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El metaboloma es el conjunto de compuestos organicos de bajo peso molecular (metabolitos) pro-
ducidos por sistemas bioldgicos. El antagonismo microbiano es una importante fuerza evolutiva,
por lo que el analisis de su metaboloma es una herramienta atil para la basqueda de nuevas molé-
culas con actividad biolégica. El objetivo de este trabajo fue implementar el uso de algoritmos qui-
miométricos para la identificacion de variaciones en el metaboloma del antagonismo microbiano
entre Pseudovibrio denitrificans y Vibrio harveyi. Extractos de bacterias y del medio de cultivo
usado fueron analizados por cromatografia liquida de ultra alta eficiencia acoplada a un detec-
tor de arreglo de diodos (UHPLC-DAD). Ademds, algoritmos quimiométricos fueron aplicados
realizando un Analisis de Componentes Principales (PCA) de los cromatogramas obtenidos. Se
encontraron tres picos que expresaron una mayor variabilidad entre el metaboloma individual y
el metaboloma de la interaccién de P. denitrificans y V. harveyi. De esta manera, la metabolémica
con UHPLC-DAD vy algoritmos quimiométricos demostré ser una herramienta util para la identi-
ficacion de picos responsables de las diferencias entre interacciones microbianas.

Palabras Claves: Antagonismo microbiano, cromatografia liquida, analisis de componentes prin-
cipales, Pseudovibrio denitrificans, Vibrio harveyi.

Metabolome is a group of low molecular weight organic compounds (metabolites) produced by
biological systems. Bacterial antagonism is an important evolving force, in this sense analysis of
its metabolome represents a useful tool for discovering new molecules with biological activity.
The objective of this research work was to implement the use of chemometric algorithms for the
identification of variations in the metabolome of the microbial antagonism between Pseudovibrio
denitrificans and Vibrio harveyi. Extracts from cultured bacteria and used culture media were
analyzed by Ultra-high performance liquid chromatography coupled with a diode-array detector
(UHPLC-DAD). Additionally, chemometric algorithms were employed, subjecting to Principal
Component Analysis (PCA) for the obtained chromatograms. Three peaks were found that
express the major variability between the individual metabolome and the metabolome from the
interaction of P. denitrificans and V. harveyi. In this manner, metabolomic through UHPLC-
DAD and chemometric algorithms, showed to be a useful tool to identify the peaks responsible for
differences between microbial interactions.

Keywords: Microbial antagonism, liquid chromatography, principal component analysis,
Pseudovibrio denitrificans, Vibrio harveyi.
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I. INTRODUCCION

El antagonismo es un tipo de interaccion en-
tre especies en la cual dos o mas individuos
tienen una posicion de hostilidad o compe-
tencia, ya sea por recursos, territorio o repro-
duccion. Esta presion por competicion es una
de las mejores fuerzas evolutivas en micro-
biomas, donde una especie debe asegurar su
supervivencia sobre la enorme diversidad de
microorganismos que la acompanan (1). En
el ambito marino, encontramos que las inte-
racciones de bacterias asociadas con arreci-
fes de coral intervienen en el mantenimiento
de la salud de este bioma. Entre el amplio
espectro de bacterias asociadas a biomas de
arrecifes se encuentran los géneros Pseudovi-
brio y Vibrio, los cuales comparten habitat y
presentan altos indices de antagonismo entre
ellos (2). Estudios basados en el antagonismo
microbiano se han usado para desarrollar
biocontroles contra microorganismos per-
judiciales en diversos campos (3-6). La ex-
presion de compuestos activos presentes en
los microbiomas que intervienen en la com-
peticion presentan una oportunidad para el
aislamiento de moléculas bioactivas, siendo
una estrategia prometedora para el descubri-
miento de especies quimicas para el control
de agentes patdgenos. Trabajos previos in-
dican la habilidad antagénica de Pseudovi-
brio denitrificans contra Vibrios patégenos
(7) lo que los convierte en una herramienta
util contra vibriosis. A pesar de que se han
identificado compuestos antimicrobianos en
cepas de Pseudovibrios como el acido tropo-
ditiético (TDA) (8) se desconoce la naturale-
za de este antagonismo.

Entre las técnicas que se emplean para el es-
tudio de sistemas bioldgicos, se encuentra la
metabolomica. Existen dos tipos de estudio
en metabolomica: (a) direccionados y (b) no
direccionados, la diferencia de estos radica
en que en metaboldmica direccionada se rea-
liza el analisis de un grupo pequefio de me-
tabolitos, mientras en la metabolémica no
direccionada se analiza el metaboloma com-
pleto (9). Se define como metabolito a cual-
quier molécula de bajo peso molecular que
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es encontrada en un sistema biolégico (10). Uno de los enfoques
de la metabolémica nos permite comprender los cambios que
suceden en el metaboloma de un sistema bioldgico como con-
secuencia de estimulos especificos (11). Como ejemplo tenemos
el estudio de las interacciones de antagonismo, modificaciones
genéticas, estimulo fisioldgico, entre otros (12).

Para el estudio del metaboloma la cromatografia liquida (LC)
es la opcion preferencial ya que mas del 90% de los metabolitos
son polares y no volatiles (13). Los sistemas de deteccién aco-
plados a los cromatdgrafos se pueden basar en la medicion de
la capacidad de una molécula para absorber energia luminica
(espectrofotometria) o en la medicién de la relacion de su masa/
carga luego de ser ionizado (espectrometria). Entre los detecto-
res espectrofotométricos encontramos el de arreglo de diodos
(DAD). El conjunto de sefales que llegan al DAD conforman
picos y el conjunto de picos es conocido como cromatograma.
La quimiometria se encarga del analisis, interpretacion y visua-
lizacién de datos de origen quimico. Con un alto nimero de
cromatogramas obtenidos, la comparacion y discriminacion de
picos de interés demandarian gran cantidad de tiempo, ademas
de tener un grado de subjetividad dependiente de la persona
que realiza esta tarea (14).

El uso de algoritmos no supervisados que puedan manejar
un gran numero de variables y de muestras al mismo tiempo
han ayudado a solucionar los cuellos de botella en el manejo de
grandes cantidades de datos, ya que existe un analisis numérico
de todas las variables presentes (15). De esta manera, las sefales
obtenidas por LC-DAD pueden ser sometidas a un pre-proce-
samiento para la correccion de ruido quimico, seguido de un
analisis discriminante entre muestras y/o grupos, como es el
Andlisis de Componentes Principales (PCA), Cuadrados Mini-
mos Parciales Discriminantes (PLS-DA), entre otros (16).

El objetivo de este trabajo fue implementar el uso de algoritmos
quimiométricos para la identificacién de variaciones en el me-
taboloma del antagonismo microbiano entre Pseudovibrio de-
nitrificans y Vibrio harveyi. Estas variaciones pueden ser usadas
como herramienta para la busqueda de moléculas con actividad
antimicrobiana. Este trabajo representa un estudio preliminar
cuyos resultados nos guiaran a la purificacion y elucidacion es-
tructural de metabolitos con posible actividad antimicrobiana

II. MATERIALES Y METODOS
Induccion del antagonismo

La cepa de P. denitrificans fue obtenida de muestras de in-
vertebrados marinos sésiles, colectados en la Reserva Ma-
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rina El Pelado, provincia de Santa Elena, Ecuador (-1,93514
S, -80,79939 O) en el extremo sur del Pacifico este tropical.
La cepa empleada de V. harveyi, fue tomada del cepario del
Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas
(CENAIM-ESPOL).

Para inducir el efecto antagonista entre los microorganis-
mos, el cultivo de V. harveyi tue ajustado por densidad éptica
a 620 nm hasta una absorbancia de 0.6; equivalente a 1x10?
células por mL". Se us6 una solucién de cloruro de sodio
al 2% (].T. Baker, Estados Unidos) para hacer la suspension
de bacterias. De esta suspension bacteriana 200 ul fueron
inoculados por extension en placas Petri que contenian agar
marino (Difco, Estados Unidos). La cepa de P. denitrificans
fue cultivada por 48h en placas de agar marino y recogida en
forma de cimulo con ayuda de un asa.

Se inocul6 el cimulo formado de P. denitrificans como un
punto (de didmetro ~ 2-3 mm) en la superficie de la placa de
agar marino en la que previamente fue extendida la suspen-
sion de V. harveyi para obtener el tratamiento de antagonis-
mo. Las placas con el indculo y el cimulo fueron incubadas
a 28 °C durante 72 horas en una incubadora (Heratherm®
IGS 180, Thermo Scientific, Alemania). Como controles se
cultivaron V. harveyi y P. denitrificans en placas separadas.
Se incluyeron placas con medio de cultivo sin inocular como
control negativo (blanco).

Preparacion de la muestra para cromatografia liquida

Se recuperaron tanto las colonias bacterianas (suspension de
bacterias) como el medio de cultivo utilizado. Las colonias
fueron suspendidas en agua grado I y transferidas a embu-
dos de separacion. El medio de cultivo fue cortado en tro-
zos de aproximadamente 1 cm’ para luego ser transferidos a
frascos con tapa rosca, los controles de bacterias cultivadas
por separado y el medio de cultivo sin inocular recibieron
el mismo tratamiento. Ambos tipos de muestra fueron so-
metidas a extraccion con una parte de acetato de etilo grado
analitico (J.T. BAKER, Estados Unidos) por cada parte de
muestra. Se recupero la fase organica y se evaporo el solven-
te en rotavapor (Buchi, RII, Suiza). Los residuos secos tanto
de la muestra de suspension de bacterias y de agar fueron
sometidos a Extraccién en Fase Solida (SPE por sus siglas en
inglés) con cartuchos SPE C18 (Thermo Scientific, HYPER-
SEC, Estados Unidos), utilizando cinco diferentes eluyentes,
10 mL por cada uno: H,O (F1), H,0:MeOH 1:1 (F2), MeOH
(F3) (J.T. Baker, Trinidad y Tobago), MeOH:CH,CL, 1:1 (F4),
y CH2CL2 (F5) (SupraSolv®, Merck, Alemania). La primera
y quinta fraccion fueron almacenadas, las fracciones restan-
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tes fueron evaporadas hasta sequedad.

Se recuperaron los residuos de SPE con el
mismo solvente usado en la elucién para
cada fraccion, se filtraron a través de fil-
tros de 0.22 um vy se inyectaron en el cro-
matografo liquido de ultra alta eficiencia
con detector de arreglo de diodos y de-
tector evaporativo de dispersion de luz
(UPLC-DAD-ELSD) (Waters, H-CLASS
1, Singapur). Las corridas cromatografi-
cas fueron ejecutadas con una columna de
fase reversa (C,,) de dimensiones 50 x 2.1
mm y de 1,7 pm de tamafo de particula
(ACQUITY, Waters, Irlanda). La fase mo-
vil estuvo constituida por acetonitrilo (Sig-
ma-Aldrich, Corea del Sur) y agua grado I,
acidificados con 0.1% de 4cido trifluoroa-
cético (Sigma-Aldrich, Francia). Se realizd
un gradiente de agua (A) y acetonitrilo (B)
de 0-2 minutos 10% B, de 2-10 minutos B
aumento al 100%, de 10-12 minutos B se
mantuvo y finalmente de 12-15 minutos B
bajé al 10%. La absorbancia se registr6 a
254 nm.

Analisis de datos

Se tuvo un total de cuatro tratamientos (P.
denitrificans, V. harveyi, antagonismo y
blanco), con dos niveles (agar y suspension
de bacterias) con tres repeticiones cada
uno, de las que se analizaron las fracciones
F2, F3 y F4 por cada réplica, teniendo 72
cromatogramas como total. Los cromato-
gramas fueron exportados con el software
Empower (Waters, version 3.3, Massachu-
set), e importados en el lenguaje estadisti-
co R version 3.4 para analisis posteriores.
Todos los cromatogramas fueron recorta-
dos en los primeros 4 minutos. Después, se
corrigi6 la linea de base y se procedi6 con
el alineamiento de picos (17). Los datos
fueron sometidos a un escalamiento y cen-
trados en la media, como pretratamiento
antes de realizar el PCA.

III. RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1 se pueden observar los cro-



matogramas de la fraccion F3 del agar
(Fig. 1A) y de la suspensién de bacterias
(Fig. 1B) de las muestras en las que se indu-
jo el antagonismo entre P. denitrificansy V.
harveyi. El analisis de reconocimiento de
patrones fue empleado para encontrar las
diferencias entre las cepas cultivadas indi-
vidualmente, el antagonismo entre ellas y
el blanco de agar (no inoculado). Una vez
corregida la linea base, se procedié con el
PCA con datos centrados en la media, y
escalados. El centrar en media corrige las
sefales producidas por artefactos quimi-
cos, como impurezas o cambios bruscos
de fase mdvil. Mientras que el escalado
promueve que todas las variables tengan
un mismo factor de importancia.
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Figura 1. Cromatogramas representativos del antagonismo
entre Pseudovibrio denitrificans y Vibrio harveyi. A es el cro-
matograma de la fraccion F3 del agar y B es el cromatograma
de la fracciéon F3 de la suspension de bacterias. La cromatogra-
fia fue realizada en fase reversa con gradiente, una columna
C18 y la absorbancia fue medida a 254 nm con un detector de
arreglo de diodos (DAD).

En la figura 2 se pueden observar los re-
sultados del PCA, tanto para los cromato-
gramas del agar (Fig. 2A) como los croma-
togramas de las suspensiones de bacterias
(Fig. 2B).

Mediante la comparacion de la dispersion
de los cromatogramas en el espacio pro-
yectado en los dos primeros Componentes
Principales (PC), se puede observar que las
muestras de agar (Fig. 2A) tienen una me-
jor separacion entre grupos de fracciones
recolectadas por SPE en comparacién con
la misma proyeccion para las muestras de
colonias (Fig. 2B). Esta mejor separacion
en grupos para las muestras de agar indica
una mayor diversidad de compuestos pre-
sentes en el medio de cultivo en compara-
cién con los compuestos presentes en las
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muestras de bacterias.

Analogamente, se cree que acciones de competencia y/o an-
tagonismo por sustrato en organismos de ambientes acua-
ticos estan relacionados con la secrecion de compuestos de
caracter hostil que se difunden en el medio, ayudando a la
competencia con otros individuos (18).
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Figura 2. Analisis de Componentes Principales (PCA) de los cromatogramas de las frac-
ciones F2, F3 y F4 del agar (A) usado en el cultivo de las bacterias y de la suspension de
bacterias (B) recuperadas luego del cultivo. Todos los cromatogramas fueron centrados
en media y escalados, con n = 36 para el agar y n = 36 para la suspension de bacterias.

Los cromatogramas de las fracciones F2 y F4 del medio de
cultivo presentan solapamiento y esparcimiento severo, res-
pectivamente (Fig. 2A); por lo que fueron descartados para
los andlisis discriminantes posteriores para encontrar gru-
pos dentro de las fracciones. Por lo tanto, se realizé el PCA
solo para los picos de los cromatogramas de F3 de las mues-
tras de agar para los distintos tratamientos.

En la figura 3 se presentan los scores del analisis de los tra-
tamientos P. denitrificans (P.d.), V. harveyi (V.h.), Antago-
nismo (Ant.) y Blanco (Fig. 3A), y también se presentan los
loadings (Fig. 3B). Por un lado, podemos analizar la disper-
sién de los cromatogramas para encontrar similitudes entre
ellos (Fig. 3A).

Existe una estrecha relacion entre los cromatogramas de an-
tagonismo con los de P. denitrificans, por lo que se asume
que el metaboloma de estos dos grupos estan mas relaciona-
do entre si, y son diferentes con el blanco y V. harveyi. Ade-
mas el blanco y V. harveyi son diferentes entre si, a pesar de
que una de las tres réplica del blanco se encuentra cercana a
V. harveyi, esto podria deberse a un artefacto en el procesa-
miento de las muestras.

En otras palabras, los tratamientos P. denitrificans y antago-
nismo presentan mas compuestos similares entre si en algiin
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punto del cromatograma. Adicionalmente, con el objetivo
de encontrar los compuestos responsables del la clasificacion
de las muestras, se analizaron los loadings negativos (Fig. 3B)
de los dos primeros PCs, encontrando que en ambos com-
ponentes, entre el minuto 10y 11 se encuentran compuestos
que producen separacion entre las muestras.
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Figura 3. PCA de los cromatogramas de la fraccion F3 del agar. En A se presentan los
scores del analisis de los tratamientos P. denitrificans (P.d.), V. harveyi (V.h.), Antagonis-
mo (Ant.) y Blanco. En B se presentan los loadings negativos de los dos primeros Com-
ponentes Principales (PCs) con n = 12. Entre los dos primeros componentes se expresa
un total de 56.18% de la varianza de los datos. Por la disposicion de los cromatogramas
en A, se puede inferir que el perfil metabolémico del antagonismo es mds parecido al
perfil de P. denitrificans. Ademas, en B es apreciable que el minuto 10 alberga los picos de
mayor importancia discriminante.

Se realiz6 una inspeccion supervisada de todos los cromato-
gramas basados en los menores loadings obtenidos (Fig. 4).
En base a la figura 3B se establece que en el minuto 10 exis-
ten compuestos cuya intensidad y/o presencia cambia entre
tratamientos. Los tres compuestos mas variables se mues-
tran en la Figura 4 (A, By C).

El compuesto A (Fig. 4) cambia levemente su tiempo de re-
tencion entre tratamientos. El compuesto B tiene la misma
intensidad para V. harveyi y antagonismo, sin embargo,
la intensidad para P. denitrificans es el doble, por lo que la
interaccién de antagonismo suprime la produccién de este
compuesto en las cepas de P. denitrificans pero no en V. har-
veyi. Adicionalmente, el pico C es producido unicamente en
P. denitrificans, y su ausencia en el tratamiento de antago-
nismo sugiere que dicho compuesto ha sido metabolizado
durante la interaccion bacteriana. En otras palabras, es pro-
bable que el pico C sea un compuesto que pertenezca al ar-
mamento quimico de P. denitrificans contra su antagonista.
Una confirmacion estructural de las moléculas de interés re-
presentadas por los picos A, By C debe hacerse con el uso de
herramientas de mayor poder analitico tales como espectro-
metria de masas, espectroscopia de infrarrojo y resonancia
magnética nuclear.
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Figura 4. Inspeccion de cromatogramas representativos en el
minuto 10. Se aprecian diferencias entre tres picos: A, By C.
El pico A esta presente en P. denitrificans y en el Antagonismo
(con un leve cambio en el tiempo de retencion). El pico B, pre-
senta la misma intensidad para V. harveyi y el Antagonismo,
pero tiene el doble de intensidad para P. denitrificans por lo
que se presume que la interaccion entre estas cepas induce la
supresion del pico B en P. denitrificans. El pico C es observado
unicamente en P. denitrificans sugiriendo que este compuesto
puede intervenir en la interaccion con V. harveyi.

IV. CONCLUSIONES

Este trabajo presenta la aplicacion de algo-
ritmos quimiométricos en conjunto con la
cromatografia liquida de ultra alta eficiencia
acoplada a un detector de arreglo de diodos
para el entendimiento del antagonismo mi-
crobiano entre P. denitrificans y V. harveyi.
Con un analisis no supervisado como el PCA
se establecio el tipo de matriz con mayor va-
riabilidad de metabolitos entre tratamientos,
siendo el medio de cultivo.

Adicionalmente, el PCA de los cromatogra-
mas de la fraccion F3 del medio de cultivo de-
termino similitudes entre los tratamientos de
antagonismo y P. denitrificans, asi como tam-
bién determind diferencias del blanco con los
demds tratamientos. Mediante el analisis de
loadings se identificé tres entidades quimicas
de importancia en esta relacion de similitudes
y diferencias de la fraccién F3 del agar.

La inspeccion supervisada de las tres enti-
dades quimicas identificadas nos sugiere su
participacion en el antagonismo, reduciendo
significativamente el rango de busqueda para
analisis posteriores que determinaran la es-
tructura molecular de estas entidades.

De esta manera, el uso de la cromatografia li-
quida de ultra alta eficiencia junto con algo-
ritmos quimiométricos demostrd ser una he-
rramienta Gtil para el analisis y entendimiento
del metaboloma presente en el antagonismo
de P. denitrificans y V. harveyi facilitando el
tratamiento de una gran cantidad de datos y



reduciendo el tiempo necesario para analisis
posteriores.
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