misma masa molecular y, por tanto, para diferenciarlos hay que

recurrir a otras técnicas de determinacion estructural.

Se va a suponer que es tolaasina | ya que esta forma es el derivado principal de P.

tolaasii.l?”
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Figura12. Imagen MALDI-IMS del compuesto [M+Na]+ m/z: 2008.9400 +/- 0.2786 Da detectado
en un cultivo axénico de P. tolaasii (1) y un cocultivo con M. tolaasinivorans (2). A la derecha se
muestran los picos correspondientes al compuesto en el cultivo axénico (azul) y en el cocultivo

(rojo).

Como se puede observar en la Figura 12, P. tolaasii secret6 tolaasina | ciclica tanto
en cultivo axénico como en cocultivo con M. tolaasinivorans. Sin embargo, los picos
correspondientes a tolaasina | representados en la Figura 12 mostraron una intensidad
mucho mayor de tolaasina | en el cocultivo (espectro rojo). Se cree que P. tolaasii
incrementa la produccion de tolaasina | como respuesta de defensa ante
M. tolaasinivorans, demostrando su actividad antimicrobiana. La imagen MALDI-IMS
corrobora esta teoria ya que la tolaasina I, aunque se distribuye por toda la colonia, esta
mas concentrada (color naranja-rojo) en el borde de la colonia opuesto a la zona de
interaccion. Esto sugiere que M. tolaasinivorans podria estar inhibiendo de alguna forma

este compuesto. En el cultivo axénico tan solo se localiz6 en los bordes de las colonias.

Analizando el espectro medio se detecté un compuesto que parece secretarse en la
zona de contacto entre P. tolaasii y M. tolaasinivorans (Figura 13). El pico del espectro
correspondiente a esta molécula presentdé una mayor intensidad en cocultivo. El
metabolito en cuestién presenté una masa molecular de 2027,3187 Da. Justamente,
esta masa molecular se diferencia en 18 Da con el aducto formado por la tolaasina |

ciclica junto con el i6bn Na*.
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Figura 13. Imagen MALDI-IMS del compuesto [M+Na]+ m/z: 2027,3187+/- 0.100 Da detectado
en un cultivo axénico de P. tolaasii (1) y un cocultivo con M. tolaasinivorans (2). A la derecha se
muestran los picos correspondientes al compuesto en el cultivo axénico (azul) y en el cocultivo

(rojo).

Todo apunta a que se trata de tolaasina | linealizada, o lo que es lo mismo, tolaasina
C. P. tolaasii es capaz de sintetizar de forma natural la tolaasina C en cultivo axénico.F®
Sin embargo, llama la antencién que, a diferencia del caso anterior, el compuesto en
cocultivo se concentré en la zona de interaccion con M. tolaasinivorans cuando, en

principio, la tolaasina C no es toxica para las bacterias.

Tal y como se ha comentado en el apartado 3.5 de la introduccion, la estructura
ciclica de la tolaasina es critica para interaccionar con la célula objetivo, por lo que la
linealizacién supone la pérdida de la toxicidad de este lipodepsipéptido. Esto coincidiria
con la ganancia de una molécula de H,O por parte de la tolaasina. Ademas, se sabe
que M. tolaasinivorans es capaz de desintoxicar tolaasinas.®? Por lo tanto, una
posibilidad es que M. tolaasinivorans linealice la molécula mediante hidrélisis de la

lactona presente en la tolaasina I.

De hecho, esta idea ya fue corroborada por Hoefler et al.? al detectar mediante IMS
una adicién de 18 unidades de masa en la surfactina (un lipopéptido ciclico producido
por B. subtilis) cuando se producia la hidrélisis de este compuesto por parte de
Streptomyces sp. En su estudio también se detectd el compuesto linealizado en el agar
proximal a Streptomyces sp, ya que esta bacteria estaba linealizando la lactona del
compuesto como mecanismo de defensa contra la surfactina (la cual inhibe la formacion
de las hifas aéreas en Streptomyces). Esto evidencia que hay bacterias capaces de

linealizar algunos lipopéptidos ciclicos.
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Si esto es asi en el caso de M. tolaasinivorans, esta bacteria podria ser una solucion
para frenar la enfermedad de la mancha marrén causada por la tolaasina, lo que evitaria

grandes pérdidas en el sector agroalimentario.

Una ventaja de M. tolaasinivorans es que se aisl6 e identificd directamente de los
champifiones,® lo que indica que éstos presentaban una microbiota protectora de
forma natural. Esto potencia la aplicacion de estas bacterias en la agricultura ya que la
bacteria no parece causar problemas de seguridad. Lamentablemente, apenas hay
informacion sobre este microorganismo, por lo que hacen falta mas estudios que

confirmen su potencial y que es inocua para la salud y el medio ambiente.

Ademads, si la presencia de M. tolaasinivorans linealizdé este lipodepsipéptido,
significa que muchas de las moléculas de tolaasina secretadas ya habrian sido
hidrolizadas. Esto hace gue el resultado obtenido en la Figura 12 no se corresponda con
la cantidad real de tolaasina | que sintetizd P. tolaasii en cocultivo y explica que la
tolaasina | ciclica esté mas concentrada en el margen de P. tolaasii opuesto a M.

tolaasinivorans.

No se detectaron picos que se correspondan con otros analogos de tolaasina
(tolaasina I, A, B y E). Es de esperar, ya que la produccion de distintos analogos

normalmente depende de la cepa y el medio de cultivo donde se encuentren.¢l

e Rango 1000-1500 Da

En este rango (Figura 14), a diferencia del caso anterior, P. tolaasii parece sintetizar
algunos compuestos de manera abundante en ambos cultivos (axénico y cocultivo), ya
que la intensidad de los picos es elevada. Sin embargo, se observé que algunos
metabolitos no estaban presentes en ambos espectros, lo que indica que hay

compuestos cuya sintesis se activa o se inhibe en presencia de M. tolaasinivorans.

Ademas, en el espectro medio, al igual que en el caso anterior, habia una distancia
de 16 Da entre los primeros picos de cada patrén isotépico. Esto seguramente se deba
a la presencia de distintos aductos (Na* con una masa molecular de 23,0 Da y K* con

una masa molecular de 39,1 Da) de un mismo compuesto.
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Figura 14. Rango 1000-1500 Da del espectro medio en el que se refleja la masa (eje x) e

intensidad (eje y) de los diferentes compuestos detectados por MALDI-IMS en un cultivo axénico

de P. tolaasii y un cocultivo de ésta con M. tolaasinivorans.

Durante el analisis de esta region, se detectaron patrones isotdpicos que coinciden

en masa molecular (Tabla 2) con la pseudodesmina A, un compuesto producido por P.

tolaasii cuando ésta ultima forma aductos con Na* y K*.

Tabla 2. Masa molecular de la pseudodesmina A en forma ciclica.

FORMA CiCLICA
M (Da) M+Na (Da) M+K (Da)
PseudodesminaA | 11247 1147,7 1163,8

Pseudodesmin A: R = -CHjy

D-Vald

., D-allo-Thed

n n\: P-hydroxydecanoic acid
-

Figura 15. Estructura quimica de la pseudodesmina A. Fuente: Modificado de [38]
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La pseudodesmina, tal como se muestra en la Figura 15, es un lipodepsipéptido
ciclico sintetizado como metabolito secundario por Pseudomonas spp., entre otras

bacterias, por lo que es muy probable que P. tolaasii esté sintetizando este compuesto.
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Figura 16. Imagen MALDI-IMS del compuesto [M+K]+ m/z: 1164,4123+/- 0.2786 Da detectado
en un cultivo axénico de P. tolaasii (1) y un cocultivo con M. tolaasinivorans (2). A la derecha se
muestran los picos correspondientes al compuesto en el cultivo axénico (azul) y en el cocultivo

(rojo).

En la imagen MALDI-IMS (Figura 16) se observa que el compuesto fue secretado en
abundancia por P. tolaassi en cultivo axénico. Esto indica que la molécula es sintetizada
independientemente de la presencia o0 ausencia de organismos competidores. No es
sorprendente ya que, generalmente, los lipopéptidos ciclicos realizan multiples
funciones bioldgicas. Ademas de aportar una ventaja competitiva en las interacciones
con otros microorganismos, mejoran la motilidad y participan en la formacion y desarrollo

de biopeliculas, entre otras funciones.

En cocultivo con M. tolaasinivorans, el lipodepsipéptido se concentrd en la zona de
contacto entre ambas bacterias. Esto potencia la teoria de que el compuesto
corresponde con la pseudodesmina, ya que ésta presenta actividad bactericida contra
algunas bacterias gram-positivas.l®® Por tanto, podria ser que P. tolaasii utilice la
pseudodesmina A para protegerse contra M. tolaasinivorans, confirmando la actividad

antimicrobiana de este compuesto contra bacterias gram-positivas.

El espectro no mostrd la presencia de pseudodesmina linealizada ni en cultivo
axénico ni en cocultivo, lo que indica que M. tolaasinivorans no es capaz de hidrolizar

este lipodepsipéptido.
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Volviendo al espectro medio, se detect6 una pareja de picos bastante interesante a
16 Da de distancia entre ellos. Se infiere de los resultados que el compuesto en cuestion,
gue presenta una masa molecular de 1080 Da, esta presente en el espectro formando

aductos con Na* y con K* (con una masa molecular de 1102,97 y 1118,97)

respectivamente).
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Figura 17. Imagen MALDI-IMS de un compuesto [M+Na]+ m/z: 1102,97 +/- 0.2786 Da en un
cultivo axénico de P. tolaasii (1) y un cocultivo con M. tolaasinivorans (2). A la derecha se
muestran los picos correspondientes al compuesto en el cultivo axénico (azul) y en el cocultivo

(rojo).

Como se puede observar en la Figura 17, el compuesto se localiz6 por toda la colonia
de P.tolaasii en cocultivo de forma intensa salvo en la zona de contacto con M.
tolaasinivorans. Ademas, en cultivo axénico tan solo aparecié en los alrededores de las
colonias y de forma poco significativa. Por tanto, parece tratarse de un compuesto que
P. tolaasii produjo como respuesta a M. tolaasinivorans pero que se inhibe justo en la
zona de interaccion, o bien fue modificado por M. tolaasinivorans al igual que ocurrié

con la tolaasina I.

Este compuesto no coincide con la masa molecular de ninglin compuesto presente
en la base de datos del diccionario de productos naturales reportados para
Pseudomonas spp., por lo que lo mas probable es que no se haya investigado todavia.
MALDI-IMS es muy util para descubrir nuevos compuestos o nuevos analogos, ya que
en el espectro aparecen todos los metabolitos que es capaz de detectar en la muestra.
De momento, gracias a esta técnica solo se sabe que hay un compuesto de masa

molecular 1080 Da (+/- un error de aproximadamente 1 Da) secretado por P. tolaasii.

Debido a su masa molecular y al tipo de metabolitos que suele producir P. tolaasii,

se sospecha que el compuesto es de naturaleza peptidica. Analizando las posibles

31



ESPECTROMETRIA DE MASAS DE IMAGEN APLICADA AL ESTUDIO DE METABOLITOS MICROBIANOS | Laura Les Bueno

identidades, se cree que este pico podria corresponder con un tipo de sideréforo, una
pioverdina, ya que presenta una masa molecular muy similar a las pioverdinas
producidas por Pseudomonas spp. Ademas, el medio de cultivo Kings B se utiliza para
detectar de la presencia de pioverdinas en distintas especies de Pseudomonas, por lo
gue su composicion favorece la sintesis de este compuesto . Las pioverdinas son
sideréforos fluorescentes que favorecen el crecimiento de sus microorganismos
productores en condiciones limitantes de hierro.*Y Para confirmar que se trata de
pioverdina se podria hacer una fluorimetria a la muestra ya que la presencia de este

compuesto emite fluorescencia.

Otra hipotesis que no se descarta es que el compuesto corresponda con una
modificacion de la pseudodesmina. Analizando ambas imagenes (Figuras 15 y 16), se
observd que la distribucion del cocultivo es complementaria a la del compuesto
desconocido. Para corroborar que los pixeles de ambos compuestos no coinciden, se
representaron los aductos formados por pseudodesmina con K* y el compuesto

desconocido con K™ en una misma imagen (Figura 18).
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Figura 18. Imagen MALDI-IMS donde se representa la localizaciéon e intensidad de dos
compuestos diferentes superpuestos. Por un lado, el compuesto [M+K]+ m/z: 1164,4123+/-
0.2786 Da (rojo) y por otro, un compuesto [M+K]+ m/z: 1118,97+/- 0.2786 Da (verde) en un cultivo

axénico de P. tolaasii (1) y un cocultivo con M. tolaasinivorans (2).

La imagen MALDI-IMS confirmé que en cocultivo ambos compuestos no se solapan,
sino que son complementarios. Esto suele indicar la conversion de un compuesto en

otro.

Para poder afirmar que se trata de una pioverdina o en cambio, demostrar que el
compuesto esta relacionado con la pseudodesmina deberian realizarse experimentos

complementarios (se describiran en el apartado 7).
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6.1.2. Comparacién de los datos obtenidos de un cultivo de P. tolaasii mediante
MALDI-IMS y SALDI-IMS

En la Figura 19 se observan distintas fotografias de la muestra durante el proceso

de impresion (izquierda) o ya preparada para el proceso SALDI-IMS (derecha).

P, tolaasii

Figura 19. Fotografias del sustrato AuBSi con la muestra del cultivo axénico de P. tolaasii
impresa. En las fotografias de la izquierda se puede observar el trozo de agar con P. tolaasii
sobre el sustrato durante el tiempo de impresion. En la derecha se observa la muestra ya impresa
preparada para su introduccién en UltrafleXtreme MALDI TOF / TOF. El rectangulo verde

representa el area medida de la muestra.

Los espectros medios obtenidos a partir de los datos MALDI-IMS (en azul) y SALDI-

IMS (en verde), ambos representados en la Figura 20, mostraron claras diferencias entre

ellos.
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Figura 20. Espectros medios en los que se refleja la masa (eje x) e intensidad (eje y) de los

diferentes iones detectados en un cultivo axénico de P. tolaasii. El espectro de arriba se analiza
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mediante la técnica SALDI-IMS con un sustrato AuBSi mientras que el de abajo ha sido obtenido

a partir de MALDI-IMS aplicando una matriz conductora.

El espectro obtenido mediante SALDI-IMS concentr6 la mayor parte de los picos
detectados en el rango 100-270 Da mientras que con MALDI-IMS esa zona ni siquiera
fue medida ya que suele presentar un gran ruido de fondo debido a los componentes de
la matriz. Sin embargo, SALDI-IMS permitié analizar los compuestos detectados de baja
masa molecular con menor ruido de fondo, aunque este método no esta libre de
compuestos externos, ya que siguen apareciendo los picos pertenecientes a los

compuestos que forman el medio de cultivo.

De todos modos, comparando el rango medido que coincide en ambos
experimentos, MALDI-IMS detecté muchos mas compuestos que SALDI-IMS. Sin
embargo, esto no es significativo ya que, aunque se trata de la misma cepa, los
espectros se obtienen de dos cultivos diferentes donde ha podido influir cualquier
cambio en las condiciones de cultivo o el método de impresién. Tal y como se indica en
el apartado 5.2 de materiales y métodos, en SALDI-IMS la muestra se imprimié por la
parte de debajo de cultivo de agar, por lo que no se mide directamente la muestra, sino

los metabolitos secretados por la bacteria al agar.

Ademas, al tratarse de experimentos medidos en dos equipos diferentes tampoco se

puede tener en cuenta la intensidad de los picos, ya que esto varia en funcién del equipo.

Se sabe que distintas especies de Pseudomonas spp. producen y secretan una
amplia gama de metabolitos de moléculas pequefias, por lo que el método SALDI-IMS

resultaria 6ptimo para su andlisis de estas bacterias.

En el andlisis del espectro SALDI-IMS se detectaron distintos
compuestos. Aparecieron dos picos con una masa molecular de 182.9130 y 198.8875
Da que seguramente sean aductos de un mismo compuesto con Na® y K*
respectivamente. Tras investigar los productos naturales producidos por Pseudomonas,
el pico podria corresponder con un herbicida natural sintetizado por diversas bacterias

de Pseudomonas presentes en la rizosfera, la 4-formylaminooxyvinylglycina.%

También se detectdé un compuesto de masa molecular 140.9015 Da, representado
en la Figura 21. Ademas, aparecio otro pico con 16 Da de diferencia por lo que

seguramente se trate de un mismo compuesto formando aductos con Na*y K*.
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Figura 21. Imagen SALDI-IMS de un compuesto [M+Na]+ m/z: 140,9015 +/- 0.1978 Da
detectado en un cultivo axénico de P. tolaasii. A la derecha se muestra el pico correspondiente

al compuesto en el cultivo axénico (verde).

Este compuesto aparece en las proximidades de la colonia debido en parte al
método utilizado para imprimir la muestra. Esto es una limitacion, ya que se detectan los
compuestos secretados, pero no su localizacién exacta que si se vio mediante MALDI-
IMS.

Tras consultar las posibles identidades de esta molécula se cree que pertenece al
aducto formado por el &cido succinico con el Na*. El &cido succinico es un intermediario
metabdlico que casualmente participa en la biosintesis de las pioverdinas.*? La
presencia de este acido reforzaria la hipétesis de que el compuesto desconocido con
masa molecular 1119,07 Da corresponde con la pioverdina. Estos resultados
demuestran que las técnicas MALDI-IMS y SALDI-IMS ofrecen resultados

complementarios muy utiles para generar hipétesis mas sélidas.

En el espectro (Figura 20) también se observaron a simple vista grupos de picos
alrededor de los 1150 Da. Destacaron dos picos con masa molecular de 1147,62 Da y
1163,57 Da (Figura 22). De nuevo la diferencia es de unos 16 Da, por lo que

seguramente se trate del mismo compuesto formando aductos con Na* y K*.
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Figura 22. Imagen SALDI-IMS de un compuesto [M+K]+ m/z: 1163,57 +/- 0.1978 Da detectado
en un cultivo axénico de P. tolaasii. A la derecha se muestra el pico correspondiente al compuesto

en el cultivo axénico (verde).

La masa molecular de este compuesto es muy similar a la de la pseudodesmina A,
ya detectada previamente en el experimento con MALDI-IMS (Figura 16). SALDI-IMS
potencia la idea de que se trata de la pseudodesmina A, ya que el pico detectado en el
espectro se acerca todavia mas al peso molecular real de esta molécula (Tabla 2).
SALDI-IMS presenta un menor error de masas debido, seguramente, a la calibracion del

aparato a partir de los picos de oro derivados del sustrato AuBSi creado por MIL@b.

A simple vista, el espectro obtenido mediante SALDI-IMS no indicé la presencia de
metabolitos en el rango 2000-2075 Da. Al ampliar el espectro, se observaron unos picos
correspondientes a la masa molecular de la tolaasina que destacaban minimamente del
ruido de fondo (Figura 23). La imagen iénica no es muy informativa, al ser la intensidad

de los picos demasiado cercana a la linea base.
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Figura 23. Espectro medio en el que se refleja la masa (eje x) e intensidad (eje y) de los iones

detectados en el rango 2006-2030 Da en un cultivo axénico de P. tolaasii. El espectro se analiza
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mediante la técnica SALDI-IMS con un sustrato AuBSi.

Este resultado es bastante desconcertante, ya que si algo caracteriza a P. tolaasii
es su capacidad de sintetizar tolaasinas. El método de impresién utilizado en el
experimento puede tener algo que ver, ya que solo se pueden detectar los metabolitos
depositados en el fondo de la placa de cultivo. También hay que tener en cuenta que la
bacteria fue cultivada en axénico y en estas condiciones no produce tanta tolaasina
como cuando necesita defenderse de un competidor. Ademas, todos los compuestos
detectados en el espectro SALDI-IMS presentaron una intensidad muy baja. Si se
compara con la pseudodesmina, en el espectro obtenido mediante MALDI-IMS (Figura
14) a partir del cultivo de P. tolaasii en axénico se ve una gran diferencia en la deteccion

de pseudodesmina respecto a tolaassina.

Por lo tanto, se deduce que la tolaasina probablemente si que fue sintetizada por P.
tolaasii, pero en este caso el método de impresion no fue el mas adecuado. Mejorar el

proceso de imprinting puede ser interesante de cara a futuras aplicaciones.

7. CONCLUSION

En este trabajo se demuestra que MALDI-IMS ofrece informacién biolégica de gran
valor sobre muestras microbioldgicas. Esta técnica no solo indica la masa molecular de
un compuesto, sino que también representa la dimensién espacial que éste ocupa en
una muestra. Esto supone una gran ventaja ya que, tal y como se ha mostrado en los
distintos ejemplos de las aplicaciones y en el cocultivo analizado, gracias a las imagenes
MALDI-IMS se pueden generar hipétesis que ayuden a declinarse por la identidad final
de un compuesto. Ademas, la imagen i6nica permite observar a simple vista qué
microorganismo esta sintetizando el compuesto o cudl lo esta modificando. Esto se
ejemplifica claramente en los resultados de este trabajo, ya que se pueden observar los
compuestos que sintetiza P. tolaasii dentro y alrededor de las colonias y cdmo algunos
de estos compuestos son inhibidos o regulados positivamente en la zona de contacto
cuando la bacteria interacciona con un competidor. Por lo tanto, la distribucion espacial
de un metabolito microbiano en su contexto biolégico puede ofrecer informacion

relevante sobre la funcion de un compuesto y su regulacion.

Otra de las ventajas de MALDI-IMS es que genera un espectro con todos los
compuestos que ha sido capaz de detectar dentro de un rango de pesos moleculares

determinados, sin necesidad de conocer previamente el tipo de metabolito que se quiere
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analizar y sin realizar la extraccion de los metabolitos. Esto se puede observar en el
analisis realizado en este trabajo, ya que se detectdé un compuesto sintetizado por P.
tolaasii no identificado hasta la fecha (un compuesto desconocido o una modificacion de
un compuesto conocido). Esta ventaja tiene especial relevancia cuando se trabaja con
muestras desconocidas ya que se trata de una técnica no dirigida que puede conducir

al descubrimiento de nuevas moléculas.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que los compuestos representados en el
espectro corresponden a metabolitos secretados al exterior o a componentes externos
de la pared celular en el caso de bacterias. MALDI-IMS, normalmente, no permite
observar el interior celular ya que habria que aumentar la potencia del laser a un nivel
en el que las células se verian muy dafiadas e incluso podrian perder su conformacion.
Ademas, esta técnica todavia no puede utilizarse a nivel de célula ya que el tamafio del
laser y el pixel minimo que puede ser medido es més grande que las células. Otra
desventaja es que la medicion MALDI-IMS en la practica esta limitada en un rango de
50-4000 Da por lo que solo se podran observar moléculas cuya masa molecular este
comprendida entre estos valores. Esto impide detectar compuestos mas pesados de

gran interés, como la mayoria de las proteinas.

Durante el analisis de los resultados de este trabajo se observo que, aunque a simple
vista parezca que el espectro contiene mucha informacién, solo se acaban identificando
un porcentaje muy pequefio de compuestos. Esto se debe a que muchos de los picos
corresponden a is6topos de un solo compuesto, ademas de los picos detectados de los
aductos que forme este compuesto con otras moléculas. Asimismo, este Unico
compuesto también puede haber sido fragmentado durante el proceso y lo que en
realidad se observa son distintos picos derivados de él. Es decir, un solo compuesto

puede estar representado por muchos picos en el espectro de masas.

La principal limitacién de cualquier técnica de espectrometria de masas es que hay
muchas moléculas que presentan pesos moleculares idénticos 0 muy similares que
pueden corresponder con los compuestos detectados. Es el caso de la tolaasina | y la
tolaasina D, que son isémeros estructurales. Para poder corroborar la identidad y

estructura de un compuesto es necesario utilizar técnicas complementarias.

En el caso de IMS, las técnicas complementarias para corroborar la identidad de un
compuesto normalmente incluyen la realizacion de extractos liquidos de una placa del
cultivo (o cocultivo) y el andlisis mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas de alta resolucion. Esto permite determinar la masa exacta

del compuesto desconocido con el menor error posible para poder asignarle una férmula
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molecular. Adem4s, se podria fragmentar el ion precursor del compuesto de interés
mediante masas/masas para tener mas informacién de su estructura. Finalmente, si
fuese necesario, se realizaria un cultivo a gran escala para aislar el compuesto y
analizarlo por resonancia magnética nuclear, lo que permite elucidar la estructura de un
compuesto aislado. Esta aproximacion es la que siguieron investigaciones similares
para describir la estructura de compuestos nuevos descubiertos por IMS, como es el
caso de la jagaricina ?® y es compatible con otras nuevas aproximaciones basadas en

metabolémica y bioinformatica.l*

Otro de los inconvenientes de MALDI-IMS es el uso de la matriz organica, aunque
este problema puede ser solventado utilizando SALDI-IMS. Como muestran los
resultados de este trabajo, SALDI-IMS permite analizar los compuestos de bajo peso
molecular con menor ruido de fondo. SALDI-IMS podria ser otra de las técnicas
complementarias a MALDI-IMS ya que aporta informacioén que puede ser muy Util para
corroborar la hipotesis generada por MALDI. En concreto, el sustrato AuBSi ha
demostrado ser muy eficaz en técnicas SALDI-IMS, permitiendo calibrar el espectro con

un margen de error mucho menor gracias a sus nanoparticulas de oro.

Ambas técnicas, MALDI y SALDI-IMS presentan un futuro prometedor en el sector

microbioldgico, aunque se debe seguir investigando para solventar sus limitaciones.

Ademas, este trabajo abre camino a una futura investigacion sobre el mecanismo de
detoxificacién de la tolaasina por parte de M. tolaasinivorans. Utilizando IMS y otras
técnicas complementarias se podrian llegar a identificar enzimas que puedan estar
implicadas en este proceso. De hecho, en el estudio ya citado de Hoefler et al.B"l
consiguieron identificar la enzima responsable de hidrolizar la surfactina y conferir
resistencia a la inhibicién del crecimiento de las hifas aéreas. Esto demuestra que IMS
es capaz de detectar modificaciones del metabolito natural durante la competencia entre
microorganismos, lo que puede guiar la busqueda de nuevas enzimas. Replicando este
estudio en un cocultivo de P. tolaasii con M. tolaasinivorans se podria llegar a descubrir
alguna enzima implicada en el proceso de detoxificacion que sirva para controlar la

enfermedad causada en los cultivos de champifion.

Actualmente, todavia quedan muchas preguntas criticas sobre la interaccion de los
microbios en sus entornos nativos. Cada vez es mas importante investigar los
microorganismos como parte de una comunidad y no cémo organismos aislados en un
laboratorio. Las técnicas de imaging ayudan a comprender mejor la complejidad real de

los sistemas microbianos y, por tanto, seran imprescindibles en un futuro cercano.
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9. AUTOEVALUACION

El primer dia que me reuni con el grupo de investigacion MIL@b me explicaron en
qué consistia la técnica con la que trabajan y me mostraron algunos de sus resultados.
Me llamé mucho la atencién como combinaban la microbiologia con la quimica analitica
y la bioinformatica. Esto me parecié una gran oportunidad para poder conocer tres

potentes ramas de investigacion a partir de una sola técnica.

Meses después puedo confirmar que no me equivoqué. Este trabajo me ha permitido
no solo poner en practica los conocimientos adquiridos en diversas asignaturas a lo

largo de la carrera, sino ampliarlos.

Durante mi estancia en préacticas, pude colaborar en algunos de los proyectos en los
que estaba trabajando MIL@b. Esto me permiti6 aprender a preparar las muestras
biol6gicas y a tener las primeras tomas de contacto con el equipo MALDI-IMS. Incluso
pude ver como sintetizaban el sustrato AuBSi mediante pulverizacion catddica.

En un principio, mi trabajo final de grado estaba organizado para realizar por mi
misma una serie de experimentos con levaduras y analizar los resultados obtenidos. De
hecho, llegué a preparar los cultivos para medirlos en MALDI-IMS dias antes de
decretarse el estado de alarma. Esto me ayuddé a adquirir mas experiencia en el
laboratorio de microbiologia, dénde aprendi como preparar los medios de cultivo, a

sembrar las levaduras y a trabajar en condiciones de esterilidad.

Finalmente, dadas las circunstancias de los dltimos meses, opté por continuar el
trabajo de forma online. La busqueda de informacién para comprender la técnica me ha
permitido asentar muchos de los conceptos quimicos que he ido adquiriendo durante la
carrera. También he podido utilizar lo aprendido en la asignatura de bioinforméatica para

el andlisis de los espectros ibnicos mediante bases de datos y programas informaticos.

Creo que una de las principales ventajas de esta técnica es su capacidad para
generar tantas posibles hipotesis sin obtener un resultado claro. Esto ha supuesto para
mi uno de los aspectos mas enriquecedores, ya que me ha permitido ser mas resolutiva
e investigar de forma critica las multiples opciones antes de decantarme por la identidad

de un compuesto.

A nivel general, estoy muy satisfecha tanto con el trabajo realizado como con los

conocimientos adquiridos durante su elaboracion.
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ANEXOS

ANEXO 1. Glosario de términos

e Aducto: Producto formado por la unién directa de dos moléculas, sin que se
produzcan cambios estructurales. También son posibles otras estequiometrias
diferentes ala 1:1, como 2:1, es decir, dos moléculas A y una B. En espectrometria
de masas, se define como un ion formado por la interaccion de un ion precursor con
uno o mas atomos o moléculas que contiene todos los &tomos constituyentes del ion
precursor, asi como los &tomos adicionales de los atomos o0 moléculas asociados.
En IMS, los aductos mas comunes son [M+H]+, [M+Na]+ y [M+K]+.

¢ Analito: Compuesto de una muestra que se analiza. ES una especie guimica cuya
presencia o contenido se desear conocer, identificar y/o cuantificar, mediante un

proceso de medicién quimica.

e Espectro de masas: Grafico que representa la abundancia de una molécula (eje y)
respecto a su masal/carga (m/z) (eje X) en una muestra analizada mediante

espectrometria de masas.

e EspectroOmetro de masas: Dispositivo que permite analizar con precision la
composicion de muestras complejas en funcion de su relacion masa/carga (m/z).
Puede utilizarse para identificar un compuesto en base a su peso molecular, para
adquirir informacién de los diferentes elementos quimicos que forman un
compuesto, o para determinar el contenido isotopico de diferentes elementos en un

mismo compuesto.

e Espectrometria de masas: Técnica analitica que estudia la materia mediante la
formacion de iones en fase gaseosa que se detectan y caracterizan en funcién de
su masa/carga. Puede ser usada para el andlisis de muchos tipos de muestras,

desde unidades elementales hasta grandes proteinas y polimeros.

e Espectrometria de masas de imagenes: Técnica analitica que estudia la materia
mediante la formacion de iones en fase gaseosa directamente de una muestra solida
gue se detectan y caracterizan en funciéon de su masa/carga, obteniendo imagenes
ibnicas de la muestra. Para ello, se traza la intensidad de cada ion en un sistema de

coordenadas. En funcién de la intensidad de la sefal recibida en cada zona se
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asigna un falso color a la molécula, lo que permite conocer no solo su ubicacion sino

también su abundancia relativa.

e Imagen idnica (o imagen molecular): Representacion gréfica de la distribucion y
abundancia de una molécula detectada en una muestra mediante espectrometria de

masas de imagen.

e lon: Atomo o grupo de atomos que adquiere carga eléctrica al perder o ganar uno o

mas electrones y al formar un aducto con un catién o anion.

e lonizacion: Fenémeno quimico mediante el cual se producen iones. Estos son
atomos o moléculas cargadas eléctricamente debido al exceso o falta de electrones
respecto a un atomo o molécula neutra. En MALDI, la muestra es sometida a pulsos
cortos de laser en alto vacio, lo que provoca que la absorcién de energia por parte
de la matriz sea convertida en energia de excitacion y en transferencia de H* a la

muestra, dando lugar a especies cargadas que son analizadas mediante TOF.

e Isotopos: Atomos de un mismo elemento quimico que presentan nucleos con

diferente cantidad de neutrones y, por tanto, tienen diferente nimero masico.

e Matriz (en MALDI): Compuesto formado por pequefios acidos organicos que
contienen en su estructura un anillo bencénico conjugado, favoreciendo la absorcion
de la energia del laser y promoviendo la ionizacién. La composicion varia en funcion

de las moléculas de interés a identificar dentro de una muestra.

o Pixel (en MALDI): Es la menor unidad homogénea que forma parte de la imagen

obtenida en el mapeo de los analitos en un experimento de IMS.

¢ Relacién masa/carga (m/z): En espectrometria de masas se refiere a la cantidad
adimensional obtenida dividiendo el nimero de masa molecular de un ion por su
namero de carga. Esta relacion permite distinguir y caracterizar las moléculas que

componen una muestra, ya que cada molécula tiene una masa/carga especifica.

e Resolucién espacial o lateral: Capacidad para distinguir estructuras de pequefio
tamafio. Cuanto menor es el area representada por cada pixel en una imagen, mas
son los detalles que pueden ser captados. En IMS, se suele emplear para definir a
gue tamafio de pixel se han adquirido las imagenes. También se usa para comparar
equipos de IMS en funcion de la resolucion lateral méxima que pueden alcanzar (i.e.,

cual es el tamafio minimo de pixel que pueden medir).
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