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El estudio de la simbiosis entre las bacterias fijadoras de nitrégeno y las plantas
leguminosas es un tema de enorme interés: por un lado, se intenta reducir el uso de
fertilizantes nitrogenados, que plantea una serie de problemas como son su elevado coste
de produccién y la contaminacién debida a su uso indiscriminado; por otro lado, la
simbiosis Rhizobiaceae-leguminosa permite el estudio de los procesos de
reconocimiento celular entre la bacteria y la planta hospedadora y, por tanto, proporciona
un sistema atractivo para elucidar las bases moleculares de las interacciones que los
microorganismos (patogenos y simbidticos) establecen con las plantas.

1.1.  SIMBIOSIS RHIZOBIACEAE-LEGUMINOSA.

La primera explicacion sobre la fijacién biolégica de nitrégeno fue dada en 1888
por Hellriegel y Wilfarth.! A partir de entonces, este proceso adquirié gran importancia
por sus aplicaciones préacticas, asi como por las perspectivas futuras que presentaba para
la investigacién. De hecho, ya en la primera década de su descubrimiento se constituyo
en Inglaterra la primera empresa productora de inoculantes microbianos (Nitragin).

La fijacién bioldgica de nitrogeno es un proceso natural exclusivo de los
microorganismos procariotas que consiste en la reduccién de nitrégeno atmosférico a ion
amonio. La inmensa mayoria de los microorganismos fijadores de nitrogeno pertenecen
al grupo de las a-proteobacterias, dentro del cuél se encuentran la familia Rhizobiaceae,
donde existen seis géneros capaces de establecer simbiosis con plantas leguminosas:
Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium Yy
Allorhizobium. Todas ellas son bacterias Gram-negativas presentes en el suelo, capaces
de establecer una relacién simbidtica con leguminosas a través de la formacién de un
organo especializado llamado nédulo, donde se lleva a cabo la fijacion bioldgica de
nitrégeno. El amonio producido durante este proceso es asimilado por la planta. Por su
parte, la bacteria recibe fuentes de carbono, producto de la biosintesis vegetal, en un
nicho ecoldgico (el nddulo) que no es accesible para otras bacterias y, por tanto,
favorable para su multiplicacién y supervivencia.

La especificidad en la relacion simbidtica varia considerablemente entre los
distintos rizobios. Asi, por ejemplo, Rhizobium sp. NGR234 es capaz de nodular en mas
de ciento doce especies distintas de leguminosas y en la no leguminosa Parasponia,’
mientras que otros rizobios tiene un rango hospedador mucho més reducido,
discriminando incluso entre genotipos dentro de una misma especie de leguminosa. En la
Tabla 1.1 se muestra diferentes especies bacterianas junto con sus plantas hospedadoras.
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Especies Bacterianas

Plantas Hospedadoras

Sinorhizobium meliloti
Rhizobium leguminosarum

bv. viciae

bv. trifolii
bv. phaseoli

Mesorhizobium loti

Rhizobium sp. NGR234

Rhizobium tropici

Sinorhizobium fredii

Rhizobium galeae

Mesorhizobium huakuii

Rhizobium etli

Bradyrhizobium japonicum

Azorhizobium caulinodans

Bradyrhizobium elkanii

Rhizobium giardinii

Rhizobium gallicum

Medicago (alfalfa), Melilotus y
Trigonella

Pisum (guisante), Vicia (arveja),
Lathyrus y Lens (lenteja)

Trifolium (trébol)
Phaseolus vulgaris (judia, frijol)

Lotus, Anthyllis

Leguminosas tropicales, Parasponia

Phaseolus vulgaris, Leucaena
(leucena), Macroptilium (siratro),
Medicago

Glycine max (soja), Vigna
(“C owp ea”)
Galega Officinalis, G. orientalis

Astragalus sinicus

Phaseolus vulgaris (judia, frijol)

Glycine max (soja), Vigna
(“cowpea”), Macroptilium

Sesbania rostrata

Glycine max, Macroptilium, Vigna

Phaseolus vulgaris

Phaseouls vulgaris

Tabla 1.1. Simbiosis Rhizobiaceae-leguminosa
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1.2. PROCESO DE INFECCION.

El proceso de infeccién es complejo y comprende varias etapas en las que se
encuentran implicados un gran numero de genes, tanto de la planta como de la bacteria.

La interaccién simbidtica estd controlada por sefiales de intercambio entre la
planta y los rizobios (Figura 1.1). La emision por parte de la leguminosa de ciertos
flavonoides provoca la multiplicacion de los rizobios en la rizosfera y en la superficie de
las raices de la planta. Dichos flavonoides, si son reconocidos por la bacteria, interactiian
con la proteina NodD y activan la transcripciéon de los llamados genes de nodulacién
(genes nod, nol y noe): estos genes de nodulacidn, entre otras funciones, actuan en la
biosintesis, regulacion y excrecién de los factores de nodulacion que son esenciales para
el comienzo del proceso de infeccion.

oH OH

o o OH o
HO o o
HO HO HO OH

NH NHAC NHAC

0

n
Factor de nodulacion

Genes nod

-
< X
Rhizobium \_/ Ho.

Planta hospedadora

P

/

on Nédulo

Flavonoide

Figura 1.1. Intercambio de sefiales entre la planta y la bacteria.

El modo de infeccion de los rizobios depende de la planta hospedadora.’ En la
mayoria de las leguminosas, por ejemplo, Pisum, Trifolium, Medicago, etc, los factores
de nodulacién provocan la deformacién del pelo radical seguido por la formacién del
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hilo de infeccidén en el pelo radical. Una de las primeras fases del reconocimiento entre la
bacteria y la leguminosa es la unién del microorganismo a los pelos radicales de la planta
(Figura 1.2, 1 y 2). El proceso de adhesiéon ocurre en dos etapas: inicialmente, los
rizobios se unen débilmente a la raiz, produciéndose a continuacién una adherencia firme
y la acumulacién de células bacterianas en la superficie del pelo radical. Se postula que
las interacciones entre las lectinas de la planta y los polisacaridos (EPS, LPS o CPS) de
la superficie de la bacteria son los responsables de las uniones de tipo débil, mientras que
en las uniones posteriores, de tipo fuerte, participan microfibrillas de celulosa. A
continuacion, se produce la curvatura del pelo radical, donde la bacteria queda atrapada,
y se inicia la formacion del tubo de infeccién por invaginacion de la pared del pelo
radical (Figura 1.2, 3-5).

7

Figura 1.2. Esquema del proceso de infeccion.

Paralelamente al desarrollo del tubo de infeccién, se induce la divisién y
diferenciacién de las células del cortex, formandose el llamado primordio nodular, a
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partir del cual se va a originar el nédulo maduro para la fijacién de nitrégeno. Mediante
el crecimiento del tubo de infeccién, la invasion bacteriana puede atravesar las células de
la corteza de la raiz y llegar al nddulo incipiente. En él, las bacterias son liberadas
mediante la extrusién de la pared del tubo de infeccion, quedando rodeadas de la
membrana peribacteroide (Figura 1.2, 6). El conjunto formado por la membrana
peribacteriode y la bacteria se denomina simbiosoma. A medida que la bacteria se divide
en el simbiosoma, también lo hace la membrana (Figura 1.2, 7). Por tultimo, se produce
la diferenciacién de las bacterias, alcanzindose la “forma simbidtica” denominada
bacteroide, y que es en la que se desarrolla la fijacion bioldgica de nitrégeno
atmosférico. Esta diferenciacion suele estar acompaiiada de un aumento del volumen de
la bacteria, asi como de un cambio de su morfologia de bacilo corto a formas més o
menos distorsionadas (Figura 1.2, 8). Con la formacién del nédulo se concluye el
proceso de infeccion.

1.3. GLICOCONJUGADOS QUE PARTICIPAN EN EL PROCESO DE
INFECCION.

En el proceso de simbiosis bacteria-planta juegan un papel importante un
conjunto de carbohidratos, tanto polisacaridos como oligosacéridos. Todos ellos estan
implicados de una u otra forma en el mecanismo molecular de la interaccion simbidtica.
Estos son:

» Cicloglucanas periplasmaticas.

» Polisacaridos superficiales: Exopolisacaridos (EPS), polisacaridos
capsulares (CPS) y lipopolisacaridos (LPS).

» Factores de nodulacién

La Figura 1.3 representa la organizacién molecular de la membrana externa de
las bacterias Gram-negativas. Los carbohidratos implicados en la simbiosis Rhizobium-
leguminosa se encuentran también representados. La membrana citoplasmatica (MC)
estd compuesta por una bicapa de fosfolipidos en las que se hayan incluidas diversas
proteinas (P). La membrana externa (ME) estd compuesta por una capa lipidica
asimétrica; la capa interna la forman fosfolipidos y lipoproteinas, mientras que la externa
estd formada por el lipido A de los lipopolisacaridos. El polisacarido capsular se
encuentra asociado a dicha membrana externa. La dos membranas estidn separadas por
una capa de peptidoglicana (PG) y el espacio periplasmatico (EPP), donde se encuentran
las cicloglucanas.
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Figura 1.3. Pared celular de las bacterias Gram-negativas. La membrana
citoplasmatica (MC) esta compuesta por una bicapa de fosfolipidos en las
que se hayan incluidas proteinas (P). L.a membrana externa (ME) esta
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fosfolipidos y lipoproteinas, mientras que la externa estd formada por el
lipido A de los lipopolisacaridos. El polisacarido capsular se encuentra
asociado a dicha membrana externa. Las dos membranas estan separadas
por una capa de peptidoglicana (PG) y el espacio periplasmatico (EPP),
donde se encuentran las cicloglucanas (CG).

U
L
[J
]
L
]
J
(]
‘

1.3.1. Cicloglucanas.

Las cicloglucanas son moléculas producidas por las bacterias Gram-negativas
que se encuentran en el espacio periplasmatico existente entre la pared celular y la
membrana citoplasmatica (Figura 1.3). Durante el proceso simbidtico se ha detectado la
presencia de cicloglucana extracelular,’ que desempefia varias funciones durante la
interaccion bacteria-planta: participan en el anclaje de la bacteria a la planta
hospedadora, mantienen el potencial osmético del periplasma bacteriano, actian como
agente de transporte de la molécula sefial planta-bacteria (factores Nod y flavonoides) al
tener la capacidad de formar complejos con moléculas hidrofébicas y finalmente actdan
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como supresores especificos a la respuesta defensiva de la planta en el proceso
simbidtico.””’

Son oligosacaridos ciclicos de glucosa, en los que el enlace glicosidico es B-
(1-2) (en Rhizobium y Sinorhizobium) y el grado de polimerizacién puede variar de 17
a 25 unidades en R. leguminosarum, o hasta 40 unidades en S. meliloti. Las
cicloglucanas B-(1—2) pueden ser anidnicas al contener como sustituyente fosfoglicerol
en 0-6 de algunos monosacaridos. También se han encontrado cicloglucanas con enlace
glicosidico B-(1—>3) y B-(1—6), pero sélo en Bradyrhizobium, su grado de
polimerizacién puede variar de 10 a 13 glucosas.

1.3.2. Exopolisacarido (EPS).

Los exopolisacaridos pueden ser tanto homo- como heteropolisacéridos, lineales
o ramificados. Los azucares componentes de estos polisacaridos son principalmente
monosacaridos comunes como D-glucosa, D-galactosa, D-manosa, dcido D-glucurénico y
acido D-galacturénico. Entre los sustituyentes se encuentran frecuentemente los grupos
acetilo, piruvato (como acetal), succinato e hidroxibutanoato. Ademas de los acidos
urénicos, estos sustituyentes son los responsables del caracter cido de la mayoria de los
EPS de los rizobios. Sus principales funciones son de defensa contra agentes externos y
reguladores de los mecanismos de transporte de iones.

1.3.3. Polisacarido capsular (CPS).

En contraste con los exopolisacaridos que son excretados al medio de cultivo, los
polisacéridos capsulares estdn asociados a las células bacterianas, aunque no hay
ninguna evidencia hasta ahora de que los polisacaridos capsulares de los rizobios se
encuentren unidos a la membrana a través de un grupo anélogo al Lipido A, como en los
lipopolisacaridos, o a través del acido fosfatidico, tal como sucede en otros polisacaridos
capsulares. Ademas, estructuralmente son también diferentes a los lipopolisacéridos, ya
que contienen una mayor proporcion de Kdo o algin derivado de éste, y tienen una
mayor densidad de carga, con cargas negativas en cada unidad de repeticioén o incluso en
cada azucar.

1.34. Lipopolisacarido (LPS).

Los lipopolisacaridos son componentes caracteristicos de las paredes celulares
de las bacterias Gram-negativas, asi como de algunas cianobacterias. Se encuentran en
la capa mas externa de la membrana exterior de la célula, tienen capacidad antigénica,
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contribuyen a la integridad de dicha membrana y protegen a la célula frente a la
fagocitosis y la lisis. En su estructura se diferencian claramente tres partes (Figura 1.6):

« Lipido A: Es la parte hidrofébica del lipopolisacérido y es la que se une a la
membrana exterior, mientras que la parte polisacaridica se proyecta hacia el
exterior de la célula. Estd compuesto por acidos grasos, aminoazicares y
4cidos urdnicos.

o O-antigeno: En la mayoria de los casos estd formado por oligosacaridos de
naturaleza muy variable tanto en composicién, como en la secuencia o la
anomeria del enlace. Es el que le da el caracter antigénico al lipopolisacarido.

e Oligosacarido interno (core): Esta regidén estd compuesta por un tri- o
tetrasacarido que se une al O-antigeno y al Lipido A a través de residuos de
Kdo (acido 3-desoxi-D-mano-oct-2-ulosénico). La diversidad estructural de
esta region es pequefia.

HHTHENIe O] B

O-antigeno Core Lipido A
Figura 1.6. Esquema de la estructura del lipopolisacarido (LPS).

1.3.5. Factores de nodulacion.

La bacteria produce los factores de nodulacién en respuesta a ciertas sustancias
(inductores) segregadas por las raices de las plantas. El mas potente de estos inductores
pertenece al grupo de los flavonoides,® pero también, otras moléculas, tales como
algunas betainas y 4cidos ald6nicos, pueden actuar como inductores para algunos
rizobios pero sélo a muy altas concentraciones.®>® La induccién de la produccion de los
factores Nod es especifica para la estructura del flavonoide.

Los factores de nodulacion inician la formacién del nodulo y otros procesos
relacionados con el proceso de infeccién en la planta.>'®"! En algunos casos se ha podido
inducir la formacién de un nédulo completo en plantas de alfalfa crecidas en ausencia de
microorganismos, con sélo afiadir estos compuestos a muy bajas concentraciones.'
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Igualmente, pueden inducir la deformacién, ramificaciéon y curvatura de los pelos
radicales a concentraciones pico o nanomolares.'***

Los factores de nodulacién también llamados moléculas sefial, factores Nod o
LCO (lipochitin oligosaccharide) son oligosacaridos de D-glucosamina (de 3 a 5
unidades) enlazada por uniones f-(1-—4), N-acetilada en todas las unidades excepto en el
terminal no reductor que se encuentra N-acilado por un 4cido graso de naturaleza
variable, tales como ¢l acido vacénico (Cjg.1) o el acido estearico (Cis), 0 por otros
acidos menos usuales como Cy; u otros poliinsaturados como Cyg.4 0 hidroxilados. Estas
moléculas suelen presentar sustituyentes de naturaleza diversa en el extremo reductor y
en el no reductor del oligosacéarido: grupos N-metilo, O-acetilo y O-carbamoilo suelen
estar localizados en el extremo no reductor y grupos O-fucosilo, O-(2-O-metil fucosilo),
0-(4-0-acetil fucosilo), O-acetilo o sulfato en el extremo reductor (Tabla 1.2).

Excepcionalmente, algunos factores de nodulacién pueden presentar variaciones
tanto en la longitud como en la composicién de la cadena. Por ejemplo, algunos de los
LCOs que produce M. loti NZP2213 son oligosacaridos compuestos por dos unidades de
glucosamina® y otros, como en el caso de Rhizobium sp. GRH2, poseen hasta seis
unidades en su esqueleto.'® Sinorhizobium fredii USDA191 sintetiza pentasacaridos pero
en la mitad de la cadena presenta una unidad de D-glucosa.'” Algunos factores de
nodulaciéon presentan sustituyentes en O-1 de la N-acetilglucosamina (GlcNAc)
reductora terminal, por ejemplo, Bradyrhizobium elkanii USDAG61 y Rhizobium tropici
CIAT899 sintetizan LCOs con glicerol 0 manosa en esa posicién, respectivamente. '
Recientemente, se han aislados factores de nodulacion procedentes de Rhizobium sp.
BR816 donde la unidad de GlcNAc que forma el terminal reductor del oligosacarido se
ha transformado en una unidad de N-acetil glucosaminitol (GlcNAc-o0l).

Los factores de nodulacion son sintetizados por la bacteria mediante la accion de
las proteinas codificadas por los genes de nodulacion (genes nod, nol y noe), cuya
expresion estd regulada por compuestos producidos por la planta (flavonoides). Estos
genes de nodulacién se clasifican en tres grupos:

- gen nodD: activa la transcripcion del resto de los genes nod.

- genes nod comunes, nodA, nodB y nodC: Se han encontrado en todos los
rizobios estudiados hasta la fecha y son los responsables de sintetizar el
esqueleto general de los factores de nodulacion, es decir, de la unién de las
moléculas de N-acetil- D-glucosamina y de la N-acilacion por un acido graso
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del terminal no reductor. La Figura 1.4 muestra un esquema de la biosintesis
del esqueleto de estas moléculas.

- genes nod especificos: Su funcidn es la de introducir los distintos sustituyentes
en este esqueleto basico, regulando la entrada de los mismos tanto en el
terminal reductor como en el terminal no reductor. También determina la
naturaleza del acido graso (Figura 1.5).

Dependiendo de las especies bacterianas, los factores de nodulacién estan
modificados por diferentes sustituyentes en su esqueleto. Cada cepa de Rhizobium
produce un conjunto caracteristico de moléculas-sefial que parece reflejar la adaptacion
de la bacteria a la planta hospedadora. Asi, rizobios que pertenecen a grupos
taxonémicamente diferentes producen LCOs de estructura similar cuando son aislados
de la misma planta.’ Este razonamiento no se puede aplicar a todas modificaciones
encontradas, ya que en parte éstas pueden ser el resultado de condiciones de cultivo
artificiales que permiten la sobreproduccién de los factores de nodulacién para su
andlisis estructural.”® Sin embargo, en muchos casos es muy claro que muchas de las
modificaciones encontradas en las estructuras de los factores de nodulacién son muy
importantes en la especificidad.

Muchos genes diferentes estan implicados en la modificacion especifica de la
estructura basica de los factores de nodulacién. Por ejemplo, nodH codifica una
sulfotransferasa que transfiere el grupo sulfato al terminal no reductor de los LCOs que
produce Sinorhizobium meliloti. El grupo sulfato es indispensable para que S. meliloti
nodule Medicago sativa (alfalfa).'” Un mutante en nodH pierde la capacidad para
hacerlo.” Algo similar ocurre con la fucosa, que es necesaria para que Bradyrhizobium
Japonicum USDA110 nodule Macroptilium atropurpureum (siratro). En la fucosilacién
interviene el gen nodZ. El gen nodZ codifica una 6-O-fucosiltransferasa que transfiere
una fucosa al 0-6 del terminal reductor. La mutacién en este gen hace que sea incapaz de
nodular en siratro al producir factores de nodulacién sin fucosa.”* Lo mismo sucede con
la presencia de un grupo N-Me (nodS) en el terminal no reductor, que parece ser
indispensable para que una bacteria nodule Phaseolus vulgaris.”® Ademas de los genes
implicados en la funcionalizacién de los factores de nodulacién, existen otros que
regulan la biosintesis de metabolitos implicados en la exportacion de estas moléculas
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Fructosa-6-P +glutamina
f NodM
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Figura 1.4. Biosintesis de los factores de nodulacion. Accién del genes nod
comunes,
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Un esquema general de los factores de nodulacion, tipos de sustituyentes y su
relacién con los genes de nodulacién especificos se representa en la Figura 1.5:

S (NoeE)
Fuc (NodZ) Me (Noel)

Ac (NolL)
Ac (NodX)

Ac (NodL) S (NodH
Cb (NodU) (NodH)
Man (?)
Cb (NolO) m > o mo& Gro (2
Rs0 Ac NHAc NHAC @
Ara (NoeC)
1

Ac. Graso (NodA) Me (NodS)

(NodFE)
Sustituyentes (R,-R,):
Cb: Carbamoilo Fuc: Fucosa
S: Sulfato Ara: Arabinosa
Ac: Acetilo Man: Manosa

Figura 1.5. Esquema general de un factor de nodulacién y su relacion con los genes
de nodulacién especificos.

La estructura de los factores de nodulacién, incluyendo las sustituciones en el
terminal reductor como en el no reductor, la cadena del acido graso, el grado de
polimerizacién y N-acetilacion pueden contribuir también a la estabilidad del
oligosacarido frente a las degradaciones provocadas por enzimas segregadas por la
planta,® por ejemplo el grupo sulfato en el terminal reductor de los factores de
nodulaciéon producidos por Rhizobium meliloti protege el enlace glicosidico B-(1->4)
més cercano a este grupo frente la quitinasa tipo I de M. sativa.”’



Sustituyentes
Especie
Ry R; R; R4 Rs R¢ R, Rio n Ref.
GlcNAc-ol 20
R spBR816  Cio Cii  Me H H Cb S ¢ o ©o H 1
Cie- . 16
R. sp. GRH2 160 Ciso Me, H H H H S,H H H 123
ClS:l’ C20:1
R. sp. Cisor C Me CbH CbH ChH S,H H o2 "
ORS1001 18:0> “18:1 < s ] > >
29
R. etli CE3 Cig.0» Cis:1 Me H Cb H 4-0O-AcFuc H H 2
R. etli CFN42 Cisa Me CbH CbH CbH 4-O-AcFuc H H 2
31
C14:09 C16:0
Ci615 Cigo
Cig1, Ciga
R.galegae ' ’ Ac
HAMBI1207 Cig.3, Ciga H H H Cb,H H H H 1,2
CZO:Z s C20:3
CIS:O/S-OH
C20:l/3-OH
Tabla 1.2. Estructuras de los factores de nodulacién de cepas pertenecientes al género Rhizobium. El esquema

general y los sustituyentes R, se muestran en la Figura 1.5.
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Sustituyentes
Especie
R; R, R Ry Rs R R; Ry Ry n  Ref
Cis0, Ciet> Cigo 32.34
R. leguminosarum bv. C]g;]7 Cl6:0/30H
trifolii ANUS43 Craos0m Cisa H Ac,H Ac,H Ac,H H H H H 01,2
Cis:030H
- Cig.0. Cis:1> Cras 35,36
R. leguminosarum bv. : :
trlfolii LPR5045 CZO: 1s CZO:Z, C20:3 H H H Ac H H H H Oa 1 72
C20:4,C18:0-01
37
. C]G:Oa C]6:h C18:0
R legu’.nl.nosamm bv. C]S:]s C18:27 C18:3 H H H AC, H AC, H H H H 0’1’2
viciae Al
C18:4’ CIS:I»OH
R. legumi bv.  Ciga Cgn, C 3538
- leguminosarum byv. 18:4> L1s:1, Ligo
viciae RBL5560 C]6:0’ Cl6:l H H H Ac H H H H 1,2
R. leguminosarum bv. ¥
viciae TOM C18:4, C]g:] H H H AC, H AC,H H H H 1,2
40
R. tropici CFN299 Cig.1 Me H H H S, H H H H 2
19
R. tropici CIAT899 Cieor Cis, Ciso Me, H 131 H H SSH HMan H H 1.2

CIS:I’ CZO:O’ CZO:]

Tabla 2.1 (continuacién). Estructuras de los factores de nodulacién de cepas
Rhizobium. El esquema general y los sustituyentes R, se muestran en la Figura 1.5.

pertenecientes al género
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UINPOLIU]



Introduccion 17

1.4. OBJETIVO DE LA TESIS.

En esta tesis se ha investigado las estructuras de los factores de nodulacién
aislados de Rhizobium giardinii bv. giardinii H152 y de Rhizobium gallicum bv.
gallicum R602, asi como las modificaciones producidas en los factores de nodulacién
aislados de Rhizobium tropici CIAT899 cuando la bacteria se somete a estrés acido.

La presente tesis esta dividida en seis capitulos. En el primero se presenta la
introduccion. El segundo corresponde a los métodos generales utilizados. En el tercero
se describe la determinacion estructural de los factores de nodulaciéon producidos por R.
giardinii bv. giardinii H152. El cuarto describe la determinacién estructural de los
factores de nodulacion de R. gallicum bv. gallicum R602. En el quinto capitulo se
discute la influencia del pH en el numero y estructura de los factores de nodulacion
producidos por R. tropici CIAT899, y finalmente, en el sexto capitulo, se recogen las
conclusiones.



2. METODOS GENERALES
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2.1. CULTIVO DE BACTERIAS Y CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE
LOS FACTORES DE NODULACION.

2.1.1. Cultivo de bacterias.

El medio de cultivo que se emplea para el crecimiento de las diferentes cepas
estudiadas en esta tesis es el medio minimo B".*' La composicion de este medio es:

Manitol.....coveiiniiiii 10g
MgSO4 . 7H20 .................................... 0,55 g
KNO3 e 0,55 ¢g
Ca(NO3) 4Hy0 i 1,3¢g
Fe(IID-NaAEDT......cocoooiiiiiiiiiiienean 33mg
Micronutrientes.......vvvviviieer et e, 2,5ml
HyO o i e 11

Se ajusta el pH del medio a 5,0. Una vez estéril y frio, se aflade KH,PO, hasta
pH 7,2, biotina y tiamina hasta una concentracién final de 1 mM, 0,2 mg/l y 5,0 mg/l,
respectivamente.

La composicion de los micronutrientes es:

MnSO4-H,O ................ 0,462 g
ZnS0,- 7TH,0................ 97,4 mg
H:BOs oo, 1,269 g
NayMoOyeovvvivvinnieen, 33,9 mg
CuSO4-5H,0 ............... 354 mg
HyO o 11

La bacteria se siembra en tubos con 5 ml de medio de cultivo minimo B
manteniéndola a 28 °C hasta que la densidad Optica, empleada como medida de la
concentracion de las células, alcanza valores entre 0,6-0,8 (A = 600 nm), llegado a este
punto se trasvasa a matraces con 100 ml del mismo medio de cultivo, incubéndolos a
28 °C hasta que la densidad Optica alcanza nuevamente valores entre 0,6-0,8. Finalmente,
se diluye hasta un 1 1 con el mismo medio de cultivo. La produccién de factores de
nodulacion requiere la presencia de un flavonoide como inductor en el medio de cultivo.
El flavonoide se afiade al medio de cultivo hasta una concentracion final de 1 pM. Estos
cultivos se incuban a 28 °C con agitacion hasta fase exponencial retardada. Paralelamente,
se hace otro cultivo sin afladir flavonoide (empleado como control negativo).
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2.1.2. Cromatografia en capa fina de los factores de nodulacién.

Los analisis por cromatografia en capa fina (c.c.f.) de los factores de nodulacion
se llevan a cabo de acuerdo con el método propuesto por Spaink y col.*' Para ello, es
necesario preparar un cultivo a pequefia escala marcado radiactivamente. Se prepara un
cultivo en medio minimo B™ a una D.O.= 0,2 medida a 600 nm, el cudl se diluye 1:10 en 1
ml del mismo medio adicionando el flavonoide inductor correspondiente, salvo para el
control negativo, hasta una concentracién final de 1 pg/ml. El marcaje radiactivo se
efecttia con 0,5 pCi de clorhidrato de *C-glucosamina (actividad especifica de 52 mCi) o
con 3 uCi de Mg*’SO,. Después de 16 horas de cultivo, se afiade n-butanol saturado con
agua (0,5 ml) al sobrenadante, dejandose la mezcla 12 horas con agitacion. Una vez
centrifugado, la fase butanolica se concentra en un evaporador de vacio Speed-Vac™
Savant. El so6lido resultante se resuspende en x-butanol saturado con agua (40 pl),
aplicdndose esta disolucién (5-10 pl) a la placa de c.c.f. de silica RP-18F** de 10 cm x
10 cm. La separacion de los factores de nodulacién se lleva a cabo empleando una mezcla
de acetonitrilo:agua (1:1) como eluyente. Las placas de c.c.f. se exponen sobre una
pelicula de autorradiografia Kodak BioMax MR-2 durante 15-30 dias, al cabo de los
cuales se procede a su revelado con soluciones de revelador y fijador igualmente
suministradas por Kodak.

2.2. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS FACTORES DE
NODULACION.

2.2.1. Aislamiento de los factores de nodulacion.

Los factores de nodulacién se aislan del cultivo bacteriano mediante extraccion
con n-butanol. Al cultivo se afiade n-butanol (500 ml/1 de cultivo), se deja en agitacion
durante 12 horas y se extrae. Este es el método més general y el usado en esta tesis.™

2.2.2. Purificacién de los factores de nodulacién.

El extracto butandlico, que contiene los factores de nodulacién, se purifica por
extraccion en fase sélida (SPE) seguida de fraccionamiento por HPLC.

2.2.2.1. Extraccion en fase solida (SPE).

La muestra se somete a una extraccion en fase reversa y se hace pasar a través de
una columna que contiene un relleno que retiene la muestra en funcién de la polaridad,
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eluyendo selectivamente los factores de mnodulacién con diversas mezclas de
acetonitrilo:agua. Se utiliza una columna rellena de C18 (octadecilsilano) (SPE 6 ml, 1g,
Resprep). En primer lugar, la columna se acondiciona pasando acetonitrilo (2 ml) seguida
de una disolucion de acetonitrilo al 20% en agua (2 ml). La muestra se hace pasar a
través del relleno a un flujo aproximado de 5 ml /min. Los factores de nodulacién se
eluyen con disoluciones acuosas de acetonitrilo al 20% (5 ml), acetonitrilo al 45% (5 ml)
y acetonitrilo al 60% (5 ml). Se obtienen tres fracciones que se concentran y se liofilizan.

2.2.2.2. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

La separacion se basa en la diferencia de polaridad de los factores de nodulacion.
La muestra procedente de la extraccion en fase sdlida se cromatografia en una columna
semipreparativa en fase reversa (C18, 250 x 7.5 mm, Spherisorb ODS2, 5 um, Tracer).
La elucién se lleva a cabo usando diferente mezclas de acetonitrilo-agua con el siguiente
gradiente de elucion: al 20% (5 min), 30% (30 min), 40% (30 min) y 60% (15 min) y un
gradiente lineal desde 60 hasta 100% de acetonitrilo (10 min). El flujo utilizado es de 2.5
ml/min. El seguimiento se realiza por un detector UV-V Photodiode Array (Waters)
monotorizando a 206 nm. Se recogen las fracciones cada minuto (2,5 ml) utilizando un
colector automatico Wilson FC 203B. Posteriormente, las fracciones correspondientes a
un mismo pico cromatografico se unen, se concentran y se liofilizan.

100
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Figura 2.1, Perfil del gradiente de elucién empleado en el fraccionamiento de
los factores de nodulacion mediante HPLC.
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2.3. ESTUDIO ESTRUCTURAL DE LOS FACTORES DE NODULACION.
El estudio estructural de estas moléculas incluye:

« Andlisis de los monosacaridos que constituyen el oligosacarido y
determinacién de la configuracion absoluta (serie D o L).

+ Determinacién del tipo de enlace glicosidico entre estos monosacéridos
(posiciones de enlace y anomeria).

+ Determinacion de la secuencia de dichos enlaces, es decir, el orden en que se
unen las unidades identificadas.

+ Identificacién de los posibles sustituyentes y la determinacién de las
posiciones que ocupan.

» Determinacidn del peso molecular.
2.3.1. Analisis de aziicares.

La identificaciéon de los monosacéridos que componen un polisacarido o un
oligosacarido requiere previamente una despolimerizacion total del mismo. Esta se lleva a
cabo mediante hidrélisis, metandlisis o acetélisis. La posterior determinacion cuantitativa
de los monosacaridos constituyentes, se realiza principalmente mediante Cromatografia
Gas-Liquido seguida de Espectrometria de Masas (CGL-EM).

La aplicaciéon de la CGL-EM en el analisis de azlicares estd ampliamente
extendida ya que se necesita poca cantidad de muestra y su preparacién es relativamente
sencilla. Esta técnica requiere transformar los monosacaridos procedentes de la
despolimerizacién total, en derivados volatiles tales como los O-trimetilsililderivados de
los metil glicdsidos, acetatos de alditoles, trifluoroacetatos, etc. En esta tesis, se utilizan
los O-trimetilsililderivados de los metil glicésidos obtenidos en la metandlisis de los
oligosacaridos.*

2.3.1.1. Formacion de O-trimetilsililderivados de los metil glicésidos.
La preparacion de los O-trimetilsililderivados de los metil glicosidos, tiene la

ventaja de que permite la identificacién simultinea de azucares neutros, aminoazicares y
acidos urdnicos. Durante este proceso se produce la desacetilaciéon parcial de los
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aminoazucares, por lo después de la metanoélisis, es necesario proceder a la reacetilacion
de la glucosamina (Figura 2.2).

A) Metandlisis seguida de N-acetilacion.

La fraccién procedente de HPLC se despolimeriza mediante metanolisis
obteniéndose los metil glicosidos. A la muestra (30-80 ng) disuelta en acetonitrilo:agua
al 45%, se le afiade myo-inositol (patrén interno) (3-6 pg) y se liofiliza. Al liofilizado se
afiade HCI/MeOH 0,625 M (0,5 ml), se calienta a 80 °C durante 16 h y se seca bajo
corriente de nitrogeno.

Al residuo seco procedente de la metandlisis se le aflade metanol (750 pl),
piridina (75 pl) y anhidrido acético (75 pl) y se agita. Se mantiene 15 min a temperatura
ambiente y se seca bajo corriente de nitrogeno.

B) Trimetilsililacion.

Durante el transcurso de esta tesis se han empleado indistintamente dos
procedimientos. El primero es el descrito por Chaplin.*” Segiin este método, se afiade al
residuo seco obtenido, bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (400 ul, BSTFA, Supelco, Inc.)
y piridina (1:1) (400 ul) y se mantiene 2 horas en la oscuridad a temperatura ambiente. Se
seca bajo corriente de nitrégeno, se disuelve en hexano y se inyecta en el cromatografo de
gases.

El segundo es una modificacion del método anterior, que tiene como ventaja un
tiempo de preparacién mas corto. Consiste en afiadir al residuo seco procedente de la
metanolisis o de la reacetilacién una disoluciéon de Py:BSTFA:TMSCI (10:5:1) (100 pl).
La mezcla se deja, al menos, una hora en la oscuridad. Por Gltimo, se seca bajo corriente
de nitrégeno, se disuelve en hexano y se inyecta en el cromatografo de gases.

2.3.1.2. Cromatografia de gases y Espectrometria de Masas (CGL-EM),

Los derivados sililados de los metil glicésidos se analizan por cromatografia de
gases seguida de Espectrometria de Masas.”* Los espectros de masas de estos
compuestos son muy caracteristicos, dando fundamentalmente los iones de m/z 204 y m/z
217 para los azlcares neutros. En el caso de aminoazicares, los fragmentos mas
caracteristicos son los de m/z 131, 6 m/z 173 si se ha reacetilado después de la
metandlisis.” El esquema de fragmentacion se muestra en la Figura 2.3.
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Figura 2.2. Formacién de los O-trimetilsilil derivados de los metil glicdsidos procedentes
de un polisacarido.
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Figura 2.3. Fragmentaciones caracteristicas de los O-trimetilsililderivados de los metil
glicdsidos de la D-glucosa , N-acetil-D-glucosamina y D-glucosamina.
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La identificacién se realiza por comparacion con los cromatogramas obtenidos
para muestras patrones. Los patrones utilizados y sus tiempos de retencion se detallan en
la Tabla 2.1.

Azucar N7 de t tRR Areas
barrido R RR relativas

53 3:57 0,413 0,86
D-Ribosa 60 4:05 0,427 0,12
107 4:56 0,516 0,02

D-Manosa 181 6:15 0,653 -
237 7:16 0,760 0,72

D-Glucosa

250 7:30 0,784 0,28
155 5:47 0,605 0,25
Acido D-galacturénico 178 6:12 0,648 0,06
g 215 6:52 0,718 0,53
220 6:58 0,728 0,16
61 4:06 0,429 0,06
L-Fucosa 74 4:20 0,453 0,61
86 4:33 0,476 0,33
184 6:19 0,660 0,07
D-Galactosa 204 6:40 0,697 0,73
223 7:01 0,733 0,20
147 5:39 0,591 0,23
Acido D-glucurénico 241 7:20 0,767 0,13
245 7:25 0,775 0,64
381 8:47 0,918 0,12

N_A > _ - 1 . ’ k)
cetil-D-glucosamina 410 9:15 0,969 0,88

® tiempo de retencién relativo (tr/tz%) al 1,2,3,4,5,6-hexa-O-trimetilsilil myo-inositol
(tg°=9:34 min).

Tabla 2.1. Datos de CGL-EM de los O-trimetilsililderivados de los metil glicésidos de
algunos monosacaridos.
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Figura 2.4. Cromatograma CGL-EM de los O-trimetilsililderivados de los
metil glicosidos de D-acetilglucosamina parcialmente acetilada.
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Figura 2.5. Espectro de masas del pico a tg = 6:57 min perteneciente a la
D-glucosamina
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Figura 2.6. Espectro de masas del pico de tx = 9:12 min perteneciente a la
N-acetilglucosamina.

2.3.1.3. Instrumentacion y condiciones cromatogrdficas

Se utiliza un cromatografo de gases FISONS GC-8000 Series equipado con una
columna OV-1 (25 m x 0,25 mm) y conectado a un espectrémetro de masas Micromass
AutoSpec-Q. Se utiliza un gradiente de temperatura de 10 °C/min desde una temperatura
inicial de 150°C (2min) hasta una temperatura final de 250 °C (30 min). El potencial de
ionizacién en todos los casos es de 70 eV.
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2.3.2. Determinacion de la configuracién absoluta de los azicares.

En el estudio estructural de polisacaridos u oligosacaridos, las configuraciones
absolutas de los monosacéridos constituyentes eran determinadas normalmente por la
medida de poder rotatorio o mediante la accion de enzimas especificas.

El primer método requiere el aislamiento de monosacaridos muy puros y en una
cantidad minima que oscila entre 10-20 mg. El segundo método tiene el inconveniente de
que las enzimas especificas necesarias no siempre son asequibles.

Actualmente se utiliza la cromatografia de gases en la determinacién de la
configuracién absoluta de azucares, llevandose a cabo mediante el uso de dos métodos
alternativos:

» Cromatografia de gases empleando una fase estacionaria quiral.

« Conversion de los enantidémeros en derivados diastereoisoméricos mediante
un reactivo quiral y posterior separacion en cromatografia de gases utilizando
una fase estacionaria aquiral.***’

Este ultimo método se basa en la formacioén de los O-trimetilsililderivados de los
(+)-2-butil glicésidos correspondientes a los enantidémeros D o L de los monosacaridos. La
formacion de estos derivados se muestra en la Figura 2.7. Los glicosidos se forman por
reaccién de los monosacéridos patrones (D o L) con un alcohol opticamente activo, en
este caso (+)-butan-2-ol. Cuando no se dispone de ambos enantiomeros patrones y en el
caso de la muestra problema, la reaccién se lleva a cabo usando (+)-butan-2-ol y
(£)-butan-2-ol. En el caso del alcohol racémico se forman los diastereoisémeros
(+)-2-butil D-glicésidos y (-)-2-butil D-glicésidos; este ultimo es el enantidmero del
(+)-2-butil L-glicésido y, por tanto, posee sus mismas propiedades cromatograficas. Las
relaciones estereoisoméricas entre los distintos derivados se muestran en la Figura 2.7.

La identificacién se realiza por comparacion de los tiempos de retencion de los
derivados diastereoisoméricos procedentes de los monosacaridos patrones, con los que se
obtienen para la muestra problema.



Métodos Generales 31

OH

o}
--+0
1- HCI/MeOH Hmo -= 1- HCYMeOH
2-HCV/(+)-butan-2-0l OH 2-HCY/(-)-butan-2-ol
3-BSTFA, TMSCI 4 BD-Gle-(1 ~ 3-BSTFA, TMSCI

B OTMS N B N

o] CH OTMS CH,CH
TMsomos 3 2 | 1uso O 7
TMSO = CH,CH O¥-~CH

2LR3 ] o TMSO - 3
OTMS H E OTMS H
(+)-2-butil 2,3,4,6-tetra-O-trimetilsilil- o (-)-2-butil 2,3,4,6-tetra-O-trimetilsilil-
a,B-D-glucopirandsido E a,8-D-glucopiranésido
--------- ENANTIOMEROS ~-=------| 2 -----==--- ENANTIOMEROS ~~~~~~"""
H2CH3 [a4] H3
VRJ\ [—‘ ’Sl\
TMSOH,C 0 0" >CHy | %2 [TMSOH,C 0 O™ Z~CH,CH3
TMSO OTMS H = | TMSO OTMs H
TMSO TMSQO
(9)-2-butil 2,3,4,6-tetra-O-trimetilsilil- (+)-2-butil 2,3,4,6-tetra-O-trimetilsilil-

L a,p-L-glucopirandsido ] L o,B-L-glucopiranésido ]
1- HCY/MeOH 1- HCUMeOH
2-HCV(-)-butan-2-ol - 2-HCV/(+)-butan-2-ol
3-BSTFA, TMSCI HOH,C7 07"/ 'O TBSTFA TMSCI

--0 OH ?
HO

~4)-B-L-Gle-(1 ~

Figura 2.7. Formacion de 2-butil glicdsidos utilizados en la determinacién
de la configuracién absoluta de los monosacaridos y sus relaciones
estereoisoméricas.

2.3.2.1. Formacion de los 2-butil glicosidos.
Metandlisis seguida de butanolisis.

La muestra liofilizada (30-60 g para monosacaridos patrones, 60-100 pg para
muestras problemas) se somete a metanolisis como se describe en el apartado 2.3.1.1, y, a
continuacion, el residuo seco se disuelve en HCI / (+)-butan-2-ol 0,625 M (500 pl) o
HC1/ (+)-butan-2-o0l (1 ml) y se calienta 16 h a 80 °C. Transcurrido este tiempo el alcohol
se evapora bajo corriente de nitrégeno y se procede a la sililacién del residuo seco de
acuerdo con el método descrito en el apartado 2.3.1.1. Por ultimo, se evapora a sequedad,
se disuelve en hexano y se inyecta en el cromatdgrafo de gases.

2.3.2.2. Instrumentacion y condiciones cromatogrdfica (CGL-EM).

Se utiliza el cromatdgrafo descrito en el apartado 2.3.1.1. Las condiciones
cromatograficas son: 130 °C durante 3 min seguido de un gradiente de temperatura de
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3 °C por minuto hasta 150 °C y nuevo gradiente de temperatura de 10 °C por minuto hasta
250 °C, temperatura que se mantiene durante 30 min. El potencial de ionizacién es de 70
eV.
(+)-Bu-D-Gle
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| -»-Bu-D-Gle
13:07

Inositol
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Figura 2.8. CGL-EM de los 2,3 ,4,6-tetra-O-trimetilsililderivados de los (+) y (-)-2-butil
glicdsidos de D-glucosa
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Azicar tg (min) tRR”
D-GlcNAc 19:46 1,026
L-GlcNAc 19:56 1,034

® Tiempo de retencién relativo (tR/tRO) al 1,2,3,4,5,6-hexa-
O-trimetilsilil-myo-inositol (19:16 min)

Tabla 2.2. Datos de CGL-EM de los O-trimetilsililderivados de
los butil glicésidos de N-acetilglucosamina.

2.3.3. Determinacion del tipo de sustitucién. Analisis por metilacion.

El andlisis por metilacion es uno de los métodos més antiguos utilizados en la
determinacion estructural de polisacaridos y oligosacaridos. Consiste en la eterificacion
completa de los grupos hidroxilos libres de los azicares del polisacéarido, es decir,
aquellos que no estan implicados en la formacién del anillo, no llevan sustituyentes
estables en el medio béasico de reaccién y no participan en los enlaces glicosidicos.**
Dichos enlaces glicosidicos son estables en las condiciones fuertemente basicas
requeridas durante el proceso de metilacién.

El polisacéarido permetilado se despolimeriza obteniéndose azlicares parcialmente
metilados que se analizan por cromatografia de gases y espectrometria de masas (CGL-
EM). La identificacion de los azicares parcialmente metilados, proporciona informacion
detallada de las unidades estructurales del polisacarido, pero no de la secuencia ni la
naturaleza anomérica (o o ) de los enlaces.

2.3.3.1. Metilacion del azucar.

La metilacion total del polisacérido depende del grado de ionizacién de los
hidroxilos libres, por lo tanto, es fundamental efectuar la reaccién en un medio
suficientemente basico para conseguir que dichos grupos hidroxilos se transformen
completamente en alcéxidos. La adicién del agente alquilante conduce a la eterificacion
total. El polisacérido debe estar completamente disuelto en el medio de reaccién por lo
que el disolvente ha de ser cuidadosamente elegido.

Existe una gran variedad de métodos de metilacion de oligosacaridos y
polisacaridos. Los més utilizados son:
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«  Meétodo de Purdie e Irvine:* Utiliza yoduro de metilo y éxido de plata.

o Meétodo de Haworth:’® Emplea sulfato de dimetilo en hidréxido sédico
acuoso.

« Método de Kuhn y col.:* Emplea N,N-dimetilformamida o dimetilsulféxido
y yoduro de metilo.

« Método de Hakomori:® Utiliza yoduro de metilo y metilsulfinilmetanuro
sodico y, como disolvente, dimetilsulfoxido.

«  Método de Ciucanu y Kerek:** Emplea yoduro de metilo e hidréxido sédico
en dimetilsulféxido.

Estos dos ultimos métodos son los mas utilizados actualmente. En esta tesis se
emplea una modificacién del método de Ciucanu y Kerek:

El aztcar (100-200pg) se disuelve en DMSO seco (300-500 pl) y se afiade NaOH
pulverizada (50-70 pg). A continuacion se afiade CH;I (100ul) y se agita durante 15 min.
Transcurrido este tiempo se repite la adicién de CH;l y se agita de nuevo durante 15 min.
Por ultimo, se afiade doble cantidad de CHal y se agita durante 30 min. La reaccion se
detiene mediante la adicién de 1 ml de una disolucién de tiosulfato sédico en agua
(100 mg/ml).

La purificacién de la muestra procedente del paso anterior se puede llevar a cabo
de varias formas, dependiendo de la naturaleza de dicha muestra. En el caso de
monosacaridos y oligosacéaridos el método es el siguiente:*>*® La mezcla de reaccién se
extrae con CH,Cl, (0,2-1 ml, 4 veces) y las fases organicas se lavan con agua (3 ml, 4
veces) y se evaporan a sequedad. El residuo se disuelve en DMSO:H,0 (1:1) (200 ul) y
se pasa con un flujo de 1-2 gotas por segundo a través de una microcolumna Sep-Pak Cig
(300 mg, Sep-Cartridge C-18, Lida Maanufacturing Corp.) previamente lavada con etanol
absoluto (40-50 ml), acetonitrilo (2 ml) y agua (4 ml). Las sustancias mas polares de la
mezcla de reaccion, como el DMSO y el Nal, son eluidos de la columna con agua (2 ml, 4
veces). Los compuestos menos polares son eluidos utilizando dos tipos de mezcla: A
[acetonitrilo: agua, 3:17] y B [acetonitrilo:agua, 1:4]. En la purificacién de disacéridos, se
utiliza s6lo el eluyente A (cuatro lavados de 2 ml). En los oligosacaridos de grado de
polimerizacion entre 3 y 10 se emplea de eluyente A (2 ml, 3 veces) seguido del B (2 ml).
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El azlicar permetilado purificado se eluye de la microcolumna con acetonitrilo (2
ml). Los eluatos se concentran a sequedad.

2.3.3.2. Preparacion de los acetatos de alditoles parcialmente metilados.

El polisacérido u oligosacérido permetilado se hidroliza para obtener azicares
parcialmente metilados, que se convierten en sus correspondientes acetatos de alditoles
parcialmente metilados®” para su andlisis por CGL-EM.

La despolimerizaciéon puede efectuarse por hidrdlisis acida o metanoélisis. Los
polisacédridos permetilados no son solubles en disolventes acuosos, por ello la hidrdlisis
conviene realizarla en primer lugar con un 4cido organico y luego completarla con un
acido acuoso.

A) Hidrélisis y reduccion del aziucar permetilado.

El azucar, una vez purificado, se disuelve en acido férmico al 88% (0,2-1 mi) y se
calienta a 100 °C durante 1h.*® El 4cido se evapora a presion reducida hasta sequedad y se
afiade acido trifluoroacético (TFA) 2 M (0,2- 1 ml) al residuo seco, que se calienta a 121
°C durante 1 h y 30 min. El TFA se elimina por coevaporacion con metanol (1 ml, 5
veces). El residuo seco se disuelve en NH,OH 1M (10-100 pl), se afiade NaBH4 0,3 M en
DMSO (0,1-1 ml) y se calienta durante 1 h y 30 min a 40 °C.* Al cabo de este tiempo, la
reaccion se detiene por adicion de acido acético glacial (10-100 pl).

B) Acetilacion.

Al aztcar reducido se la afiade 1-metilimidazol (20-200 ul) y Ac,0 (0,2-2 ml), se
agita fuertemente y se mantiene 10 min a temperatura ambiente. A continuacion se afiade
agua fria (2 ml) y se extrae con CH,Cl, (0,2-1 ml, 4 veces). Las fases organicas se lavan
con agua (3 ml, 4 veces), se seca con Na,SO, y se evapora a sequedad. Se disuelve en
diclorometano y se inyecta en el cromatdgrafo de gases para su estudio.

En la Figura 2.9 se muestra un esquema del analisis por metilacion de un
polisacarido.
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Figura 2.9. Analisis por metilacién de un polisacarido.

2.3.3.3. Cromatografia de gases y Espectrometria de Masas de los
monosacaridos parcialmente metilados.

Los espectros de masas de estos compuestos son ampliamente conocidos.’™**%!
Estan realizados por el método del impacto electrénico y raramente aparecen los iones
moleculares. Se propone que la fragmentacion obedece a las siguientes reglas:

1) Los fragmentos primarios se originan por rotura de enlace C-C de la cadena del
alditol, tal y como se formula en el esquema de fragmentacion de la Figura 2.10.

2) La rotura entre dos carbonos que contienen un grupo metoxilo (tipo A) o un
grupo metilacetamido (en el caso se aminoazucares) y un grupo metoxilo (tipo E)
estd mas favorecida que la rotura que se da entre un carbono con un grupo
metoxilo o metilacetamido y otro con un grupo acetilo (tipo B o D,
respectivamente). Esta, a su vez, estd mas favorecida que la rotura entre dos
carbonos con grupos acetilos (tipo C). Los fragmentos resultantes de la rotura del
tipo A proporcionan sefiales intensas. En el caso de los resultantes de una rotura
del tipo B, sélo aquellos fragmentos con carga en el grupo metoxilo producen
sefiales intensas. Los del tipo C dan lugar a sefiales de poca intensidad.
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3) Los fragmentos secundarios proceden de los fragmentos primarios por pérdidas

de 4cido acético, cetana, metanol o formaldehido.
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Figura 2.10. Fragmentos primarios formados por rotura de la cadena de un

acetato de alditol parcialmente metilado.
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Todas estas fragmentaciones estdn recogidas por Lindberg y col.*’ En el esquema
de fragmentacién presentado en la Figura 2.11 se recogen las que tienen lugar en el caso
del 1,5-di-O-acetil-2-desoxi-2-(N-metilacetamido)-3,4,6-tri-O-metil glucitol.

Fragmentos Primarios

CH,0Ac
116 =—158 I;!_——N:éf,s
145 =205 H3CO——H - 202 —> 142
H——OCH, 161 =19
H—1—OAc
s CH,0OCH;
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Figura 2.11. Esquema de fragmentacion del 1,5-di-O-acetil-2-desoxi-2-(NV-
metilacetamido)-3,4,6-tri-O-metil glucitol.
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2.3.3.4. Instrumentacion y condiciones cromatogrdficas.

Se utilizan el cromatografo de gases y el espectrometro de masas descritos
anteriormente. El programa de temperatura es isotermo a 120 °C durante un minuto
seguido de un gradiente de temperatura de 8 °C/min hasta una temperatura final de 250 °C
(30 min). El potencial de ionizacion es de 70 eV.

La identificacién se lleva a cabo por comparacién de los espectros de masas
obtenidos con los descritos en la bibliografia.®'

2.3.4. Sustituyentes presentes en el azicar: Acidos grasos.

Las moléculas de reconocimiento producidas por bacterias del género
Rhizobiaceae se encuentran N-aciladas en su terminal no reductor por un cido graso de
naturaleza variable. Estos A4cidos grasos pueden ser saturados, insaturados y/o
hidroxilados.

En esta tesis, la identificacién de los 4cidos grasos se realiza por CGL-EM de los
correspondientes ésteres metilicos® o bien a través de derivados de éstos. Los ésteres
metilicos de los 4cidos grasos insaturados son convertidos en sus bis-(metiltio)
derivados® con el objeto de localizar la posicién de los dobles enlaces. Los ésteres
metilicos de los hidroxiacidos son sililados y posteriormente identificados por CGL-EM.

2.3.4.1. Identificacion de los dcidos grasos saturados.

Se analizan mediante la formacién de los correspondientes ésteres metilicos.”
Para ello, la muestra (200-400 pg) se disuelve en HCY/MeOH 0.625 M (0.5 ml) y se
calienta 16 h a 80 °C. Se deja enfriar y se seca bajo corriente de nitrégeno. El residuo seco
se redisuelve en agua milliQ (1 ml) y se extraen los 4cidos grasos esterificados con
CH,Cl, (1 ml, 3 veces).

La fase organica se lava con agua (1 ml, 2 veces), se seca con Na,SO4 y se
evapora a sequedad. Por 1ltimo, se disuelve en CH,Cl, y se inyecta en el cromatografo de
gases (Figura 2.12).
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Figura 2.12. Aislamiento e identificacién de azicares y acidos grasos de los
factores de nodulacién.

2.3.4.2. Identificacion de los dcidos grasos insaturados.

Con objeto de identificar la posicién del doble enlace, y dado que los espectros de
masas son practicamente idénticos cualquiera que sea la posicién de éste, se preparan los
bis-(metiltio) derivados del éster metilico del 4cido graso insaturado.®

La muestra con los acidos grasos esterificados y aislados segin el apartado
2.3.4.1, se disuelve en hexano (1 ml) y se aflade I, (7,25 mg) en éter (100 ul). Se agrega
disulfuro de dimetilo (DMDS) (1 ml) y la disolucién se calienta en bailo de glicerina
durante 24 horas a 58 °C. Se afiade a continuacién una disolucioén de Na,S,03 al 5 % (1,5
ml) con objeto de destruir el exceso de I, y se agita vigorosamente hasta decoloracién. La
fase orgénica se extrae con hexano (1,5 ml, 3 veces) y se seca bajo corriente de nitréogeno.
Se analiza por CGL-EM. El esquema de reaccién para el éster metilico del acido 9-
hexadecanoico se muestra en la Figura 2.13.
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Figura 2.13. Transformacién de un acido graso insaturado en su bis-(metiltio) derivado

para su posterior analisis por CGL-EM

El esquema de fragmentacion caracteristico del bis-(metiltio) derivado del metil
éster del 4cido 9-hexadecanoico se muestra en la Figura 2.14:

®B SMe

PN ]\/\/\/\,(l)L
/\/\/\r O\ OMe

SMe™ A®

N

@ ] 1]
CH3-(CH3)5-CH=8-CH3 CH3-S=CH-(CH,);-C-OCHjg
m/z 145 m/z 217

l -CH3OH

®
CH3-8S=CH-(CH5)s-CH=C=0
m/z 185

Figura 2.14, Esquema de fragmentacién del bis-(metiltio) derivado del éster metilico

correspondiente al acido palmitoleico (Cis.1a0)

2.3.4.3. Identificacion de los dcidos grasos hidroxilados.

Los 4cidos grasos esterificados, aislados segun apartado 2.3.4.1, se sililan
siguiendo la metodologia descrita en el apartado 2.3.1.1. La formacion de un
O-trimetilsililderivado del metil éster de un 4cido graso hidroxilado se muestra en la

Figura 2.15;
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Figura 2.15. Formacién de un O-trimetilsililderivado del metil éster de un B-hidroxiacido.

2.3.4.4. Instrumentacion y condiciones cromatogrificas

Se utiliza un cromatégrafo de gases FISONS GC-8000 Series equipado con una
columna OV-1 (25 m x 0,25 mm) y conectado a un espectrometro de masas Micromass
AutoSpec-Q. Se utiliza un gradiente de temperatura de 10 °C/min desde una temperatura
inicial de 100°C (2min) hasta una temperatura final de 280°C (30 min). El potencial de
ionizacién en todos los casos es de 70 eV.

2.3.5. Determinacion del peso molecular. Espectrometria de Masas.

En la determinacién del peso molecular de una sustancia, la eleccidn de la técnica
mas adecuada estd en funcién de dicho peso. Asi, para moléculas pequefias o de tamafio
medio es posible utilizar la Espectrometria de Masas (FAB, MALDI-TOF,
Electrospray...) y obtener resultados muy precisos, mientras que para sustancias de alto
peso molecular, como por ejemplo polisacaridos, hay que recurrir a técnicas menos
precisas (cromatografia de filtracién sobre gel, electroforesis...)

La Espectrometria de Masas es una técnica analitica que separa y detecta iones
formados en la fuente de ionizacién en funcién de la relacién masa/carga (m/z). Existen
varias técnicas de ionizacién: quimica (CI), impacto electrénico (EI), asi como otras
denominadas de “ionizacién blanda” (FAB, MALDI o Electrospray) que se describirdn
mds adelante; y diferentes analizadores de masas (cuadrupolo, tiempo de vuelo, sector
magnético...). La combinacién de diferentes fuentes y analizadores, originan diferentes
configuraciones de los espectrémetros de masas.

La Espectrometria de Masas es en un instrumento muy importante para el analisis
estructural de las moléculas de reconocimiento, objeto de esta tesis. Hasta hace
relativamente poco, se venia empleando el FAB o LSIMS obteniéndose buenos
resultados, ahora con el desarrollo de nuevas técnicas de ionizacidn, més sensibles y
suaves, como la ionizacién por electrospray (ES) o la desorcidn/ionizacién con laser
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asistida por matriz (MALDI), se han conseguido mejores resultados al poder utilizarse en
moléculas organicas complejas de peso molecular entre unos pocos miles y varios cientos
de miles de Daitons.

En esta tesis se han empleado las siguientes técnicas de Espectrometria de Masas
para ¢l analisis de los factores de nodulaciéon: FAB, LSIMS, MALDI-TOF, ES-Q-o-TOF
y MALDI-Q-o-TOF asi como técnicas de Espectrometria de Masas en tdndem: CID ES-
Q-0-TOF y CID MALDI-Q-0-TOF,

2.3.5.1. Fuentes de Ionizacion.
2.3.5.1.1. Bombardeo con atomos rdapidos. FAB y LSIMS.

Esta técnica, introducida por primera vez en 1980, fue desarrollada como un
nuevo procedimiento de ionizacién para el analisis de sustancias no volatiles. En el
transcurso de un afio, la nueva técnica, que se llam6 FAB (fast atom bombardment)
revolucion¢ los estudios de Espectrometria de Masas de biopolimeros.

El siguiente paso fue acoplar la fuente de FAB a los espectrometros de masas de
alta resolucion que ya se habian desarrollado. Se consiguié analizar moléculas con mayor
peso molecular que las que hasta entonces se habian estudiado siguiendo las técnicas
normales de ionizacion. La superioridad de esta técnica con respecto a otras, como la CI o
EI, quedé demostrada a través de los datos obtenidos para un polisacarido bacteriano
compuesto por unidades de O-metil-D-glucosa en los que se ponia de manifiesto la
utilidad del FAB en el calculo del peso molecular del mismo.

El fundamento de esta técnica es €l siguiente:

Al bombardear la superficie de un liquido, colocado sobre el extremo de una
sonda, con un haz de 4tomos rapidos, se produce la desorcién de iones caracteristicos del
liquido. Si disolvemos la muestra problema en un disolvente o matriz, el bombardeo
produce iones moleculares o pseudomoleculares positivos y negativos de la muestra y de
la matriz (Figura 2.16).

Aunque el FAB esta considerado como una técnica de ionizaciéon “blanda”, a
menudo puede producir fragmentacion. El espectro de masas de FAB se caracteriza por
la presencia de un intenso i6n pseudomolecular, algunas veces acompafiado por iones-
fragmento de baja intensidad, superpuestos sobre ruido de fondo relativamente intenso.
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9 Al analizador de masas

Haz de particulas
rapidas
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Figura 2.16. Representacion esquematica de una fuente de
Ionizacién de FAB o LSIMS.

El bombardeo con atomos rapidos suele hacerse con un gas inerte para evitar
cualquier reactividad no deseada con la muestra. Se utilizan He, Ar o Xe. Para la
generacion de atomos rapidos, el gas inerte se introduce en una cavidad donde es
parcialmente ionizado por bombardeo electrénico, de modo que se forman iones positivos
que son inmediatamente acelerados por campos electromagnéticos con potenciales de 2 a
10 KV. La disposicién de los campos magnéticos en la fuente de ionizacién permite que
se forme un plasma confinado, con un movimiento resonante que favorece las colisiones
entres iones acelerados y dtomos neutros lentos; las colisiones dan lugar a intercambios
de carga, originandose asi 4tomos neutros rapidos que escapan del cafidn a través de una
fina abertura. Los iones residuales que puedan salir de cafién acompafiando a los tomos
rapidos son eliminados por medio de placas deflectoras convenientemente situadas.

Xe (lento) + e ———— Xe* (lento) + 2

aceleracion

Xe* (lento) Xe+(répid0)

Xe+(répido) + Xe B — X€+ + Xe (rapido)
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Otra técnica de ionizaciéon semejante, LSIMS (Liquid Secondary Ion Mass
Spectrometry), emplea iones como haz de particulas rapidas, que inciden directamente
sobre la muestra mezclada con la matriz. Estos iones suelen ser de Cs’, que son
acelerados por campos electromagnéticos con potenciales de 35 KV. El cesio tiene una
masa atémica similar al xenén (Cs=139, Xe= 131), y su coste es notablemente inferior.**

El disolvente que se emplea como matriz debe tener un alto punto de ebullicion
para que su presién de vapor en las condiciones de alto vacio sea muy baja. Los
disolventes mas usados son, entre otros, glicerol, 1-tioglicerol y alcohol 3-nitrobencilico.
El glicerol es el mas utilizado y es muy adecuado para compuestos polares como hidratos
de carbono y glicopéptidos sin derivar. El 1-tioglicerol es €l que mas se utiliza en el caso
de compuestos peracetilados o permetilados. Por Gltimo, puede utilizarse también mezcla
de disolventes.

Para modificar la fuerza i6nica de 1a matriz se utilizan aditivos i6nicos. En el caso
de los carbohidratos se emplean:

- Acido clorhidrico diluido.

- Acetato o yoduro sodico. En el espectro se obtiene el ion pseudomolecular
[M+Na]" cuando se detectan los fragmentos cargados positivamente.

- Tiocianato aménico. Aparece el ion [M+NH,]" cuando se registra en el modo
positivo.

Esta técnica es adecuada para el analisis de un gran numero de compuestos
biologicos tales como péptidos, oligosacaridos, lipidos o metabolitos enddgenos.

En el campo de los polisacaridos bacterianos, la técnica de FAB ha sido aplicada
fundamentalmente tanto en la determinacién del peso molecular de oligosacaridos,
naturales o procedentes de hidrélisis parciales de polisacaridos, como en la identificacion
de sustituyentes en los mismos.

Aplicacion de las muestras e instrumentacion.

La muestra (100-200 pg) se disuelve en DMSO (10 pl) y 1ul de esta disolucion
se mezcla con la matriz. Finalmente, la mezcla resultante se deposita en el extremo de una
sonda En el caso de los factores de nodulacién estudiados en esta tesis se utilizan dos

matrices:

1) Tioglicerol (matriz) mas Nal (aditivo).
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2) Glicerol: Alcohol m-nitrobencilico (1:1).

En los espectros de masas registrados mediante la técnica LSIMS, se utiliza un
espectrometro de masas Micromass AutoSpecQ. El bombardeo se realiza con un haz de
iones Cs” con un voltaje de aceleracién de 8 KV. En el caso de los experimentos de FAB,
se utiliza un espectrometro de masas Kratos MS80-RFA. El bombardeo se realiza con
xendn a un voltaje acelerador de 4 KV. En ambos casos, siempre se ha registrado el
espectro en modo positivo.

2.3.5.1.2. Electrospray.

Uno de los objetivos de la Espectrometria de Masas es conseguir ionizar sin
fragmentar moléculas polares termolabiles, de alto peso molecular, y luego separarlas en
un espectrometro de masas con un alto rango de masas dotado con un detector adecuado,
y que posea la sensibilidad y precisién suficientes para una adecuada determinacion de las
masas moleculares. La bisqueda de nuevas formas de ionizacién més suaves llevaron al
desarrollo de técnicas como Electrospray (ES) y Matrix Assisted Lasser Desorption
lonisation (MALDI), que han permitido la obtencién de espectros de masas de especies
de elevado peso molecular, tales como proteinas u oligosacaridos.®

La técnica de ionizacién por electrospray, ES o ESI (Electrospray ionisation)
también puede llamarse electronebulizacién o electropulverizacion; es una técnica de
Ionizacién a Presién Atmosférica (API) que permite detectar masas de hasta unos
200.000 Da con buena sensibilidad.

El proceso de ionizacién por electrospray® puede dividirse en tres etapas: 1)
generacion de un spray que contiene gotas altamente cargadas; 2) Disminucién del
tamafio de la gota y 3) Formacién de iones del analito en fase gaseosa.”*®

El analito, que normalmente se encuentra disuelto en una mezcla de agua con un
disolvente orgénico (metanol o acetonitrilo), se hace pasar a través de un capilar hacia la
fuente de ionizacién con un flujo que puede oscilar entre 1 y 10 ul /min. La aplicacion de
un campo eléctrico intenso, normalmente de unos cuantos KV, a la salida del capilar,
provoca la formacién de un aerosol con gotas altamente cargadas de 1-2 um de didmetro
(cono de Taylor), la generacion de estas gotas puede facilitarse por aplicaciéon de un gas
nebulizador coaxialmente al capilar. Las gotas altamente cargadas formadas deben pasar
a traves de un gradiente de presién y potencial en su camino al analizador de masas al
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encontrarse la fuente de ionizacién a presion atmosférica Un esquema de una fuentes de
electrospray se muestra en la Figura 2.17.

Capilar
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de masas
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atmosférica i . "
iy Potencial

Figura 2.17. Representacion esquematica de una fuente de electrospray

Se han postulado dos mecanismos para la formacién del ion de analito a partir de
las gotas cargadas. El primero propone que las gotas se reducen de tamaifio por la
evaporacion de disolvente (ayudado por calor o por un gas de desolvatacion) y/o por
rotura de las mismas debido al aumento de la densidad de carga en la gota al disminuir de
tamafio (explosion de Coulomb). El resultado de sucesivas evaporaciones y roturas, €s
una serie de iones de carga multiple o simple.

El segundo mecanismo propuesto (modelo de ion evaporacién) basado en los
trabajos de Iribarne y Thompson,” considera que el ion de analito es “expulsado” de la
gota cuando ésta es muy pequefia debido a fuerzas de repulsién entre la carga de ion y
otras cargas dentro de la gota, siendo el resultado iones con carga multiple o simple.

La Figura 2.18 muestra la formacion de los iones en una fuente de electrospray.

—®® S > [M+nH]™
Evaporacmn Explosién @ & Fonnamqr} i6n por
del disolvente de Coulomb @ evaporaciér/ fision

de las gotas o por
i6n evaporacion

Figura 2.18. Formacion de iones en fuente de electrospray.
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Una vez que los iones entran en la zona de interfase del espectrometro de masas,
la energia de deposicién puede incrementarse por aplicacién de un alto cono de voltaje
para reducir la cantidad de iones con carga multiple con respecto a iones monovalentes o
para promover la fragmentacion,

La optimizacién del proceso de electrospray y la necesidad de acoplarlo a
sistemas modernos que permiten el analisis de moléculas en continuo, tales como,
sistemas cromatograficos (nano-HPLC, etc.) ha permitido el desarrollo de la técnica
nanoElectrospray. Con esta técnica se emplean volumenes de analito inferiores a 1 pL a
trav€s de un capilar de didmetro 1-2 pum, con un flujo muy bajo que oscila de 20-30
nl/min. Este flujo tan bajo permite un didmetro de gota inferior a 200 nm; este diametro
de gota inicial tan pequefio provoca que todas las moléculas de analito sean pulverizadas
hacia el espectrémetro de masas sin ayuda del gas nebulizador.

Con la miniaturizacion del sistema de spray, se mejora la evaporacién, ionizacién
y eficiencia en la transferencia de iones hacia el analizador de masas con respecto a la
fuente de ES convencional. La desolvatacion se incrementa al formarse gotas mas
pequefias y la eficiencia en la ionizacién es més alta porque la relacion carga-volumen es
mucho mayor que en las fuentes convencionales de ES. Ademas, fracciones mucho méas
grandes de iones se transfieren hacia el sistema de vacio dado que las gotas se evaporan
mas rapido y el capilar se encuentra localizado a una distancia de la interfase mucho
menor (1-2 nm).

El desarrollo en muchos espectrometros de masas de la fuente de electrospray
ortogonal (Z-ES) ha hecho que esta técnica de ionizacion se pueda aplicar al andlisis de
analitos en tampones y otras matrices complejas. Los iones se extraen ortogonalmente al
spray en la rendija del cono de muestra dejando que las grandes gotas, materiales no
volatiles y otros compuestos no neutros se eliminen y no pasen hacia el analizador de
masas (Figura 2.19).
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Figura 2.19. Representacion esquematica de una fuente Z-ES

La ionizaciéon por electrospray, al realizarse a presion y temperatura
practicamente ambientales, es extremadamente suave, consiguiendo iones quasi-
moleculares intactos y evitando la rotura de enlaces de tipo covalente por muy débiles
que sean. Otra cualidad de la ionizacién ES es que la formacion de aductos es minima.

Por dltimo, dado que la ionizacién por electropray produce una enorme
abundancia de iones con carga multiple, la técnica permite determinar masas moleculares
de moléculas muy grandes (iones de masas muy elevadas aparecen en el espectro a
valores m/z mucho mas bajos) como por ejemplo proteinas.

Aplicacion de las muestras e instrumentacion

Las muestras se disuelven en una disolucién de acetonitrilo: agua: acido formico
(50:50:0,1). La disolucién se introduce en la fuente de electrospray a través de un capilar
de silice con un flujo de 1 ul/min. Se aplica una diferencia de potencial al final del capilar
de 3500 V, con una temperatura de 80 °C. Se utiliza un espectrometro de masas
Micromass Q-TOF, equipado con dos analizadores en tdndem en disposicion ortogonal
(cuadrupolo y tiempo de vuelo). La fuente tiene geometria ortogonal (Z-ES).
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2.3.5.1.3.  MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation).

La “desorcién/ionizacion con laser asistida por matriz” (MALDI) es una técnica
de ionizacién suave en la que la muestra (cocristalizada con una matriz apropiada) es
ionizada mediante la accién de un laser. La matriz absorbe energia del pulso laser y la
transfiere a la muestra, la cual se libera e ioniza. Puede aplicarse en moléculas orgéanicas
complejas de peso molecular entre unos miles y varios cientos de miles de Daltons.*

Al analizador
Tof

Pulso laser

Figura 2.20. Esquema de ionizacién MALDIL.

Se emplea un laser a una longitud de onda adecuada para conseguir la excitacion
electrénica o vibracional de la molécula que se analiza (ultravioleta lejano o infrarrojo
cercano, respectivamente), ademas el pulso laser debe ser de muy corta duracién (1 a 100
ns) para evitar la descomposicién térmica. La matriz elegida debe absorber a esa longitud
de onda, aunque no es necesario que la muestra tenga un maximo de absorcién en dicho
intervalo, ya que es la matriz la que absorbe la energia y la transmite a las moléculas de
analito. Por tanto, la muestra debe previamente dispersarse de forma homogénea en la
matriz, que puede ser sdlida o liquida; de este modo, cada molécula de muestra quedara
rodeada de un gran nimero de moléculas de matriz, con lo que se evita, por un lado, la
asociacion de moléculas de analito que daria lugar a la formacién de complejos de muy
alto peso molecular, dificiles de liberar y analizar. Por otra parte, la matriz absorbe el
exceso de energia, de modo que el proceso de ionizacién es extremadamente suave. En el
proceso de conversion de las moléculas neutras de analito en especies cargadas o iones
(generalmente protonados), la matriz juega un papel fundamental al ceder protones a la
muestra.



Meétodos Generales 51

El analizador que se utiliza con este tipo de ionizacion es el de tiempo de vuelo
(TOF) que al tener también caréacter pulsante puede sincronizarse con el laser excitador.
La técnica instrumental se denomina MALDI-TOF. Existen dos tipos de espectrometros
de masas MALDI-TOF, uno con Optica lineal, y otro con optica reflectora para
compensar el efecto de la dispersion de energias y conseguir mayor resolucion

La técnica MALDI se utiliza en el analisis de proteinas, glicoproteinas,
oligosacaridos, etc. También puede emplearse en el andlisis de mezclas complejas de
péptidos o proteinas

Aplicacion de las muestras e Instrumentacion.

En los experimentos MALDI-TOF se utiliza un espectrometro de masas
Micromass TOFSpec equipado con un laser de nitrogeno de 337 nm. Como patrén
externo para la calibracion se utiliza una mezcla de oligosacéridos de maltosa. Se usa
como matriz acido 2,5-dihidroxibenzéico (DHB). La muestra se disuelve en agua (10
pg/ul) y esta disolucion (2ul) se mezcla con una disolucién en acetonitrilo:agua (1:1) de
DHB (15 mg/ml)(2 pl). De esta nueva mezcla se toman 2 pl y se depositan sobre la diana.
Finalmente, se afiade 1 pl de etanol absoluto sobre la muestra, se deja secar y se introduce
en el espectrometro de masas.

En los experimentos MALDI Q-o-TOF se utiliza un espectrometro de masas
Applied Biosystems QSTAR con configuracién tandem cuadrupolo-tiempo de vuelo en
disposicién ortogonal (Q-0-TOF) equipado con un laser de nitrégeno a 337 nm.. Se usa
como matriz el 4cido a-hidroxicindmico (c-ciano), disuelto en una disolucion de
acetonitrilo:agua:acido trifluoroacético (50:50:0,1). La muestra se disuelve en una
disolucién de acetonitrilo:agua:acido férmico (50:50:0,1) (10 pg/ul). La disolucion
resultante (1 pl) se mezcla con la matriz (1 pl). De esta nueva mezcla se toman 1 ply se
deposita sobre la diana. Se deja secar y se introduce en ¢l espectrémetro de masas. Como
patrén externo para la calibracién se utiliza una mezcla de maltooligosacaridos. En los
experimentos tdndem se emplea el nitrogeno como gas de colision.

2.3.5.2. Analizadores de masas.

Una vez que los iones se forman en la fuente de ionizacién es necesario
separarlos, y esta separacion se realiza en funci6n de su relacion m/z. El analizador es la
parte esencial de un espectrometro de masas y de la que dependen en mayor grado las
caracteristicas mas importantes del sistema, tales como la resolucién, la sensibilidad, el
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rango de masas, la capacidad para la medida exacta de masas, la posibilidad de estudios
cinéticos y de iones metastables, etc.

De la misma manera que existen diferentes fuentes de ionizacién, también se han
desarrollado diferentes tipos de analizadores. Los iones pueden ser separados en funcion
de su comportamiento en campos magnéticos, eléctricos, de radiofrecuencia o por la
medida del tiempo de desplazamiento de los iones a los largo de una distancia, etc. Los
analizadores mas empleados son los magnéticos para alta resolucion y altas prestaciones,
y los cuadrupolares para trabajos de rutina en baja resolucion.

2.3.5.2.1. Analizador magnético.
Los iones cargados generados en la fuente de ionizacién son acelerados mediante

un potencial eléctrico y al pasar a través de un campo magnético varian su trayectoria en
funcién de su relacion m/z segun la ecuacidn:

B’R?
2V

»m/z=

Para un valor dado del campo magnético B y del potencial de aceleracién V, solo
los iones de un valor determinado de m/z seguiran las trayectorias curvas de radio R, y se
enfocardn en un punto al final del campo magnético (detector). Los iones que tengan
valores de m/z superiores e inferiores serdn desviados en su trayectoria.*

Los sistemas magnéticos consiguen una alta transmisién iénica y por tanto una
elevada sensibilidad, acelerando los iones producidos en la fuente i6nica mediante
campos eléctricos con un voltaje de aceleraciéon V, que suele ser de varios miles de
voltios (4-10 KV). La energia cinética adquirida por los iones (zV) hace que éstos
atraviesen las zonas libres de campo a gran velocidad, por lo que la eficacia en la
transmisioén es muy elevada.

El instrumento béasico que analiza los iones formados en la fuente de ionizacién
usando un campo magnético se denomina espectrémetro de masas de simple enfoque.
Para mejorar los problemas de resolucién, en la actualidad se utilizan espectrometros de
doble enfoque, que consiste en colocar, antes o después del analizador de campo
magnético, un segundo analizador de tipo electrostatico. Cada geometria, convencional
(EB) o inversa (BE), tiene sus ventajas, por lo que también se han desarrollado
geometrias de triple sector (EBE) que permiten reunir en un solo equipo las virtudes de
ambas. En la Figura 2.21 se muestra un esquema de un analizador magnético.
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Figura 2.21. Esquema de un analizador magnético de simple enfoque ()
y doble enfoque con geometria convencional (EB) (II).

2.3.5.2.2. Analizador cuadrupolar.

El analizador cuadrupolar, filtro de masas cuadrupolar o, denominado
simplemente, cuadrupolo, estd formado por cuatro barras (polos) de seccion cilindrica o
hiperbélica, alineadas paralelamente entre si, y equidistantes a una distancia r, de un eje
central imaginario. Mediante la aplicacién a cada pareja de barras opuestas de voltajes
variables de corriente continua (DC) y de radiofrecuencia (RF) superpuestos, se consigue
que s6lo determinados iones pasen por el tinel formado por los cuatro polos, siguiendo
las trayectorias oscilantes estables que les conducen al detector, mientras que los demas
iones al ser inestables sus trayectorias, no alcanzan el detector, siendo desviados fuera del
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conjunto de barras. Variando convenientemente estos voltajes se puede enfocar de modo
sucesivo los diferentes iones presentes y asi obtener el espectro correspondiente. En la
Figura 2.22 se muestra un esquema de un analizador cuadrupolar.

Los analizadores cuadrupolares no emplean campos aceleradores de alta energia a
la salida de la fuente de ionizacion, ya que pueden provocar que muchos iones se pierdan
en trayectorias erraticas, para solucionar este problema se emplea un filtro cuadrupolar
complementario (prefiltro) entre la fuente y el analizador y se utiliza sélo con
radiofrecuencia. Esto hace que los iones que abandonan la fuente se encuentren con un
filtro de méaxima transmision en un amplio rango de masas, que les conduce directamente
al analizador, lo que aumenta considerablemente la transmisién y la sensibilidad del
sistema. De igual forma, se puede emplear postfiltros entre el analizador y el detector.

V{t)=-V - Vgpcoswt

V(t)= +VptVipcoswt

Detector

Analizador

ionizacién

Figura 2.22. Esquema del analizador cuadrupolar.

El analizador de cuadrupolo es uno de los més extendidos hoy en dia. A su bajo
costo y su relativa sencillez, se une una alta tolerancia a vacios relativamente pobres y un
rango de masas que, en el mejor de los casos, llega hasta unos 4000 Da que lo hace muy
adecuado para ser acoplado a interfases de cualquier tipo, incluida la ES, en el analisis de
proteinas y biomoléculas. Por otra parte, las desventajas mas importantes que presentan
provienen principalmente de su limitado poder de resoluciéon (los cuadrupolos
normalmente s6lo son capaces de obtener resolucién unidad) y su baja transmision a
masas altas.



Meétodos Generales 55

2.3.5.2.3.  Analizador de tiempo de vuelo (TOF).

El analizador de tiempo de vuelo es uno de los mas antiguos analizadores de la
Espectrometria de Masas. Su utilizacién estuvo restringida durante mucho tiempo a
aplicaciones especiales, actualmente se aplica al estudio de biomoléculas: desde azucares
de menos de 1000 Da de peso molecular hasta proteinas de mas de 300 kDa. Este
analizador posee un rango de masas ilimitado y es capaz de detectar todos los iones
formados en la fuente, lo que implica gran sensibilidad pero presenta una baja resolucién.

Cuando la muestra es ionizada en la fuente de ionizaciéon (por impacto
electrdnico, desorcién ldser, etc.), los iones formados se retienen en la fuente por medio
de un potencial de retardo de igual signo al de la carga de los iones para evitar que éstos
puedan salir de la fuente dispersos en el tiempo.Una vez conseguida la ionizacidén, y
confinados los iones en el recinto de la fuente, se aplica un voltaje de extraccion, con lo
que se consigue que todos los iones salgan de la fuente de modo simultaneo. Pasan a
continuacién por un campo electrostatico acelerador con un voltaje V, adquiriendo una
elevada energia cinética que les impulsa en la direccion del tubo de vuelo, o analizador,
hacia el detector. Los iones de mayor m/z volaran mas lentamente que los de menor m/z.
El resultado es que los iones mas pequefios llegan primero al detector, y seguidos en el
tiempo, y de modo sucesivo, por los de mayor tamafio (suponiendo a todos de carga
unitaria). El tiempo empleado en recorrer la longitud del tubo de vuelo seré proporcional
a la masa, o relacion masa/carga, de los iones. El sistema de deteccion serd capaz de
distinguir las diferentes masas ionicas (cuanto mas largo sea el tubo de vuelo), y cuanto
menor sea la dispersion en energias de los iones formados en la fuente. En la Figura 2.23
se muestra un esquema de un analizador de tiempo de vuelo.

Una de las limitaciones de los analizadores TOF es la resolucién, para mejorarla
habria que aumentar la longitud del tubo de vuelo de tal modo que no haria practica su
construccioén, debido al alto costo, enormes dimensiones resultantes y dificultades con el
vacio. Se sabe, que los iones pueden formarse en diferentes regiones en la fuente de
ionizacidn, por lo que iones de igual masa/carga al ser acelerados a la salida de la fuente
pueden adquirir diferente energia cinética y por tanto alcanzar el detector con ligeras
diferencias. Esta dispersion de energias producidas en la fuente de ionizaciéon es la
causante del ensanchamiento de los picos espectrales. Se ha disefiado un dispositivo para
compensar esta dispersion, denominado “Reflectron”. Situado al final del tubo de vuelo,
frena y devuelve los iones hacia el detector mediante la aplicacién de campos
electrostaticos progresivos. Por ejemplo, de dos iones de igual masa y diferente energia
cinética, el mas rapido penetra algo més que el ion de menor energia. De esta forma se
reenfoca los iones sobre el detector,
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Figura 2.23. Esquema de un analizador tiempo de vuelo (TOF).

2.3.5.3. Espectrometria de Masas en tindem. Disociacion Inducida por
colision (CID).

Los sistemas MS/MS (Mass Spectrometry/Mass Spectrometry) o MS*, MS®...
MS" consisten en diferentes configuraciones de espectrometros de masas mas o menos
complejas capaces de ejecutar diferentes técnicas para el estudio de iones metastables,
mediante las cuales se puede aislar un ion de interés en una primera etapa, y
posteriormente analizar su relacién con otros iones producidos por el analito. Pueden
formarse utilizando diferentes combinaciones de analizadores (eléctricos, magnéticos,
cuadrupolares, de tiempo de vuelo, etc.), y cada uno presenta sus ventajas e
inconvenientes. La realizacién de sistemas hibridos o tiandem tiene como objetivo
explotar las cualidades de cada uno de estos tipos de analizadores, evitando sus
inconvenientes, mediante la utilizaciéon combinada de varios de ellos en un mismo
espectrémetro de masas.

Los espectrometros de masas en tAindem se utilizan de forma generalizada en el
analisis de estructuras, ya que mediante ellos, y en combinaciones adecuadas, se pueden
hacer experimentos de fragmentacién inducida en iones obtenidos por técnicas de
ionizacién blandas como Electrospray o MALDI, de esta forma se puede conseguir
informacién de secuencias en biopolimeros, asi como estudios de estructuras idnicas,
procesos de ionizacion y energias de relajacion. Los sistemas tandem también se pueden
emplear en el estudio de mezclas y trazas mediante la identificacién, aislamiento y
cuantificacién de compuestos minoritarios en mezclas complejas.

La fragmentacién o descomposicién de iones que normalmente ocurre dentro de
los analizadores de masas no suele ser detectada. Sin embargo, iones-fragmento que son
producidos en las regiones entre los analizadores de masas si son transmitidos y
detectados. Para generar un espectro de masas de un ion seleccionado especificamente



Meétodos Generales 57

(llamado “ion precursor”) se emplea la técnica CID (Collision Induced Dissociation 0
Disociacién Inducida por Colisién) que induce la fragmentacion en vuelo del analito por
colisién con particulas. La colisién se lleva a cabo mediante la utilizacion de una pequefia
célula o camara en la que se introduce un gas a una cierta presion (normalmente Ar o Xe),
por la que deben pasar los iones en su trayectoria.

Los métodos de descomposicién inducida permiten generar iones metastables,
permitiendo su estudio incluso en conjuncién con técnicas de ionizacidén blandas, como
ES, etc. Estas técnicas proporcionan un exceso de energia practicamente nulo en el
proceso de ionizacion, por lo que producen poca o nula fragmentacién y, virtualmente, no
dan origen a iones metaestables. La técnica de CID se realiza en un espectrometro de
masas con configuracioén en tAndem.

La Figura 2.24, representa un espectrémetro de masas tandem cuadrupolo-tiempo
de vuelo, dispuestos en geometria ortogonal. La celda de colisién se encuentra situada
entre los dos analizadores y suele ser normalmente un hexapolo.

l Detector

Fuente
de 13 | Hexapolo |: .. ................ -
Tonizacién

Analizador Celda
de de
Cuadruplo Colisién L

Reﬂectron\ = =

N B |

&= | ]

B [ ]

B B

EEmmn

Analizador TOF

Figura 2.24. Representacién esquematica de un espectrometro de masas Q-o-TOF.
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2.3.5.4. Analisis estructural de oligosacdridos.

El empleo de la Espectrometria de Masas para el estudio de oligosacaridos
proporciona una amplia informacién estructural de los mismos. Permite identificar la
composicion, la secuencia, la presencia o no de determinados sustituyentes de diferente
naturaleza, e incluso establecer su posicion dentro de la molécula.

Si bien, la Espectrometria de Masas es una técnica analitica en la que sélo
podemos obtener la relacion m/z, en oligosacaridos de composicién conocida este dato es
de gran ayuda. El peso molecular de un oligosacarido es indicativo del numero y
naturaleza de los monosacaridos constituyentes, asi como de algunos de los sustituyentes
presentes en dicho oligosacarido. Ademas, dependiendo de la técnica empleada, en un
espectro de masas no sélo dispondremos del ion molecular perteneciente al oligosacarido
en estudio, sino que obtendremos una serie de iones-fragmento procedentes de roturas
preferentes dentro del analito. En el caso de los oligosacaridos, el enlace més débil y que
por tanto, fAcilmente se rompe es el enlace glicosidico.

Siguiendo la nomenclatura de Domon y Costello,”" los iones-fragmento que
resultan de la rotura directa de los enlaces glicosidicos y que contienen el terminal no
reductor del oligosacarido se denominan B, o “iones oxonios”.

Los iones-fragmento que resultan de la transferencia de un hidrégeno desde la
parte que contiene el terminal no reductor hacia la parte cargada que contiene el terminal
reductor del oligosacérido, se denominan Y, (Figura 2.25).

Carga®
Ys Y,
. OH o OH o OH o
HO OHoO O HO
OH OH OH OH
By B, B;

Figura 2.25. Fragmentos B, e Y, en un trisacarido.

Los iones C, y Z, también son el resultado de la rotura del enlace glicosidico
(Figura 2.26), aunque se producen con menor frecuencia. Al contrario que en el caso
anterior, el oxigeno del enlace glicosidico queda del lado del terminal no reductor. Asi, C,
contiene el terminal no reductor y Z, es el complementario. (El subindice n se refiere al
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nimero del enlace glicésidico contando a partir del terminal no reductor para el caso de

los iones-fragmento tipo B y C, o bien, a partir del terminal reductor para los iones-
fragmento tipo Y y Z).

Carga®

Z, V4 ]
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HO OlHo OfHo
OH OH on~’ OH
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Figura 2.26. Fragmentos C, y Z, en un trisacérido.

Se pueden encontrar otros iones-fragmento dentro del espectro de masas que
proceden de rotura doble o multiple de los enlaces glicosidicos dentro del oligosacarido.
Asi, tenemos los iones-fragmentos B,Y, que proceden de la combinacién de B, ¢ Y,
(Figura 2.27).
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Figura 2.27. Ejemplos de fragmentos B, Y, en un trisacarido.

No todos los iones-fragmento proceden de roturas simples o dobles de los
enlaces glicosidicos, también se pueden dar roturas dentro del propio anillo de azucar y
pueden ocurrir en enlaces C-C o C-O. Se denominan A, y "X, (I y m indican los
enlaces que se rompen). Estos iones se muestran en la Figura 2.28.
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Figura 2.28. Fragmentos ™A, y “™X, en un trisacérido.

2.3.6. Resonancia Magnética Nuclear.

La resonancia magnética nuclear posee una serie de caracteristicas que hacen a
esta técnica especialmente importante en el estudio estructural de oligo- y polisacéridos.

La aplicaciéon de la resonancia magnética nuclear (RMN) permite, en
determinados casos, obtener la secuencia completa de la cadena de un oligo- un
polisacarido, siendo la herramienta esencial en la determinacién de estructuras. Existe un
gran numero de técnicas, algunas de la cuales han sido aplicadas en esta tesis:

2.3.6.1. Espectro monodimensional de 'H-RMN.

El espectro monodimensional proporciona los datos de los desplazamientos
quimicos y las constantes de acoplamientos de los monosacaridos que componen el oligo-
0 polisacarido. Los protones anoméricos tienen una zona de resonancia caracteristica
normalmente separada de la del resto de los protones de la molécula, por lo que se puede
determinar el nimero de monosacaridos diferentes (o iguales, pero con entornos distintos)
que posee el oligosacarido y la estereoquimica de los enlaces glicosidicos (o o [3).
Asimismo, puede revelar la presencia de sustituyentes o grupos adicionales, como
acetilos, metilos o desoxiazicares.

2.3.6.2. Experimentos de excitacion selectiva.
En los experimentos 1D-TOCSY (descritos en el apartado 2.3.6.4) y 1D-NOESY

(apartado 2.3.6.5) es necesaria la excitacidn de una tnica sefial o de un pequefio conjunto
de sefiales en el espectro de RMN. La secuencia de pulsos DANTE-Z” (Delays
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alternating with nutation for tailored excitation) consiste en una serie de pulsos cortos
separados por un pequeflo tiempo de espera (aproximadamente 1 ms). Se consigue la
excitacidn selectiva de aquellas sefiales que estan en resonancia con este tren de pulsos.

De la misma forma, la secuencia de pulsos BURP” (Band selective uniform
response pure phase) permite seleccionar zonas del espectro de RMN, y se utiliza, por
ejemplo, en el experimento DBF-COSY (apartado 2.3.6.3)

2.3.6.3. Experimentos COSY (Correlated spectroscopy).

La secuencia de pulsos COSY genera un espectro bidimensional en el que cada
sefial de protdn se correlaciona con las sefiales de los protones acoplados escalarmente al
primero. Existen distintas variaciones de la técnica fundamental de COSY. Entre ellas:

+ COSY convencional: Las seiiales de cruce que proporciona esta técnica
relacionan dos resonancias de proton directamente acoplados (acoplamientos
activos).

+ COSY sensible a la fase: Discrimina entre acoplamientos activos, que son los
que generan las sefiales de cruce, y acoplamientos pasivos. Estos ultimos se
muestran en las sefiales de cruce pero no son responsables de la aparicion de
éstas (por ejemplo, en la sefial de cruce para dos protones A y M, los
acoplamientos pasivos serian los acoplamientos con otros protones distintos
de A y M). Gracias a esto, es posible medir directamente constantes de
acoplamiento en los picos de cruce, aunque existen otros experimentos
especialmente disefiados con este fin, por ejemplo E-COSY.

+ DQF-COSY (double-quantum filtered correltated spectroscopy):” No
produce sefiales tan anchas como el COSY convencional y reduce o elimina
las de los singuletes, mucho mads intensos que las sefiales de cruce proximas a
la diagonal principal.

+ COSY 45: El segundo pulso en el experimento COSY es de 45° en lugar de
90°, con lo que se consigue que las intensidades de las sefiales de
autocorrelacion (las sefiales de cruce dentro de un multiplete) disminuyan.
También se afina la diagonal pincipal, lo que permite observar mas
facilmente las sefiales proximas a ésta.
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+ DBF-COSY (2D homonuclear proton double-band filtered selectiv correlated
spectroscopy):”® En este experimento se selecciona una zona del espectro y se
obtiene el espectro COSY de dicha zona, sin que interfieran las sefiales no
solecionadas. De este modo, en la adquisicion de este COSY parcial se utiliza
la misma cantidad de memoria que la empleada en la adquisicion de todo el
espectro, con lo que se consiguen espectros COSY de alta resolucién. La
seleccién de las zonas en el espectro de 'H-RMN se realiza mediantes pulsos
BURP.”

2.3.6.4. Experimento TOCSY (Total Correlation Spectroscopy).

En el experimento COSY, se obtienen sefiales de cruce sbélo entre espines
directamente acoplados unos con otros. Sin embargo, en esta técnica la magnetizacion se
transfiere a lo largo del sistema de acoplamiento, produciendo en €l espectro sefiales de
cruce procedentes de un sistema de espin completo.” Este experimento es muy util en el
estudio de oligosacaridos o péptidos, ya que permite identificar las sefiales de cada
residuo.

La versién monodimensional de este experimento permite obtener los espectros
"H-RMN editados de los diferentes sistemas de espin.

La interpretacion del espectro debe realizarse con la ayuda de un COSY,
convencional, que facilita las asignaciones.

2.3.6.5. NOE y 2D-NOESY.

El efecto NOE (nuclear Overhauser enhancement) se define como una variaciéon
de la intensidad de una sefial como consecuencia de la relajacién de espines proximos
espacialmente, generalmente protones.”” Depende del tamafio y la movilidad de la
molécula, ademas de la temperatura. En el caso de moléculas pequefias (monosacaridos)
€l NOE (cambio en la intensidad) suele ser positivo. Al aumentar el tamafio molecular, el
NOE disminuye (menos positivo) y pasa a ser negativo para moléculas mayores como es
el caso de los polisacaridos. Para moléculas de tamafio medio, como pueden ser tri- o
tetrasacaridos, puede llegar a ser nulo.

El experimento 2D-NOESY” es bidimensional y de las sefiales de cruce se
obtiene la misma informacién que el NOE: indican la proximidad espacial de los nucleos
implicados.
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El experimento 2D-ROESY” es también bidimensional y se usa cuando las
moléculas son de un tamafio intermedio, que dan sefiales NOE débiles o incluso nulas. En
este experimento, todos los NOE son positivos.

2.3.6.6. Espectro monodimensional de C.

El espectro de “C-RMN proporciona informacién sobre los desplazamientos
quimicos de los carbonos de un oligo- o polisacarido. Dichos desplazamientos quimicos
tienen un valor que se mantiene aproximadamente constante comparando monosacaridos
aislados y monosacéaridos constituyentes de oligo- y polisacaridos. Sin embargo, los
desplazamientos quimicos de las sefiales de carbonos involucrados en los enlaces
glicosidicos si se modifican, aumentando entre 5 y 10 ppm en la mayoria de los casos.***'
Las sefiales de los carbonos adyacentes a los implicados en el enlace también sufren un
desplazamiento, aunque en menor extension y en sentido contrario, es decir, hacia campo
alto.

Por otro lado, las intensidades de las sefiales del espectro BC-RMN, adquirido
siguiendo una secuencia de pulsos estandar, se ven afectadas por los distintos tiempos de
relajacion de los carbonos; este efecto es especialmente importante en el caso de los
carbonos cuaternarios. La técnica Inverse gated 'H-decoupling permite la adquisicién de
espectros *C-RMN cuantitativos ya que suprime el efecto NOE responsable de la
alteracion de las intensidades. :

2.3.6.7. Correlacion heteronuclear 'H-"C.

La correlacién heteronuclear 'H-"C relaciona sefiales del espectro de protén con
las de C entre nucleos directamente unidos a través de la constante de acoplamiento
'Tuc. Si la deteccién es en *C se requiere una gran cantidad de muestra, por lo que se
suele recurrir a técnicas de deteccion inversa (deteccién en 'H), mucho més sensibles. En
esta tesis se ha utilizado la técnica HSQC ('H-detection mode hetero single-quantum
correlation)® ligeramente modificada de modo que la fase sea dependiente de la
multiplicidad.®

2.3.6.8. HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation).
El experimento anterior permite correlacionar 'H y C a través de la constante

. . . . 2 3
de acoplamiento 'Jyc. Para obtener correlaciones a mayor distancia, como “Jyc y “Juc, se
emplea una secuencia de pulsos llamada HMBC.*
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2.3.6.9. Instrumentacion.

Las muestras se disuelven en agua deuterada (99.95%) y se liofilizan varias veces
para eliminar las sefiales de los protones intercambiables (generalmente OH y NH). Los
espectros se registran en una disoluciéon 60-200 pl de DMSO-ds, conteniendo la méxima
cantidad de D,O (alrededor de un 8%), usando un espectrémetro Bruker AMX500
operado a 500,13 MHz (para 'H) y 125,75 MHz (para “C). Los desplazamientos
quimicos se dan en ppm, usando como referencia el multiplete de DMSO (2.49 ppm en el
caso de 'H y 39.5 ppm en el de (). La sefial DHO se elimina, en general, por la
presaturacién con un pulso de baja potencia (atenuacién del transmisor de 70 dB)
aproximadamente de 1,2 s.

El experimento DBF-COSY se realiza mediante la aplicacion de dos pulsos
BURP basados en el tren de pulsos DANTE-Z (n = 10, 1 = 50 us, 6 = 10°). Se usa una
matriz de datos de 512 x 1 K puntos para digitalizar un ancho espectral de 1500 Hz, y 64
barridos por incremento. El experimento DQF-COSY se realiza en el modo sensible a la
fase usando la secuencia de pulsos estdndar de Bruker. Se emplea una matriz de datos de
256 x 2 K puntos para digitalizar un ancho espectral de 4700 Hz, y se usan 96 barridos
por incremento con un tiempo de espera entre ellos de 2 s, y antes de la transformada de
Fourier, se emplea un llenado de ceros (zero filling) en F, para expandir los datos a
1K x 2K.

Los experimentos de correlacién heteronuclear a un enlace protdén-carbono se
efectuaron con deteccién en 'H (HSQC). Se utiliza una matriz de datos de 256 x 1 K para
digitalizar un ancho espectral en F2 y F1 de 3000 y 15000 Hz, respectivamente. El
numero de barridos por incremento es 64 y el tiempo de espera entre ellos de 1 s. El valor
en la demora de 3,4 ms en la secuencia de pulsos utilizada corresponde a un valor de 'J HC
de 150 Hz. El desacoplamiento de *C se consigue con una secuencia GARP. Se aplican
funciones cos’ x en ambas dimensiones y un llenado de ceros para expandir los datos a
512 x 1 Hz. Este experimento se ha modificado ligeramente, incorporando un bloque que
permite la deteccién de la multiplicidad.

Los experimentos monodimensionales de excitacion selectiva se llevan a cabo
mediante la aplicacién del tren de pulsos DANTE-Z (n = 300, T = 100 ps, 6 = 0,3°). A
este tren de pulsos también se le agrega una secuencia TOCSY (a diferentes tiempos de
mezcla isotrépicos) para dar los correspondientes subespectros 1D-TOCSY. Se acumulan
512 barridos. En el experimento 2D-TOCSY e emplea una matriz de datos de 256 x 2 K
puntos para digitalizar un ancho espectral de 5100 Hz, y se usan 8 barridos por
incremento con un tiempo de espera entre ellos de 2 s, antes de la transformada de
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Fourier, se emplea un llenado de ceros (zero filling) en F; para expandir los datos a
1K x 2K.

El experimento de absorcién pura 2D-NOESY se realiza con un tiempo de
mezcla de 300 ms. Se emplea una matriz de datos de 256 x 2 K puntos para digitalizar un
ancho espectral de 4700 Hz, y se usan 128 barridos por incremento con un tiempo de
espera entre ellos de 2 s antes de la transformada de Fourier, se emplea un llenado de
ceros (zero filling) en F1 para expandir los datos a 1K x 2K. El subespectro 1D-NOESY
se obtienen permitiendo la libre evolucién de la magnetizacion sobre un tiempo de mezcla
de 200 ms después de la seleccion.

El experimento HMBC se realiza siguiendo la secuencia estandar de Bruker, con
256 incrementos de 2048 puntos reales para digitalizar un ancho espectral de 3000 x
28000 Hz. Se adquieren 192 barridos por incremento, con un valor en la demora de 65 ms
para la evolucion de los acoplamientos J y ],
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3.1. ANALISIS ESTRUCTURAL DE LOS FACTORES DE NODULACION
AISLADOS DE Rhizobium giardinii bv, giardinii H152.

La judia comun (Phaseolus vulgaris) es la leguminosa mds importante en la
nutricion humana. Esta planta tiene la capacidad de formar nddulos con un amplio rango
de rizobios incluyendo cepas pertenecientes a diferentes géneros y especies, asi como con
cepas que aiin no han sido reconocidas como especies.” Los rizobios que nodulan judia
cultivada pertenecen, hasta este momento, a cinco especies de Rhizobium: R.
leguminosarum bv. phaseoli, R. etli, R. tropici, R. gallicum y R. giardinii.**® Esta Gltima
deberia ser subdivida en dos: R. giardinii bv. giardinii y R. giardinii bv. phaseoli.
Rhizobium giardinii fue aislada por primera vez en Francia® y est4 presente en suelos de
Europa, Africa® y China.”’ En este capitulo se describe la determinacién estructural de
los factores de nodulacién producidos por Rhizobium giardinii bv. giardinii H152.

3.1.1. Cultivo de bacterias y cromatografia en capa fina de los factores de
nodulacién.

3.1.1.1. Cultivo de bacterias.

El cultivo de Rhizobium giardinii bv. giardinii H152 se realiza en las condiciones
descritas en el apartado 2.1.1. Se emplea apigenina como flavonoide inductor para la
produccion de los factores de nodulacion.

3.1.1.2. Cromatografia en capa fina de los factores de nodulacion.

Los factores de nodulacidon se marcan con un isétopo radiactivo in vivo y se
analizan por cromatografia en capa fina usando el procedimiento descrito en el apartado
2.1.2. Se preparan dos cultivos marcados con 0,5 uCi de clorhidrato de "C-glucosamina,
uno inducido con apigenina (A) y otro sin inducir (B), que se depositan sobre la placa de
cromatografia. Se eluye con acetonitrilo:agua (1:1) y se revela tal como se indica en el
apartado 2.1.2.

La placa de c.c.f. realizada se muestra en la Figura 3.1. En el cultivo inducido con
apigenina (A) se detecta la presencia de factores de nodulaciéon al dar sefial positiva al
marcaje radiactivo con 14C-glucosamina. En el cultivo no inducido (B) no existe sefial
radiactiva positiva como cabria esperar, ya que no existe flavonoide en el cultivo que
induzca la produccién de factores de nodulacién.
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Figura 3.1. C.c.f del cultivo marcado radiactivamente con
“C_glucosamina inducido con apigenina (A) y no inducido

(B).
3.1.2. Aislamiento y purificacién de los factores de nodulacion.

Para la realizacion del estudio estructural de las moléculas-sefial producidas por
R. giardinii bv. giardinii H152 se necesitan 9 1 de cultivo crecido en medio B e inducido
con apigenina. Los factores de nodulacion se extraen del cultivo bacteriano con
n-butanol.*!

La fase butandlica se concentra a sequedad en un rotavapor a 50 °C y el residuo
resultante se suspende en una disolucion de acetonitrilo:agua 60% (45ml) dejandose en
agitacion durante 12 horas. La disolucién resultante se diluye con agua hasta 20% en
acetonitrilo y se purifica mediante extraccidén en fase solida segin lo indicado en el
apartado 2.2.2.1. Las fracciones correspondientes a la elucién con acetonitrilo al 20, 45 y
60 % se concentran y se liofilizan. La fraccién del 45%, que contiene mayoritariamente
los factores de nodulacién, se cromatografia por HPLC segun las condiciones descritas en
el apartado 2.2.2.2.

El cromatograma de HPLC de la fracciéon de purificada al 45 % se muestra en la
Figura 3.2.
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Figura 3.2. Cromatograma obtenido por HPLC de la fraccién purificada con
acetonitrilo al 45%. Se detallan las fracciones aisladas.

En total se aislan seis fracciones distribuidas en dos zonas de diferente polaridad.
Las cuatro primeras fracciones (F1-F4), mas polares, se eluyen con acetonitrilo al 30 %, y
las dos ultimas (F5 y F6), menos polares, con acetonitrilo al 40%.

Cada una de las fracciones aisladas se concentra y se liofiliza. Se obtienen las
siguientes cantidades:

Fraccion F1........... 1,4 mg Fraccion F4............ 1,9 mg
Fraccion F2........... 1,2 mg Fraccion F5............. 700ug

Fraccion F3........... 3,5 mg Fraccion F6............... 1 mg
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3.1.3. Analisis de azicares.

El analisis de los azlicares que componen los factores de nodulacién procedentes
de R. giardinii bv. giardinii H152 se realiza a través de la formacién de los
O-trimetilsililderivados de los metil glicésidos, tal y como se describe en el apartado
2.3.1.1. Los derivados se analizan por CGL-EM segun la instrumentacién y condiciones
cromatograficas descritas en el apartado 2.3.1.3.

El cromatograma y el espectro de masas del pico cromatografico (tg = 8:55 min)
que se obtienen para la fraccion F3 se muestran en las Figuras 3.3 y 3.4.

GlcNAc
100% — 8:55

GicNAc

8:26 Ino
CW I

*
0% T I VA (N .
100 150 200 250 300 350 b0 450 sbo

347 440 533 627 7:20 813 9.06 9:59 10:52

Figura 3.3. CGL-EM de los O-trimetilsililderivados de los metil glicésidos procedentes de
la fraccién F3. Las sefiales marcadas con asterisco no corresponden a azicares. El acido
graso Cg. también fue identificado.
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Figura 3.4. Espectro de masas del pico a tg = 8:55 min correspondiente al
O-trimetilsililderivado del metil glicésido de la N-acetilglucosamina.

El analisis mediante CGL-EM de los O-trimetilsililderivados de los metil
glicdsidos que se obtienen para las diferentes fracciones aisladas, permite identificar en
todos los casos la presencia de N-acetilglucosamina como Unico azicar presente en cada
fraccidn, por comparacion con los datos obtenidos para monosacéridos patrones

3.1.4. Determinacion de la configuracién absoluta.

La determinacion de la configuracién absoluta del monosacarido componente de
los lipoquitinoligosacaridos procedentes de R. giardinii bv. giardinii H152 se realiza a
través de la formacion del (+)-2-butil 2,3,4,6-tetra-O-trimetilsililglicésido, tal y como se
describe en apartado 2.3.2.1. Los glicosidos se forman por reaccion de la muestra
problema (sometida previamente a metonélisis) con un alcohol dpticamente activo,
(+)-butan-2-ol, y con su alcohol racémico (¥)-butan-2-ol. Posteriormente, los glicésidos
resultantes se reacetilan y se analizan por CGL-EM segin la instrumentacién y
condiciones cromatograficas descritas en el apartado 2.3.2.2. En la Figura 3.5, se
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muestran los cromatogramas correspondientes a los O-trimetilsililderivados de los
(+)-2-butil glicésidos (I) y ()-2-butil glicosidos (IT).

11
D-GleNAc
9:41 D-GleNAc  L-GleNAc
9:41 9:50
T T T '[ T T T T
370 400 370 400
9:34 10:06 9:34 10:06

Figura 3.5. Cromatogramas de CGL-EM de los 2-butil 2 N-acetamido-2-
desoxi-3,4,5-tri-O-trimetilsililglucésidos de F3, obtenidos al tratar la
muestra con (+)-butan-2-ol (I) y (+)-butan-2-ol (II).

Cuando la fraccién F3 se trata con el alcohol dpticamente puro se obtiene un sélo
derivado, (+)-2-butil D-glicésido, mientras que si se trata con el racémico se obtienen dos
diastereoisdmeros, (+)-2-butil D-glicésido y (-)-2-butil D-glicésido; éste Gltimo es el
enantidomero del (+)-2-butil L-glicdsido y, por tanto, posee sus mismas propiedades
cromatograficas.

La comparacién de los tiempos de retencion de los derivados obtenidos, con los
producidos a partir de N-acetil-D-glucosamina patrén, permite determinar la
configuraciéon absoluta de la N-acetilglucosamina que compone los factores de
nodulacién de R. giardinii bv. giardinii H152. El monosacarido pertenece a la serie D, que
es el que se encuentra mayoritariamente en la naturaleza.

3.1.5. Estudio de los factores de nodulacién mediante Espectrometria de Masas.
El empleo de la Espectrometria de Masas en el estudio de los factores de

nodulacion producidos por R. giardinii bv. giardinii H152 resulta determinante a la hora
de abordar el andlisis estructural de estos oligosacaridos. Permite identificar la
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composicién, la secuencia, asi como la presencia de sustituyentes de diversa naturaleza e
inclusive establecer su posicién dentro de los mismos, como se detalla a continuacion.

Se emplean las siguientes técnicas en este estudio: LSIMS (Liguid Secondary
Ionisation Mass Spectrometry), FABMS (Fast Atom Bombardment Mass Spectrometry),
ES Q-0-TOF (Electrospray) y CID ES Q-0-TOF (Espectrometria de masas en tandem).
Los factores de nodulacién se analizan segun la instrumentacion y condiciones descritas
en el apartado 2.3.5.

3.1.5.1. Estudio por LSIMS y FAB.

Las seis fracciones aisladas por HPLC (F1-F6) se preparan para su andlisis por
LSIMS y/o FAB disolviéndolas en dimetilsulfoxido hasta una concentracién aproximada
de 10 pg/ul, tal y como se indica en el apartado 2.3.5.1.1. Se emplean dos matrices para
la realizacion de los espectros de masas; glicerol:alcohol m-nitrobencilico (1:1) y
tioglicerol (con Nal como aditivo). Los resultados son los siguientes:

Fraccion F1

El espectro de masas LSIMS de la fraccion F1 usando como matriz
glicerol:alcohol m-nitrobencilico (1:1) se muestra en la Figura 3.6. Contiene sefiales
correspondientes a los aductos de la molécula con sodio y con potasio a m/z 1453 y 1469,
que se asignan a [M-H+2Na]" y [M-H+Na+K]", respectivamente. Ademas, se identifican
otros iones que corresponden a iones-fragmento (tipo B,) procedentes del ion
pseudomolecular. Las sefiales encontradas se asignan de la siguiente forma: las sefiales a
m/z 1130 y 1146 corresponden al ion oxonic By mas Na y més K, respectivamente; las
sefiales a m/z 927 y 943 se asignan al ion-fragmento B; mas Na y mas K; las sefiales a m/z
724 y 740 corresponden al ion oxonio B, méas Na y mas K; y las seflales a m/z 499, 521 y
537 a B, y sus correspondientes aductos con Na y con K.

Una diferencia de masas de 221 Th se corresponde con la unidad de
N-acetilglucosamina que forma el terminal reductor del oligosacarido. Una diferencia de
203 Th de masas entre dos fragmentos B, implica un residuo de N-acetilglucosamina
interno. La presencia de sustituyentes en el oligosacérido se revela como diferencias en
estos valores (Figura 3.7).
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Figura 3.6. Espectro LSIMS de la fraccion F1. Se muestra esquema de fragmentacion,
indicandose la serie de iones B,

En el espectro de LSIMS registrado, ademas de los iones oxonios, se identifica
una sefial a m/z 1351 que se asigna a la pérdida de un grupo NaSO; (102 Th) a partir del
ion pseudomolecular (pérdida caracteristica de especies sulfatadas).”” Por tanto, este
factor de nodulacién contiene en su estructura un grupo sulfato, situado probablemente en
el terminal reductor como se confirmara posteriormente. Por ultimo, la sefial a m/z 1333
se corresponde a la pérdida de NaSO; procedente del ion oxonio Bs.

OH o OH o OH o
Ho% Oho OHo
NHAc¢ NHAc NHAC OH
PM =203 PM =221

Figura 3.7, Trisacarido de N-acetilglucosamina
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Analizando estos resultados se puede proponer que el factor de nodulacion
presente en la fraccién F1 es un oligosacarido formado por cuatro unidades de
N-acetilglucosamina y una unidad de N-acilglucosamina como extremo no reductor (se
identifican en el espectro de masas cuatro iones oxonios consecutivos) y, dada la
diferencia de masas entre el ion pseudomolecular y el ion oxonio By, el grupo sulfato
identificado se localiza en el terminal reductor de la molécula.

Por otra parte, el valor impar de B; indica la presencia de un sustituyente
nitrogenado en el terminal no reductor del oligosacarido.” Se deduce que el factor de
nodulacion se encuentra sustituido por un grupo carbamoilo y un acido graso saturado de
20 atomos de carbono en el terminal no reductor.

Cuando el espectro de FAB o LSIMS se realiza con la matriz (tioglicerol con Nal
como aditivo) se observa principalmente los iones pseudomoleculares (no suele
detectarse fragmentacion en la molécula) y los aductos con tioglicerol (este tltimo caso
s6lo se da cuando el oligosacarido se encuentra N-acilado con un 4cido graso
insaturado).”>”® El espectro de FAB de esta fraccion (F1) realizado empleando esta
segunda matriz, no muestra picos que pudieran corresponder con aductos con tioglicerol.
Por tanto, se trata de un factor de nodulacién cuya estructura contiene un acido graso
saturado.

De estos resultados se puede proponer que la molécula sefial aislada en la
fraccién F1 es un lipooligosacarido formado por cuatro unidades de N-acetilglucosamina
y una unidad de glucosamina N-acilada por un acido graso saturado de veinte carbonos,
que forma el terminal no reductor del oligosacérido. Ademas, se encuentra sustituido por
un grupo carbamoilo en el terminal no reductor y por un grupo sulfato en el terminal
reductor. La estructura puede representarse por V (Cy, Cb, S), que es la nomenclatura
establecida por Roche et al." segtin la cual, el nimero romano representa el numero de
glucosaminas del oligosacérido y entre paréntesis se indica los sustituyentes presentes en
el factor de nodulacidn, comenzando por el 4cido graso. La estructura propuesta para el
factor de nodulacién presente en la fraccion F1 se muestra en la Figura 3.8:

..OH,C o OH o OH o OH o O... o
Cb
NH NHAc NHAc

, NHAcC NHAC
Cao0

Figura 3.8. Factor de nodulacién presente en la fraccién F1: V (Cyg, Cb, S).
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Fraccion F2

El espectro de masas LSIMS de F2 usando como matriz glicerol:alcohol
m-nitrobencilico (1:1) se muestra en la Figura 3.9. El espectro contiene seflales a m/z
1411, 1427, 1389 y 1367 correspondientes a [M-H+2Na]" y [M-H+Na+K]", [M+Na] y
[M+H]", respectivamente.

Al igual que la fraccion anterior, se observan los iones-fragmento B, procedentes
del ion pseudomolecular. Asi, se distinguen los picos de m/z: 1066, 1088 y 1104 (B,, B4
mas Na y mas K, respectivamente); 863, 885 y 901 (B3, B; mas Na y mas K,
respectivamente); 660, 682 y 698 (B,, B, mas Na y mas K, respectivamente); y 457, 479
y 495 (B, y sus correspondientes aductos con Na y con K).

100% 421 S0sNa .
Ch - GleNM GlcNA:_| GlcNA:—I GlcN/ic—I GlecNAc l1°09
[M-H+2Na]" = 1411
B,+Na 479 682 88? 1032 [M-H+Na+K]"= 1427
B +K 495 698 90 11 Nal =
" 660 863 1066 [MFNa]"=1389
B, 457

[M+H]" = 1367

0%~

Figura 3.9. Espectro LSIMS de la fraccién F2. Se muestra esquema de fragmentacion. Se
indica la serie de iones B,,.
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La pérdida de 102 Th, caracteristica del grupo NaSOj3, se aprecia en el pico a m/z
1309 [M+Na-NaSOs]". Por tanto, este factor de nodulaciéon también se encuentra
sulfatado. El esquema de fragmentacion que muestra es equivalente al del oligosacérido
presente en la fraccion F1.

Del valor de m/z del ion oxonio B; puede deducirse que el oligosacérido lleva un
grupo carbamoilo, un grupo N-metilo y un acido graso saturado de dieciséis 4tomos de
carbono en el terminal no reductor

El espectro de FAB llevado a cabo con la matriz de tioglicerol y Nal como
aditivo, no muestra picos correspondientes a aductos con tioglicerol, lo que confirma que
el acido graso es saturado.

De estos resultados se deduce que el componente de la fraccion F2 es un
lipooligosacarido de cuatro unidades de N-acetilglucosamina y una unidad de
glucosamina sustituida por un 4cido graso saturado de dieciséis atomos de carbono, un
grupo carbamoilo y un grupo N-metilo que forma el terminal no reductor del
oligosacarido. El terminal reductor se encuentra sustituido por un grupo sulfato. Su
estructura se resume como: V (Cyg.0, NMe, Cb, S) (Figura 3.10).

OH OH OH
o ..(.)OHZC o o o o 0.. o
e O'HO Oho Cho %0 OH [ SO;Na
NMe NHAc NHAC NHAC

, NHAC
C16:0

Figura 3.10. Factor de nodulacién presente en la fraccion F2: V (Cjg,0, NMe, Cb, S).

Fraccion F3

El espectro de masas LSIMS de la fraccién F3 se muestra en Figura 3.11 y
contiene sefiales correspondientes a [M-H+2Na]™ y [M-H+Na+K]" a m/z 1437 y 1453,
respectivamente. Se utiliza la matriz glicerol:alcohol m-nitrobencilico (1:1) .

Los iones-fragmento B, que se identifican son los siguientes: m/z 1114 y 1130
(Bs; mas Na y K); m/z 911 y 927 (B; més Na y mas K); m/z 708 y 724 (B, mas Na y mas
K) y m/z 483 (fragmento B;) y el par 505 y 521 (B; mas Na y mas K.)
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Figura 3.11. Espectro LSIMS de la fraccion F3. Se muestra el esquema de fragmentacion y
se indica la serie de iones B,,

La relacion m/z de B;, parece indicar que el terminal no reductor contiene un
grupo nitrogenado (carbamoilo), un 4acido graso monoinsaturado de dieciocho dtomos de
carbono y un grupo N-metilo. La pérdida de NaSO; (m/z 1335) indica que el factor de
nodulacién se encuentra sulfatado.

El espectro de FAB utilizando la matriz tioglicerol y Nal como aditivo, muestra
ademés del ion pseudomolecular [M-H+2Na]® a m/z 1437, otro a m/z 1545 que
corresponde al ion-aducto [M-H+2Na+Tiog]", lo que indica la presencia de un &cido
graso insaturado.

La molécula sefial de la fraccion F3 estd formada por cuatro unidades de
N-acetilglucosamina y una unidad de glucosamina que forma el terminal no reductor del
oligosacarido. El terminal reductor esta sustituido por un grupo sulfato y el no reductor
por un 4cido graso monoinsaturado de dieciocho dtomos de carbono, un grupo carbamoilo
y un grupo N-metilo. Su estructura se designa como: V (Cyz, NMe, Cb, S). La estructura
propuesta para este LCO se muestra en la Figura 3.12.
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Figura 3.12. Factor de nodulacion presente en la fraccion F3: V (Cyg.;, NMe, Cb, S).

Fraccion F4

El espectro de masas LSIMS de la fraccion F4 usando como matriz
glicerol:alcohol m-nitrobencilico (1:1) se muestra en Figura 3.13. Al igual que las
fracciones anteriores contiene sefiales correspondientes a los aductos de la molécula con
sodio y con potasio. Asi, las seflales a m/z 1439 y a m/z 1455 corresponden a
[M-H+2Na]" y a [M-H+Na+K]", respectivamente.

100%7 g2 SO3Na
Cb - GleN jolcNi—‘GlcN/:!GlcN/ic—IelcNAc 1337
180
+Na 507 710 913 1nie (M- H+2Na]: 1439
B ] 726 029 1132 [M-H+Na+K]'= 1455
B, 485 - - -
1439
875
913 1116
1‘ 1337
237
09— R s | -
900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 mz

Figura 3.13. Espectro LSIMS de la fraccion F4. Se muestra el esquema de fragmentacion,

indicando la serie de iones B,.
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La pérdida del grupo sulfato origina la sefial a m/z 1337. Se identifica la serie de
iones oxonios: m/z 1116 y 1132 (B, més Na y mas K); m/z 913 y 929 (B; mas Na y mas
K); m/z 710 y 726 (B, mas Na y mas K) y por ultimo a m/z 485 y 507 (B, y B; mas Na).

El espectro de FAB, que se registra empleando como matriz tioglicerol y Nal
como aditivo, no muestra ion-aducto con tioglicerol. Por tanto, este LCO se encuentra
acilado por un acido graso saturado.

De estos datos se deduce que la fraccion F4 contiene un lipooligosacarido
integrado por cuatro unidades de N-acetilglucosamina y una unidad de glucosamina
N-acilada por un 4cido graso saturado de dieciocho atomos de carbono que forma el
terminal no reductor del oligosacérido. El oligosacarido se encuentra sustituido por un
grupo sulfato en el terminal reductor y por un grupo N-metilo y un grupo carbamoilo en
el terminal no reductor. Le corresponde la nomenclatura: V (Cjg, NMe, Cb, S). La
estructura propuesta para el factor de nodulacién presente en la fraccién F4 se muestra en
la Figura 3.14:

OH OH OH
N .6OHZC o o o o 0.
o] O'Ho OHo %o OO OH? SO;Na
NMe NHAc NHAc

p NHAc NHAC
C18:0

Figura 3.14. Factor de nodulacién presente en la fraccion F4: V (Cig.9, NMe, Cb, S).

Fraccion F5

El espectro de masas de la fraccion F5 usando como matriz glicerol:alcohol
m-nitrobencilico (1:1) se muestra en la Figura 3.15. Las sefiales a m/z 1309 y a m/z 1325
corresponden a [M+Na]" y a [M+K]", respectivamente.

También podemos encontrar algunos de los iones fragmentos B,: m/z 1088 y
1104 (B, més Na y més K); m/z 885 y 901 (B; mas Na y més K) y por ultimo a m/z 457 y
479 (B, y B; mas Na).

A diferencia con las cuatro fracciones anteriores, en este espectro no se observa
pérdida de 102 Th procedente del ion pseudomolecular lo que parece indicar que este
oligosacarido no se encuentra sulfatado. El espectro de FAB registrado empleando como
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matriz tioglicerol y Nal como aditivo no muestra ion aducto con tioglicerol, por tanto,
esta molécula sefial se encuentra acilada por un 4cido graso saturado.
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57 Cb-GlcTTIMe GlecNAc - GleNAc § GleNAc § GIeNAc

413
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Figura 3.15. Espectro LSIMS de la fraccion F5. Se muestra el esquema de fragmentacion,
asi como la serie de iones B,.

Analizando los iones oxonios encontrados, se puede proponer que el factor de
nodulacion presente en la fraccion FS, corresponde a un oligosacarido formado por cuatro
unidades de N-acetilglucosamina y una unidad de glucosamina N-acilada por un 4cido
graso saturado de dieciséis carbonos, que forma el terminal no reductor del oligosacarido.
Esta unidad también se encuentra sustituida por un grupo carbamoilo y un grupo N-metilo
(Figura 3.16). Su estructura se designa como: V (Cis,9, NMe, Cb).

SOHC o S o o o o
0
Cb .'.QMOMOMOMOMOH
/NMe NHAC NHAc NHAc NHAC
C16:0

Figura 3.16. Factor de nodulacion presente en la fraccion F5: V (Cy4.0, NMe, Cb).
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Fraccion F6

El espectro de masas LSIMS de la fraccibn F6 usando como matriz:
glicerol:alcohol m-nitrobencilico (1:1) se muestra en Figura 3.17.

r? Cb - GlcT]JMi' GIcNAc - GlcN/ﬂ GlcNic—' GlcNAc
Cisy [M+Na]*= 1335

B,+Na - o1l 4y = 135
B+ K - o7 130 MK

B, 483 -

[

100%

1335

429

1292

T

| {
! H“ ‘ ‘ asg| 2132 i i

. ‘I‘m RIRIR ARy

i
1200 1300 mz

0% R ol i i
600 700 800 900 1000 1100
Figura 3.17. Espectro LSIMS de la fraccién F6. Se muestra el esquema de fragmentacion y

se indica la serie de iones B,.

Las sefiales a m/z 1335 y a m/z 1351 corresponden a [M+Na]" y a [M+K]",
respectivamente. Los iones oxonios que se observan son: m/z 1114 y 1130 (Byméas Na y
mas K); m/z 911 y 927 (B; més Na y mas K) y por ultimo m/z 483 que corresponde a B;.
Al igual que la fraccién anterior, no se observa pérdida de SO;Na.

Cuando el espectro de FAB se registra utilizando como matriz tioglicerol y Nal
como aditivo, observamos ademas del ion pseudomolecular [M+Na]" a m/z 1335, otro a
m/z 1443 que corresponde al ion aducto [M+Na+Tiog]", lo que indica la presencia en este

oligosacarido de un 4cido graso insaturado.
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Estos datos permiten proponer que la molécula sefial encontrada en esta fraccion
esta compuesta por cuatro unidades de N-acetilglucosamina y una unidad de glucosamina
N-acilada por un 4cido graso monoinsaturado de dieciocho atomos de carbono, y
sustituida ademas por un grupo N-metilo y un grupo carbamoilo en el terminal no
reductor. Su estructura se designa como V (Cig.1, NMe, Cb). La estructura propuesta para
el factor de nodulacion presente en la fraccién F6 se muestra en la Figura 3.18:

...OH OH OH OH
o oO ,C 0 o o o OH o
o) O'HO OHo OHO OHO OH
/NMe NHAc NHAc

NHAc NHAC
C18:0

Figura 3.18. Factor de nodulacion presente en la fraccion F6: V (Cyz9, NMe, Cb).

La recopilacion de los resultados del analisis por LSIMS de las fracciones
aisladas de R. giardinii bv. giardinii H152 se muestra en la Figura 3.19:
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18\
B,+Na 505
B,+K 521
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[M-H+2Na]"= 1437
[M-H+Na+K]"= 1453

708 911 1114
724 927 1130

SO3Na

F4 Chb - Glch\Aj GlcN/icJ GlcNA:J GlcNA:J GleNAc l 1337
180

F5

B,+Na 507

B,+K -
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Cb - GleNMe
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710 913 1116 [M-H+2Na]*= 1439
726 929 1132 [M-H+Na+K]*= 1455

GlcNAc - GlcNA:J GlcNAi) GleNAc
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Figura 3.19. Resultado del analisis por LSIMS de las fracciones F1-F6.
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3.1.5.2. Estudio por ES Q-0-TOF y CID ES Q-0-TOF.

Algunas de las fracciones aisladas se estudian mediante Electrospray
(ES Q-0-TOF) y Espectrometria de Masas en tindem (CID ES-Q-o0-TOF), para confirmar
los resultados obtenidos por LSIMS. Esta técnica de ionizacién es mas sensible y suave
que las técnicas FAB o LSIMS y permite identificar componentes minoritarios, como se
vera en el caso de la fraccion F3,

Se eligen para este estudio fracciones que contienen factores de nodulacion que
presentan diferencias estructurales entre si:

F1: Factor de nodulacién sulfatado en el terminal reductor y un grupo carbamoilo
en el no reductor

F3: Factor de nodulacién sulfatado en el terminal reductor con un grupo
carbamoilo y un grupo N-Me en el terminal no reductor.

F6: Factor de nodulacién no sulfatado, con un grupo carbamoilo y N-Me en el
terminal no reductor.

Las muestras se disuelven en una disolucion de acetonitrilo:agua:acido férmico
(50:50:0,1). La disolucién resultante se introduce en la fuente de electrospray a través de
un capilar de silice con un flujo de 1 ul/min, tal y como se indica en el apartado 2.3.5.1.2.
Los resultados son los siguientes:

Fraccion F1

El espectro CID ES-Q-0-TOF y la regién del ion pseudomolecular del espectro de
ES Q-0-TOF obtenidos para la fraccion F1 se muestran en la Figura 3.20.

El espectro de CID-MSMS se obtiene por fragmentacion del ion pseudomolecular
[M-H+2Na]" a m/z 1453. Los iones-fragmento, correspondientes a la rotura de los enlaces
glicosidicos, son los iones tipo B, Y, C y Z; los iones-fragmento procedentes de doble
rotura son los iones tipo BY; y los producidos por rotura de anillo y doble rotura son los
iones tipo "A, y "AY. En la Figura 3.20 se muestra la asignacién de los
iones-fragmento encontrados para el factor de nodulacion presente en F1.
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Figura 3.20. Espectro de masas CID ES-Q-0-TOF de la fraccién F1 y en el recuadro se
muestra el espectro de masas ES-Q-0-TOF.

Se identifica la serie de iones oxonio [B,+Na]” formada por los iones a m/z: 521,
724,927, 1130 y 1435; y la serie de iones [Y,+Na]" a m/z: 346, 579, 752 y 955. También
se asignan algunos iones-fragmento poco frecuentes, tales como C4 (m/z 1148) y 027,
(m/z 1352).

El esquema de fragmentacién del factor de nodulacién presente en la fraccion F1
se muestra en la Figura 3.21. En este esquema se representan todas las fragmentaciones
encontradas procedentes de roturas simples dentro de la molécula, ademas de alguna
procedente de rotura de anillo (tipo A).
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Figura 3.21. Esquema de fragmentacion CID ES-Q-0-TOF del LCO en fraccion F1. Se
muestra la asignacién de los iones fragmentos B,, Y, C, y lmA . encontrados.

Los iones-fragmento procedentes de doble rotura dentro de la molécula, tales
como B,Y, y ""AY, se detallan en los siguientes esquemas de fragmentacién (Figura
3.22)

B,Y, m/z 429 (B;Y,)

OH OH
(0] (0]
HO OHo Oo
NHAc NHAC]

B2Y4 m/z 226
(B3Y3;B4Y)) BsY m/z 734
BsY, m/z 937
______________________________ O2AsY, m/z 854
B4Y4 m/Z 632
H OH (0]
O (o] 0]

HO OHo OHo 0"\ T

Figura 3.22. Esquema de fragmentacién CID ES-Q-o-TOF del LCO identificado en la
fraccion F1. Se indican los iones fragmentos B, Y, y 'mA Y, encontrados.

Analizando los datos obtenidos, se confirma que el grupo sulfato se encuentra
localizado en el terminal reductor del oligosacarido, y que los grupos carbamoilo y 4cido
graso se encuentran localizados en el terminal no reductor de la molécula sefial.
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Por tanto, se confirma la estructura propuesta para el factor de nodulacién
presente en la fraccion F1: V (Cy., Cb, S).

Fraccion F3

El espectro de masas de ES Q-0-TOF de la fraccion F3 muestra dos iones
pseudomoleculares a m/z 1437 y a m/z 1174 asignados a [M-H+2Na]’ y [M’+Na]’,
respectivamente, que corresponden a dos factores de nodulacién diferentes. En el espectro
de masas LSIMS de esta fraccion solo se identificé el ion pseudomolecular a m/z 1437
(Figura 3.11). Los picos del espectro de electrospray se muestran en las Figuras 3.23 y
3.26 (recuadro).

Con el fin de comprobar los resultados obtenidos, se realiza el espectro de masas
CID ES Q-0-TOF de cada uno de los iones pseudomoleculares detectados en esta fraccion
(el mayoritario a m/z 1437 y el minoritario a m/z 1174). Se asignan todos los
iones-fragmento encontrados para ambos oligosacaridos.

Factor de nodulacion mayoritario presente en la fraccion F3

El factor de nodulacién a m/z 1437 representa un segundo tipo de oligosacarido
aislado. Se diferencia del LCO de la fraccién F1 en el grupo N-metilo que lleva en el
terminal no reductor. La zona del ion pseudomolecular del espectro de masas ES
Q-0-TOF que se realiza en modo positivo se muestra en la Figura 3.23.

El espectro CID-MSMS del ion a m/z 1437 contiene diferentes tipos de
iones-fragmento:

Las series de [B, +Na]" e [Y,+Na]" estan constituidos por los siguientes iones:
m/z 505,708,911, 1114 y 1419 y m/z 346, 549, 752 y 955, respectivamente. Al igual que
en la molécula anterior, también se asignan algunos iones-fragmento no tan frecuentes,
como C4 (m/z 1132) y otros procedentes de rotura del anillo, O2A (m/z 1336).
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Figura 3.23. Espectro de masas CID ES Q-o-TOF del componente mayoritario en la
fraccion F3 y en el recuadro se muestra ¢l espectro de masas ES Q-o-TOF.

A continuacion (Figura 3.24) se detalla su esquema de fragmentacion y se
representan todas las fragmentaciones encontradas procedentes de roturas simples dentro
de la molécula, ademas de alguna procedente de rotura de anillo (tipo A).

955 752 549

Y, 3 Y,

OoH OH
) o)

JEAY Ly oy 1 Lonfson

NHAc NHAc

C181
B, B, B,
505 708 911

Figura 3.24. Esquema de fragmentacién CID ES Q-o-TOF del LCO mayoritario en la
fraccién F3. Se muestra la asignacion de los iones-fragmento B,, Y,, C, y 1’"‘Aﬂ
encontrados.
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Los iones fragmentos procedentes de doble rotura, tales como B,Y, o MmALY, se
detallan en la figura siguiente:

B4Y3 (B3Y4) m/z 429

LOH,C OH o OH o
© o H/m%o Oo
, NHA¢ NHAc|

B,Y, m/z 226
(B3Y3; B4Y)y) BsY; m/z 734
BsY m/z 937
e A iz 854
onc ! oH B,Y m/z 632o oH o
cb \ o1 © ©
OO : Oho Ono 0 o — OH}SoaNa
NM NHAC NHA NHA !

Figura 3.25. Esquema de fragmentacion CID ES-Q-o-TOF del LCO mayoritario en la
fraccion F3. Se indican los iones-fragmento B,Y, y "™A,Y, encontrados.

Los datos obtenidos confirman que el grupo sulfato se encuentra localizado en el
terminal reductor del oligosacdrido y que los grupos carbamoilo, N-metilo y el acido
graso (Cyg.1) se localizan en el terminal no reductor de la molécula.

Factor de nodulacion minoritario presente en la fraccion F3
El espectro CID ES-Q-0-TOF obtenido para la molécula sefial minoritaria

presente en la fraccion F3 y con ion pseudomolecular [M’+Na]" a m/z 1174 se muestra en
la Figura 3.26 (recuadro).



Factores de nodulacion de Rhizobium giardinii bv. giardinii H152

93

1174.750

100+
1437.870
*
1174.670
" ]
"0 1400 1600
B,
505,412
B.Y. |
| v,
420231 | 692344
% | ‘ !
H I i
]
|
oo |
1
' . Y,-AcOH
il 832319 B. B,
P i y 11,
B«)Ya E | 708,501 9 19636
- +
B2Y3 | [ : ! [M+§1€i] -AlcOH
2007, ; | ! 170
1 N i | !
D Pl !‘
! P oy i
N TS [Ju@ S | PV B § B }
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 = 1300 ™72

Figura 3.26. Espectro de masas CID ES-Q-o-TOF del componente minoritario en la
fraccién F3 y en el recuadro se muestra el espectro de masas ES Q-o-TOF.

Analizando el espectro obtenido, se asigna la serie de iones B, mas Na m/z: 505,
708 y 911, y la serie de Y, mas Na m/z: 286, 489 y 692. El valor de Y; junto con las
pérdidas de una molécula de 4cido acético (-60 Th) procedentes del ion pseudomolecular

y del ion-fragmento Y; revela que este oligosacarido se encuentra sustituido por un grupo

acetilo en el terminal reductor.

En el esquema de fragmentacion que se muestra en la Figura 3.27 se detallan las
series de iones-fragmentos B, e Y, encontradas para este oligosacérido.
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Figura 3.27. Esquema de fragmentacion CID ES-Q-o0-TOF del LCO minoritario
en la fraccién F3. Los iones-fragmento B, e Y, estan asignados.

En el espectro de masas CID ES Q-o-TOF también se observan algunos
fragmentos procedentes del B,Y, tales como, B3Y; (m/z 429) y B;Y, 0 B,Y; (m/z 226).
Estos vienen representados en el siguiente esquema de fragmentacion (Figura 3.28):

OH
(0]
OHo OH}AC
, NHAc
Cig:1 B2Y3 (B3Y2) m/z 226

B;Y4 m/z 429

Figura 3.28. Esquema de fragmentacién CID ES-Q-0-TOF del LCO minoritario en
fraccion F3. Se indican los iones-fragmento B, Y, encontrados.

De estos datos se deduce que esta molécula sefial es un lipooligosacérido de tres
unidades de N-acetilglucosamina y una unidad de glucosamina N-acilada por un acido
graso insaturado de dieciocho 4tomos de carbono (Cjz.). Ademés, estd sustituido por un
grupo acetilo en el terminal reductor y por un grupo N-metilo y un grupo carbamoilo en el
terminal no reductor. Su estructura puede indicarse como IV (Cis.1, NMe, Cb, Ac).

Fraccion F6
El espectro de masas CID ES Q-o0-TOF obtenido para el ion a m/z 1335 presente

en la fraccion F6 se muestra en la Figura 3.29. En el recuadro se muestra la regién del ion
pseudomolecular del espectro de electrospray obtenido para dicha fraccion.
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El espectro de CID-MSMS se obtiene por fragmentacion del ion
pseudomolecular [M+Na]” a m/z 1335. El espectro contiene diferentes tipos de
iones-fragmento. La serie B, mdas Na es: m/z 505, 708, 911, 1114 y 1317 y la serie de
iones Y, mas Na es: m/z 244, 447, 650 y 853.
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Figura 3.29. Espectro de masas CID ES Q-o0-TOF de la fraccion F6 y en el recuadro se
muestra el espectro de masas ES Q-o0-TOF.

A continuacion, Figura 3.30, se muestra su esquema de fragmentacion y se
representan todas las fragmentaciones encontradas procedentes de roturas simples dentro
de la molécula, ademaés de otras procedentes de rotura de anillo (tipo A).
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Figura 3.30. Esquema de fragmentacién CID ES Q-o-TOF del LCO presente en la
fraccién F6. Se muestran los iones-fragmento B,, Y, y "™A, encontrados.

Los iones-fragmento procedentes de doble rotura dentro de la molécula, tales
como B, Y, 0 m’lAnYn se muestran en la figura siguiente:

B5Y4 m/2834
...OH,C
o {Om
\OH
/NMe NHAc NHAc NHA¢
Cla B,Y, m/z 226 B,Y, m/z 429
((B3Y3;:B,Y,; BsY)) (B3Y4BsY)) )
02A5Y 4 m/z 752
02A4Y 4(*2AsY3) m/z 549
| S st A
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A S e e
0 'O Ho HO Oro\ ey OHo = OH
MNMelL T NHAC _______NHAc " | NRAG TNRAS
C1821

Figura 3.31. Esquema de fragmentacién CID ES-Q-0-TOF del LCO presente en la
fraccién F6. Los iones-fragmento B, Y, y "A,Y, encontrados estan asignados.

Los datos obtenidos confirman que se trata de un oligosacérido de cuatro
unidades de N-acetilglucosamina y una unidad de glucosamina N-acilada por un 4cido
graso monoinsaturado de dieciocho 4tomos de carbono, y sustituido tnicamente en el

terminal no reductor por un grupo carbamoilo y un grupo N-metilo. Se confirma por tanto
la estructura propuesta: V (Cg.;, NMe, Cb).
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3.1.5.3. Localizacion del grupo O-carbamoilo.

Existen antecedentes en la bibliografia, que describen la localizacién de
sustituyentes (tipo O-acetilo u O-carbamoilo) en el terminal no reductor de un factor de
nodulacién mediante Espectrometria de Masas.”* Para ello, es necesario realizar un
experimento CID-MSMS sobre el ion oxonio B; y analizar la abundancia relativa de los
iones resultantes. De esta manera, es posible distinguir entre sustituciones en O-3, en O-4
o en 0-6 en el terminal no reductor del oligosacarido.

Los experimentos CID MSMS se realizan en condiciones de alta energia de
colisién, por tanto, la abundancia relativa de iones producidos por simple eliminacion de
agua, acido acético, 4cido carbamico o ambos, es mucho menor. Ademds, se induce la
formaciéon abundante de iones con relacién m/z pequefias. Las variaciones en las
intensidades relativas de ciertos iones, denominados iones-diagnostico, permite
diferenciar entre isdmeros en los que el grupo O-carbamoilo ocupa diferentes posiciones.
Los iones-diagnoéstico que cita la bibliografia son: m/z 126 (a), m/z 144 (b) y m/z 138 (¢).

El ion-diagndstico b se genera por la eliminacion de una alquil cetena
(procedente del 4cido graso) y una molécula de acido carbamico; el ion-diagndstico a se
produce a partir de b por pérdida de un molécula de agua, y el ion ¢ proviene de la
pérdida de acido carbadmico, formaldehido y agua. La molécula de formaldehido
probablemente procede de la pérdida de un grupo alcohol primario dentro de la molécula.
Esto puede explicar por qué la abundancia de este ion es particularmente baja para los
6-O-sustituidos.

La relacion m/z de los iones-diagnostico pueden cambiar debido a la presencia de
otros sustituyentes en la glucosamina que forma el terminal no reductor del oligosacarido.
En el caso de la molécula sefial en estudio, ademas del grupo carbamoilo, posee un grupo
N-Me. Por este motivo, estos iones se desplazan 14 Th en el espectro obteniéndose los
siguientes iones-diagndstico equivalentes: m/z 140 (a°), m/z 158 (b’) y m/z 152 (¢°).

Por tanto, para conocer la posicion exacta del grupo carbamoilo situado en el
terminal no reductor de la molécula sefial procedente de Rhizobium giardinii bv. giardinii
H152, se realiza un espectro de masas CID ES Q-0-TOF en la fraccion F3. Se selecciona
y se fragmenta el ion-fragmento B; a m/z 483. El espectro resultante se muestra en la
Figura 3.37.
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Figura 3.29. Espectro de masas CID ES-Q-0-TOF del LCO mayoritario en F3 seleccionando
el ion B, (m/z 483).

Una relacion entre las abundancias de los iones-diagnéstico, b’ y a’, menor de 0,1
(b’/a’=0,08), es caracteristica de sustituciones en 0-4 y en 0-6.** Dado que la relacién
entre las abundancias de los iones ¢’ y a’ es practicamente nula, lo que es caracteristico
de sustituciones en O-6, se deduce que el grupo carbamoilo presente en el componente
mayoritario de la fraccion F3 se encuentra localizado en 0-6 del terminal no reductor del
oligosacérido.

3.1.6. Analisis por metilaciéon

La fraccion mayoritaria F3 se somete a un andlisis por metilacién de acuerdo con
el método descrito en el apartado 2.3.3.1.>* El oligosacarido permetilado se despolimeriza,
se reduce el grupo carbonilo y se acetila obteniéndose acetatos de alditoles parcialmente
metilados que se analizan por CGL-EM (Figura 3.32). La identificacién de los derivados
resultantes proporciona informacién detallada de las unidades estructurales.
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Se identifican los siguientes acetatos de alditoles parcialmente metilados:
« 1,5-di-O-acetil-3,4,6-tri-O-metil-N-acetil-N-metilglucosaminitol, procedente del
terminal no reductor del oligosacérido, que puede estar sustituido o no, por un

sustituyente sensible al medio basico (Figura 3.33)

o 1,4,5-tri-O-acetil-3,6-di-O-metil-N-acetil-N-metilglucosaminitol, procedente de
los residuos internos de N-acetilglucosamina del oligosacérido (Figura 3.34).

o 1,4,5,6-tetra-O-acetil-3-O-metil-N-acetil-N-metilglucosaminitol, procedente del
terminal reductor del oligosacarido y sustituido en O-6 (Figura 3.35).
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Figura 3.32. Cromatograma de CGL-EM de los acetatos de alditoles parcialmente
metilados del oligosacarido mayoritario de R.. giardinii bv. giardinii H152,
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Figura 3.33. Espectro de masas y esquema de fragmentacion del
1,5-di-O-acetil-2-desoxi-2-(N-metilacetamido)-3 ,4,6-tri-O-metilglucitol
procedente del analisis por metilacién de la fraccion F3 (pico A).
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Figura 3.34. Espectro de masas y esquema de fragmentacion del
1,4,5-tri-O-acetil-2-desoxi-2-(N-metilacetamido)-3,6-di-O-metilglucitol
procedente del analisis por metilacién de la fraccion F3 (pico B).
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Figura 3.35. Espectro de masas y esquema de fragmentacion del
1,4,5,6-tetra-O-acetil-2-desoxi-2-(N-metilacetamido)-3-O-metilglucito}
procedente del analisis por metilacion de la fraccion F3 (pico C).

La fraccién mayoritaria F3 estd compuesta principalmente por el factor de
nodulacién V (Cjg), NMe, Cb, S). Este oligosacarido posee dos sustituyentes: un grupo
sulfato localizado en el terminal reductor y un grupo carbamoilo localizado en el terminal
no reductor como se describe en el apartado 3.5. En el cromatograma obtenido se detecta
la presencia de derivados procedentes de glucosamina terminal (pico A), glucosamina
sustituida en la posicion 4 (pico B) y glucosamina sustituida en las posiciones 4 y 6 (pico
C). Vease Figura 3.36.

Dada la naturaleza de este analisis, se pierde la informacién que permitiria
identificar la posicidn exacta del grupo carbamoilo dentro del terminal no reductor, al ser
un sustituyente sensible al medio basico empleado en la metilacion. Por el contrario, el
grupo sulfato presente en el terminal reductor del oligosacarido resiste esta primera etapa,
pero no asi la hidrolisis. La presencia de un grupo acetilo en O-6 del terminal reductor
confirma que el grupo sulfato se encuentra en la posicién 6 de dicha unidad del factor de
nodulacién.
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Figura 3.36. Monosacaridos que componen los factores de
nodulacion de Rhizobium giardinii bv. giardinii H152.

3.1.7. Analisis e identificacién de los acidos grasos.

Los 4cidos grasos se estudian por CGL-EM mediante la formacién de derivados
volatiles, en este caso, sus correspondientes ésteres metilicos. La muestra (400 pg) se
trata con HCI/MeOH tal como se describe en el apartado 2.3.4.1. Se analiza por CGL-EM
segun se detalla en el apartado 2.3.4.4.

En el cromatograma registrado para los ésteres metilicos de los acidos grasos de
alguna de las fracciones, se observa la presencia de 4cidos grasos insaturados. Los
espectros de masas de los 4cidos grasos insaturados difieren muy poco entre si, y en
aquellos casos en que sélo se diferencia en la posicion del doble enlace, los espectros son
practicamente idénticos. Se hace por tanto necesario la localizacion del doble enlace para
la identificacién del acido graso insaturado. Esta se realiza formando los bis-(metiltio)
derivados de los ésteres metilicos, por reaccién con disulfuro de dimetilo (DMDS),
siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 2.3.4.2.

A continuacién se detallan los 4acidos grasos encontrados en alguna de las
fracciones aisladas:
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Fraccion F2

El resultado del andlisis de los ésteres metilicos de la fraccion F2 se muestra en la
Figura 3.37. Se observa un unico pico con tg = 7:05 min que corresponde al metil éster
del 4cido hexadecanoico o acido palmitico (Ce).
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Figura 3.37. Espectro de masas y cromatograma CGL-EM del éster metilico del 4cido graso
presente en la fraccion F2 ( tg = 7:05 min),

Fraccion F3

El cromatograma y espectro de masas del analisis de los ésteres metilicos de la
fraccién F3 se muestra en la Figura 3.38. Se observa un unico pico con tg = 9:27 min. El
tiempo de retencién junto con su espectro de masas permite identificarlo como el acido
octadecenoico (Ciz.1).
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Figura 3.38. Cromatograma CGL-EM del éster metilico del acido graso presente en la
fraccién F3 (tg = 9:27 min).

El espectro de masas y el pico cromatografico del bis-(metiltio) derivado del
metil éster del 4cido octadecenoico presente en la fraccién F3 se muestra en la Figura
3.39. En el espectro se asignan los siguientes iones: a m/z 390 corresponde con el ion
molecular, los iones a m/z 145 y 245 proceden de la rotura del enlace entre los carbonos
11 y 12, v que prueban la localizacién del doble enlace sobre el carbono 11, y por ultimo

el ion de m/z 213 procede de la pérdida de metanol del fragmento m/z 245. El esquema de
fragmentacién se muestra en la Figura 3.40.



Factores de nodulacién de Rhizobium giardinii bv. giardinii H152 105

100%— 245 o

213

N

1052 1145

61

6 o 390

I 1 T T T v A
00 250 300 350 400 450 500 550 600 650 m:z

.!
0%- JMJA [T R N

f
50 100 150

Figura 3.39. Espectro de masas del bis-(metiltio) derivado del éster metilico correspondiente
al acido vacénico (Cig.q1a11).
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Figura 3.40. Esquema de fragmentacidén del bis-(metiltio) derivado del éster
metilico correspondiente al 4cido vacénico (Cig.1a11)
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Por tanto, el 4cido graso identificado en la fraccion F3 es: Acido
octadec-11-enoico o acido vacénico (Cig.1a11)

Fraccion F4
El analisis de los ésteres metilicos realizado sobre la fraccién F4 muestra la

presencia del 4cido octadecanoico o acido estearico (Cis). En la Figura 3.41 se muestran
el espectro de masas y el pico cromatogréafico a tg = 9:38 min.
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Figura 3.42. Espectro de masas y cromatograma CGL-EM del éster metilico del acido graso
presente en la fraccion F4 (tg = 9:38 min).
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3.1.8. Estudio por RMN de la fraccion F3

La fraccién F3, compuesta principalmente por el factor de nodulacién V (Cig.j,
NMe, Cb, S), se estudia por resonancia magnética nuclear. Se realizan los siguientes
experimentos: 'H-RMN (Figura 3.43), "C-RMN (Figura 3.44), DBF-COSY (Figura
3.45), HSQC editado (Figura 3.46), 1D-TOCSY (Figuras 3.47, 3.48 y 3.49), NOESY
(Figura 3.50) y HMBC (Figura 3.51), llevados a cabo tal y como se describe en el
apartado 2.3.6.9. ’

Las sefiales de "H y ">C del oligosacérido se asignan a partir de los experimentos
'H-RMN (Figura 3.43), "C-RMN (Figura 3.44), DBF-COSY (Figura 3.45), HSQC
editado (Figura 3.46) y 1D-TOCSY (Figuras 3.47, 3.48 y 3.49). Las asignaciones y
constantes de acoplamiento se recogen en las Tablas 3.1y 3.2.

El espectro 'H-RMN (Figura 3.43) muestra dos regiones bien diferenciadas: una
zona a campo alto donde se aprecian sefiales que pueden asignarse a protones de la
cadena alifatica del acido graso (0-3 ppm) y otra zona (entre 3-5 ppm) que corresponde a
la region caracteristica de azicares.

A 8y = 0,82 ppm, aparece un triplete que corresponde a un metilo alifatico y a
du = 1,21 ppm, un multiplete intenso que se asigna a los grupos metilenos del esqueleto
de la cadena alifatica. A 8y = 1,43 ppm, aparece un multiplete para dos protones, y que
puede identificarse con el grupo metileno en P respecto al grupo carbonilo del acido
graso; mientras que el metileno en o al grupo carbonilo aparece a 8y = 2,24 ppm. Un
multiplete que aparece a 8y = 1,95 ppm y que corresponde a cuatro protones, se asigna a
los dos metilenos contiguos al doble enlace. Finalmente a 8y = 5,32 ppm y °J = 4,6 Hz,
aparece un multiplete que se corresponde con dos protones, y que se correlaciona en el
espectro HSQC-ed con una sefial a 8 = 130,0 ppm; esta seflal se asigna a los protones
olefinicos del 4cido graso insaturado. En la Figura 3.49, se muestra el subespectro
1D-TOCSY obtenido mediante excitacion selectiva de la sefial a 8y = 1,21 ppm, en €l que
se identifica todo el sistema de espin del acido graso.

A 8y = 2,71 ppm y 2,83 ppm, aparecen dos singuletes que corresponden a los
conformeros cis y trans, del grupo N-Me con respecto al atomo de oxigeno del carbonilo
del 4cido graso, respectivamente (Figura 3.43). El experimento 1D-NOESY (Figura 3.50)
confirma que el grupo N-Me esta situado en el terminal no reductor del oligosacarido.
Aparecen, ademas, varios singuletes entre 1,80 y 1,85 ppm que corresponden a los grupos
acetilos del oligosacarido
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En la region de los protones anoméricos se muestra dos sefiales a campo bajo, la
primera a 8y 4,86 ppm, un doblete con J;, = 2,1 Hz y correlacionado en el espectro
HSQC (Figura 3.46) con una sefial de carbono a 8¢ = 90,2 ppm, que se asigna al protén
anomérico a del terminal reductor del oligosacarido; la segunda a 8y 4,74 ppm (J;,= 8,2
Hz) se correlaciona con una sefial de carbono a 98,7 ppm y se asigna al protén y carbono
anomérico P de la glucosamina terminal no reductora, desplazado a campo mas bajo con
respecto al resto de protones de anomeria 3 como consecuencia de la sustitucién del
nitrégeno por un metilo en este residuo. Las sefiales a 8y 4,31-4,45 ppm y 8¢ 101,3-101,5
ppm se deben a los protones y carbonos B de los residuos de N-acetilglucosamina
internos. Las sefiales entre 8y 4,17-3,22 ppm se asignan al resto de protones de azicar.

Finalmente, el espectro de C-RMN (Figura 3.44) muestra sefiales a 8¢ 173,5,
169,4-169,6 y 156,6 ppm asignadas a los carbonos carbonilicos del acido graso, acetilos y
carbamoilo, respectivamente.

Con el fin de completar la asignacién de las sefiales correspondientes a los
terminales reductor y no reductor del oligosacarido se realizan experimentos de
excitacion selectiva 1D-TOCSY (Figuras 3.47 y 3.48).

La excitacion selectiva del protén anomérico o del terminal reductor del factor de
nodulacién se lleva a cabo mediante un tren de pulsos DANTE-Z, usando diferentes
tiempos de mezcla isotropicos (23, 46, 92 y 276 ms), lo que permite la asignacion de
todos los protones pertenecientes a ese sistema de espin (Figura 3.47). La seiial
correspondiente a C-4 estd desplazada a campo bajo (3¢ 81,5 ppm), indicando que la
posicién en O-4 estd sustituida. El carbono C-6 se identifica facilmente gracias a su
naturaleza metilénica, ya que aparece con signo negativo en el espectro HSQC-ed (Figura
3.46). H-6 y C-6 estan desplazados a campo mas bajo de su valor esperado, indicando que
esta posicion del azicar también se encuentra sustituida. Estos resultados sugieren que el
grupo sulfato, identificado en el analisis por Espectrometria de Masas, estd unido al
terminal reductor en O-6. Esta conclusion esta de acuerdo con los resultados del analisis
por metilacion.

La seleccion del protén anomérico perteneciente a la glucosamina que forma el
terminal no reductor del oligosacarido a 8y 4,74 ppm, permite identificar todos los
protones a este sistema de espin (Figura 3.48). El desplazamiento quimico de C-4 a 70,1
ppm indica que esta posicién no se encuentra sustituida. Ademas, los valores para H-6 y
C-6 2ad;=395y 4,17 y 8c=62,9 ppm, situados a campo mas bajo de lo esperado,
indican que la posicién 6 del terminal no reductor se encuentra sustituida, en este caso por
el grupo carbamoilo. Esta suposicién se confirma cuando se realiza un experimento
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HMBC (Figura 3.51) donde se observa un pico de cruce entre el carbono carbonilico del
grupo carbamoilo y H-6 de este residuo (g = 3,95 ppm). Esta conclusién es consistente
con los resultados del experimento CID ES-Q-0-TOF realizado sobre el fragmento B,
(m/z 483). En este mismo experimento pueden observarse las correlaciones C-4/H-1 de
los azlicares enlazados mediante enlace (1-—>4).

De acuerdo con estos resultados, la estructura propuesta para el factor de
nodulacién mayoritario [V (Cis.1, NMe, S, Cb)] presente en la fraccién F3 se muestra en
la Figura 3.52.



Residuos Posicion
1 2 3 4 5 6a 6b
On 4,86 3,59 3,29 3,29 3,77 3,97 3,79
—4)-6-0-NaSO;-a-D-GIcNAc 2,1
A J (12) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Oc 90,2 53,5 73,0 81,5 67,5 64,4
—54)-6-0-NaSOs-B-D-GleNAc | % 4%
D 5¢ 95,0
—54)-B-D-GlcNAc-(1—> Sy 4.31-4,45 3,44-3,60 3,45-3,58 3,20-3,40 3,20-3,27 3,61 3,36
c oc 101,3-101,5 53,9-547 68,4-72,1 80,3-81,0 74,3-74,8 59,9
Oy 4,74 3,36 3,52 323 3,50 4,17 395
6-0-Cb-B-D-GlcNMeAcil-(1— J 8,2 9.6 8,2 8,2 n.d. -11,1
B (1,2) (2,3) (3,4) (4,5) (5,6) (6a, 6b)
Oc 98,7 62,3 70,1 70,1 73,7 62,9

Tabla 3.1. Desplazamientos quimicos de "H y °C (en ppm) y constantes de acoplamiento (en Hz) de los aziicares del factor
de nodulacién V (Cyg.1, NMe, S, Cb) presente en F3

01t

7S [H 1MuIp4p18 “aq WUIPIBIS WNIQOZIYY ap UQIIDINPOU 2P §24030D.]



Cadenas laterales Posicion
1 2 3 4-9 10,13 11,12 14-17 18
Oy 2,24 1,43 1,21 1,95 5,30 1,21 0,82
Acido Graso (Cig.;)
8¢ 173,5 32,5 24,6 22,0-31,0 26,5 130,0 22,0-31,0 139
5 cis 2,71
H
Metilo trans 2,83
Oc 27,3
Oy 1,80-1,85
Acetilo
Oc 169,4-169,6  22,0-22,8
Carbamoilo 8¢ 156,6

Tabla 3.2. Desplazamientos quimicos de 'H y BC (en ppm) de las cadenas laterales del factor de nodulacion
V (Ci31, NMe, S, Cb) presente en F3.

7S [H 1uipani8 “aq [uIpIe18 WNIQOZIWY op UQIODINpOU 2P Sa01D,]

It



4.8

4.6

44

42

4.0

3.8

3.6

34

3.2 ppm

N

5.5

T
5.0

T
4.5

T
3.5

1
3.0

T
2.5

T
2.0

T
1.5

T
1.0

ppm

Figura 3.43. Espectro 'HRMN y ampliacion, registrado a 500 MHz del oligosacarido mayoritario en F3.
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Figura 3.44. Espectro BCRMN registrado a 500 MHz del oligosacarido mayoritario en F3.
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Figura 3.45. Espectro DBF-COSY del oligosacarido mayoritario presente en F3
registrado a 500 MHz.
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Figura 3.46. Espectro HSQC editado y ampliacion, del oligosacarido mayoritario presente
en F3 registrado a 500 MHz. Las sefiales en rojo corresponden a carbonos metilénicos.
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Figura 3.47. Espectro 'H-RMN y subespectros 1D-TOCSY registrados a 500 MHz de la
fraccion F3. La excitacion selectiva de la sefial a 6y 4,86 ppm se ha realizado con diferentes
tiempos de mezcla isotrépicos: 23, 46, 92 y 296 ms, (I, IL, IIT y IV, respectivamente).
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Figura 3.48. Espectro '"H-RMN vy subespectros 1D-TOCSY registrados a 500 MHz de la
fraccién F3. La excitacion selectiva de la sefial a 8y 4,74 ppm se ha realizado con diferentes
tiempos de mezcla isotropicos: 23, 46, 92 y 296 ms (I, I, IIT y IV, respectivamente).
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I CH,
(cadena)
2CH, } CH,
(alilico)
CH,
CH=CH ®
J CH,{(a)
N o PURSAN *J L )
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|
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Figura 3.49. Espectro de 'H-RMN del factor de nodulacién mayoritario en F3 (I} y
subespectro 1D-TOCSY (II) obtenido mediante excitacién selectiva de la sefial a
8y=1,21 ppm (correspondiente a los metilenos de la cadena del 4cido graso).
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Figura 3.50. Espectro de 'H-RMN del factor de nodulacién mayoritario en F3 (I) y
subespectro 1D-NOESY (II), registrados a 500 MHz,
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Figura 3.51. Espectro HMBC del factor de nodulacién mayoritario en F3.
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4.1. ANALISIS ESTRUCTURAL DE LOS FACTORES DE NODULACION
AISLADOS DE Rhizobium gallicum by. gallicam R602.

Rhizobium gallicum esta presente en suelos europeos, australianos® y africanos®
y fue aislada por primera vez en Francia.?” En este capitulo se describe la determinacién
estructural de los factores de nodulacién producidos por la cepa Rhizobium gallicum bv.
gallicum R602, bacteria que nodula en Phaseolus vulgaris (judia).

4.1.1. Cultivo de bacterias y cromatografia en capa fina de los factores de
nodulacién.

4.1.1.1. Cultivo de bacterias.

El cultivo de Rhizobium gallicum bv. gallicum R602 se realiza segin las
condiciones descritas en apartado 2.1.1. Se emplea el medio minimo B™ para el
crecimiento de las células al que se afiade genisteina para inducir la produccién de los
factores de nodulacién.

4.1.1.2 Cromatografia en capa fina de los factores de nodulacion.

Los factores de nodulacién se marcan con un isétopo radiactivo in vivo y se
analizan por cromatografia en capa fina usando el procedimiento descrito en el apartado
2.1.2. Se preparan dos cultivos inducidos con genisteina: cultivo A y cuitivo B. El cultivo
A se marca con 0,5 uCi de clorhidrato de '*C-glucosamina y el cultivo B con 3 uCi de
Mg*S0,, que se depositan en la placa de cromatografia en capa fina. Se eluye con
acetonitrilo:agua (1:1) y se revela tal y como se indica en el apartado 2.1.2.

Se detectan dos bandas que dan sefial positiva al marcaje con '“C-glucosamina y
con Mg*’SO,, lo que indica que los factores de nodulacién producidos por R. gallicum bv.
gallicum R602 podrian estar sulfatados. La placa de c.c.f. obtenida se muestra en la
Figura 4.1
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Figura 4.1. C.c.f del cultivo inducido con
genisteina marcado con '*C-glucosamina (A) y
con Mg**S0, (B)

4.1.2. Aislamiento y purificacion de los factores de nodulacién.

Se emplea un cultivo crecido en medio minimo B’ e inducido con genisteina para
el aislamiento de los factores de nodulacién (10 1), y un cultivo no inducido como control
negativo (5 1). Cada uno de ellos se extraen con n-butanol*' y los extractos se tratan como
se indica en el apartado 2.2.2.1. Se concentran a sequedad y se redisuelven en acetonitrilo
al 60 %. Posteriormente, las disoluciones resultantes se diluyen con agua hasta el 20 % de
acetonitrilo y se purifican por extraccién en fase sélida. Las fracciones correspondientes a
la elucidén con acetonitrilo al 20, 45 y 60 % se concentran y se liofilizan. Por Gltimo, la
fraccion del 45%, que es la que contiene mayoritariamente a los factores de nodulacion,
se cromatografia por HPLC segun las condiciones descritas en ¢l apartado 2.2.2.2.

Los cromatogramas de HPLC que se obtienen para la fraccién al 45% del cultivo
inducido (A) y no inducido (B) se muestran en la Figura 4.2.
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Figura 4.2. Cromatogramas de HPLC de la fraccién purificada con acetonitrilo
al 45% A. cultivo inducido B. cultivo no inducido. Se indican las fracciones

aisladas.

Se aislan cuatro fracciones (F1-F4) que se eluyen al 30% de acetonitrilo.
Posteriormente, se concentran y se liofilizan, obteniéndose las siguientes cantidades:
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4.1.3. Analisis de aziicares.

El anélisis de los azucares que componen los factores de nodulacién que produce
Rhizobium gallicum bv. gallicum R602 se realiza a través de la formacién de los
O-trimetilsililderivados de los metil glicésidos, tal y como se describe en el apartado
2.3.1.1. Los derivados se analizan por CGL-EM segln la instrumentacién y las
condiciones cromatograficas descritas en el apartado 2.3.1.3. El cromatograma y los
espectros de masas obtenidos para la fracciéon F2 se muestran en las Figuras 4.3, 4.4 y 4.5,

respectivamente.
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Figura 4.3. Cromatogramas de CGL-EM de los O-trimetilsililderivados de los metil
glicdsidos procedentes de la fraccion F2 siguiendo el ion a m/z 173 (A) y m/z 378 (B).
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Figura 4.4. Espectro de masas del pico a tg = 8:30 min correspondiente al
O-trimetilsililderivado del metil glicésido de la N-acetilglucosamina.
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Figura 4.5. Espectro de masas del pico a tg = 8:34 min correspondiente al

O-trimetilsililderivado del N-acetilglucosaminitol. Se representa esquema de fragmentacion.
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En todas las fracciones analizadas se detecta la presencia de N-acetilglucosamina
como pico mayoritario y N-acetilglucosaminitol como componente minoritario.

4.1.4. Determinacién de la configuracién absoluta.

La determinacién de la configuracién absoluta de la N-acetilglucosamina
componente de los factores de nodulacion de R. gallicum bv. gallicum R602, se realiza a
través de la formacion de los butil glicdsidos, tal y como se describe en el apartado
23.2.1.

En la Figura 4.6 se muestran los cromatogramas correspondientes a la formacién
de los O-trimetilsilderivados de los (+)-2-butil glicésidos (I) y (+)-2-butil glicésidos (II)
de la fraccion F2.

1 11
D-GleNAc D-GlcNAc
19:47 19:47
L-GlcNAc
19:57

. "o

e

20:07 20:07

Figura 4.6. Cromatogramas de CGL-EM de los 2-butil 2 N-acetamido-
2-desoxi-3,4,5-tri-O-trimetilsililglucdsidos de F2, obtenidos al tratar la
muestra con (+)-butan-2-ol (I) y (+)-butan-2-ol (II).

Por comparaciéon con los datos obtenidos para monosaciridos patrones se
concluye que la N-acetilglucosamina que compone los factores de nodulacién de R.
gallicum bv. gallicum R602 pertenece a la serie D.
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4.1.5. Estudio de los factores de nodulacién mediante Espectrometria de Masas.

Las fracciones aisladas mediante HPLC de Rhizobium gallicum bv. gallicum
R602 se estudian por Espectrometria de Masas. En este analisis se emplean las siguientes
técnicas: FAB-MS, ES Q-0-TOF, MALDI Q-o-TOF vy técnicas de Espectrometria de
Masas en tandem (CID MALDI Q-o-TOF).

4.1.5.1. Estudio por FAB.

Las muestras aisladas se preparan para su andlisis por FAB disolviéndolas en
dimetilsulféxido (10 pg/ul), tal y como se describe en el apartado 2.3.5.1.1. Se obtiene
los siguientes resultados: ‘

Fraccion F1

El espectro FAB-MS de la fraccion F1 se muestra en la Figura 4.7. Se observa un
tinico ion pseudomolecular [M-H+2Na]" a m/z 1370. El espectro se registra en modo
positivo y se utiliza la matriz glicerol:alcohol m-nitrobencilico (1:1). Este factor de
nodulacién se encuentra sulfatado,” ya que se observa la pérdida de 102 Th a m/z 1268
correspondiente al ion [M+Na-SO;Na]’. No se identifica la serie de iones oxonios
completa, salvo la sefial a m/z 1045, que se asigna al ion oxonio Bs mas Na.

La diferencia de 325 Th (102+223 Th) entre el ion pseudomolecular [M-H+2Na]"
a m/z 1370 y el ion-fragmento By a m/z 1045 indica que la unidad de
N-acetilglucosaminitol, detectada en el andlisis de azlcares, se encuentra sustituida por el
grupo sulfato y constituye el aglicon del oligosacarido.

Cuando el espectro de FAB se realiza usando tioglicerol y Nal como matriz, no se
observa ion-aducto con tioglicerol [M-H+2Na+Tiog]", indicando la presencia de un acido
graso saturado.”
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Figura 4.7. Espectro de FAB de la fraccién F1. Se representa esquema de
fragmentacion

De acuerdo con estos resultados, se propone que el factor de nodulacién de ion
pseudomolecular a m/z 1370 corresponde a un oligosacérido formado por tres unidades de
N-acetilglucosamina, una unidad de MN-acetilglucosaminitol sustituida por un grupo
sulfato y una unidad de N-acilglucosamina como terminal no reductor que se encuentra
sustituido por un grupo N-Me y un é4cido graso saturado de dieciséis carbonos. La
estructura propuesta para €l factor de nodulacién presente en la fracciéon F1 se muestra en
la Figura 4.8. Su estructura se representa por: IV-GlcNAc-o0l (C49, NMe, S)

OH OH OH OH o..
"o 0 0 o) o) 0.
RO Oho OHo o oo O--150,Na
N, NHAc NHAc

, NHAc NHAc
C16:0 Me

Figura 4.8. Factor de nodulacidn presente en la fraccién F1: IV-GlcNAc-ol (Cj6.0, NMe, S).
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Fraccion F2

El espectro de FAB de esta fraccién se muestra en la Figura 4.9. Se registra en
modo positivo usando glicerol:alcohol m-nitrobencilico (1:1) como matriz. Contiene
sefiales correspondientes a los aductos de la molécula con sodio y con potasio. Asi, las
sefiales a m/z 1396 y a m/z 1412 se asignan a los iones pseudomoleculares [M-H+2Na]" y
[M-H+Na+K]’, respectivamente.

SO3Na
100% 157
GleNMe 1 GleNAc | GleNAc { GleNAc 1 GleNAc-ol l 1294
G, M-H+2Na]* = 1396
B,+Na - 665 868 1071 [IE4 I-{+Na+?(]]*: o
B+K - 681 884 1087
B, 440 ’ ’ ’

242
44Q

268 1071 1294 1396

L mi]l " ..Lll N ‘ ,L .||_AJ‘LAA[

I T T ] 1] 1 T |
800 1000 1200 1400 M2

0%—

Figura 4.10. Espectro de FAB de la fraccion F2. Se muestra el esquema de
fragmentacidn, indicando la serie de iones oxonios.

La pérdida de 102, caracteristica del grupo NaSO;, se aprecia en la sefial a m/z
1294. De este dato se deduce que el factor de nodulacién que contiene la fraccion F2 esta
sulfatado. Al igual que en Fl, la pérdida de 325 Th indica la presencia de
N-acetilglucosaminitol sulfatado, como aglicon del oligosacérido. Ademas, se asignan la
serie de iones oxonios procedente del ion pseudomolecular: m/z 1071 y 1087 (B4 mas Na
y més K, respectivamente); m/z 868 y 884 (B; mas Na y mas K, respectivamente); m/z
665 y 681 (B, mas Na y mas K, respectivamente) y por Gltimo m/z 440 asignado a B;.
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Cuando el espectro de FAB de la fraccién F2 se realiza utilizando como matriz,
tioglicerol y Nal como aditivo, se observa una sefial a m/z 1504 que corresponde al ion
aducto [M-H+2Na+Tiog]", lo que indica la presencia de un 4cido graso insaturado. La
relacion m/z de By, indica que este factor de nodulacién lleva en el terminal no reductor
un 4cido graso monoinsaturado de dieciocho atomos de carbono y un grupo N-metilo.

De estos resultados se deduce que el componente de la fraccién F2 es un
lipooligosacarido de tres unidades de N-acetilglucosamina, una unidad de
N-acilglucosamina y una unidad de N-acetilglucosaminitol sulfatada. El terminal no
reductor contiene un grupo N-Me y el acido graso Cig; (Figura 4.11). Su estructura se
resume como: IV-GleNAc-ol (Cig.1, NMe, S).

OH OH OH OH 0..
Ho o] o) o] 0 0.
2o Oho Ofio %o 070 O... 1SO;Na
N NHAc NHAc NHAc NHAC
C Me

18:1

Figura 4.11. Factor de nodulacion presente en la fraccion F2: IV-GlcNAc-ol (Cis,1, NMe, S).

Fraccion F3

En el espectro de FAB de la fraccién F3 que se muestra en la Figura 4.12 aparece
un Unico ion pseudomolecular [M-H+2Na]" a m/z 1398. El espectro se registra en modo
positivo utilizando la matriz glicerol:alcohol m-nitrobencilico (1:1).

Los iones-fragmento B, identificados son los siguientes: m/z 1051, 1073 y 1089
(B4, B, mas Na y B, mas K, respectivamente); m/z 848, 870 y 886 (B;, B; mas Na y B;
mas K, respectivamente); m/z 645, 667 y 683 (B,, B, mas Na y B; mas K,
respectivamente) y por altimo a m/z 442 y 464 (B; y B; mas Na). Este factor de
nodulacién también se encuentra sulfatado. La pérdida de NaSO; aparece a m/z 1296.

La relaciéon m/z de B; indica que el terminal no reductor se encuentra sustituido
por un 4cido graso saturado de dieciocho carbonos y un grupo N-Me. El espectro de FAB
realizado empleando la matriz tioglicerol y Nal no muestra ion-aducto con tioglicerol. Por
tanto, este factor de nodulacién se encuentra acilado por un acido graso saturado.
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Figura 4.12. Espectro de FAB de la fraccion F3. Se muestra el esquema de

fragmentacion, indicando la serie de iones oxonios.

Se concluye que la molécula sefial encontrada en esta fraccién estd compuesta por
tres unidades de N-acetilglucosamina, una unidad de N-acetilglucosaminitol sulfatada y
una unidad de N-acilglucosamina que forma el terminal no reductor del oligosacarido.
Esté sustituido por un acido graso saturado de dieciocho atomos de carbono y un grupo
N-metilo en el terminal no reductor. Su estructura se resume en: IV-GIcNAc-ol (Cig.y,
NMe, S). La estructura propuesta para el LCO presente en la fraccion F3 es:

OH OH OH
HO (o] 0O 0
HO OHo OHo OH
,N\ NHAc NHAc
C Me

18:0

OH O..
o 0.
0 0o O... SOsNa
NHAc

NHAc

Figura 4.13. Factor de nodulacién presente en la fraccion F3: IV-GlcNAc-o0l (Cyg.9, NMe, S).
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Fraccion F4

El espectro de FAB de la fracciéon F4 se muestra en la Figura 4.14. Aparecen dos
iones pseudomoleculares.

- m/z 1398, asignado a [M-H+2Na]". Este ion ya aparecié en la fraccién anterior y
se corresponde con el factor de nodulacién IV-GlcNAc-o0l (Ciz.0, NMe, S).

- m/z 1440 asignado a [M’-H+2Na]", se diferencia del anterior en 42 Th y que
podria corresponder al factor de nodulacién anterior con un grupo acetilo
descrito por: IV-GlcNAc-ol (Cis, NMe, Ac, S).

Se asignan, ademds, las sefiales a m/z 1338 y 1296 a las pérdidas SO;Na de los
iones a m/z 1440 y 1398, respectivamente. No se identifica la serie de iones oxonios
completa para ninguno de los dos iones pseudomoleculares. Cuando el espectro de FAB
se realiza usando tioglicerol y Nal (Figura 4.14) ninguno de los dos iones dan sefial con
tioglicerol [M-H+2Na+Tiog]" y [M’-H+2Na+Tiog]’, respectivamente, que indique la
presencia de un 4cido graso saturado en la dos moléculas.

100%— 819

[M’-H+2Na]

1440

1338 [M;I_%-g.z a]‘

1298

0%~

Figura 4.14. Espectro de FAB de la fracciéon F4 realizado con glicerol:alcohol
m-nitrobencilico. En el recuadro se muestra la regién pseudomolecular del espectro de
FAB realizado con tioglicerol (con Nal)
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Para comprobar la presencia del factor de nodulacion acetilado, se realiza una
des-O-acetilacién de la fraccion F4. La muestra (100 pg) se trata con NH,OH:MeOH
(1:1) (100 pl) durante 12 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, la mezcla se
evapora a sequedad y el sélido resultante se disuelve en DMSO para su posterior analisis
por FAB. Los espectros de FAB que se obtienen se muestran en la Figura 4.15.

Después del tratamiento, la sefial a m/z 1440 correspondiente al factor de
nodulacion acetilado desaparece. Las sefiales a m/z 1354, 1376 y 1398 se asignan a
[M+H]", [M+Na]" y [M-H+2Na]", respectivamente, correspondientes a los factores de
nodulacién IV-GleNAc-ol (Cig.0, NMe, S) y IV-GlcNAc-ol (Cis0, NMe, Ac, S) después
de desacetilar. También se asigna la sefial a m/z 1296 a la pérdida de SO;Na y la sefial
1073 al ion oxonio B, mas Na.

100% 973
[M-H+2Na]'
1398
1400
[M-H+2Na]"
[M+Na]+ 1398
1073 1296 1376
995 1g30
957 [M+H]+
b 1354 |
0% e il KR i TR e it

mz

Figura 4.15. Espectro de FAB de la fraccion F4 des-O-acetilada realizado con
glicerol:alcohol  m-nitrobencilico. En el recuadro se muestra la region
pseudomolecular del espectro de FAB realizado con tioglicerol (con Nal)

De estos resultados se deduce que el factor de nodulacion presente en la fracciéon F4
y cuyo ion pseudomolecular aparece a m/z 1440 esté acetilado. No se detecta la serie de
iones oxonio en el espectro de FAB y por tanto no es posible localizar la posicidn exacta
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del grupo acetilo dentro de la molécula. Se corresponde con IV-GlcNAc-ol (Clg:O,NMe,
Ac, S).

OH OH OH OH 0...
HO o (0] 0 o} O..
2 o%o Ofio OHO 0o O... }SO;Na, Ac
/N\ NHAc NHAc NHAc NHAc
C18:0 Me

Figura 4.16. Factor de nodulacion presente en la fraccion F3 IV-GlcNAc-ol (Ci5.0, Me, S, Ac).

4.1.5.2. Estudio por MALDI Q-0-TOF, ES Q-0-TOF y CID MALDI Q-o-
TOF.

Las fracciones aisladas por HPLC de R. gallicum bv. gallicum R602 se estudiaron
mediante MALDI Q-0-TOF, ES Q-o-TOF y CID MALDI Q-0-TOF.

Las muestras se preparan para su analisis por electrospray tal y como se indica en
el apartado 2.3.5.1.2. Las muestras se disuelven en una disolucién de
acetonitrilo:agua:acido férmico (50:50:0,1) (100 ul) y se introducen en el
espectrometro de masas a un flujo de 1ul/min. Para el analisis por MALDI se utiliza el
acido o-ciano-4-hidroxicindmico como matriz que cocristaliza con la muestra
previamente disuelta en acetonitrilo:agua:acido férmico (50:50:0,1) (100 ul)

Fraccion F1

El espectro de electrospray de la fracciéon F1 registrado en modo negativo y en
modo positivo (recuadro) se muestra en la Figura 4.17. En ambos casos, sélo aparece un
ion pseudomolecular en dicha fraccién. El pico que aparece a m/z 1324 en el espectro
registrado en modo negativo se asigna a [M-H] y el pico que aparece a m/z 1370 en el
espectro registrado en modo positivo se asigna al ion pseduomolecular [M-H+2Na]".
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00, 1609772

[M-H+2Na]"

1370,7753

7539711

1300 1350 1400 1450

"z

IV-GIcNACOH (C,,., NMe, S)
[M-HJ
13239411

998,9455

016,9532

78,9848

ik

750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450
mz

Figura 4.17. Espectro de electrospray realizado en modo negativo de la fraccion F1.
Recuadro: Region pseudomolecular del espectro de ES de la fraccion F1 registrado en modo
positivo.

Con el fin de completar la asignacién de los factores de nodulacion producidos por
Rhizobium gallicum bv. gallicum R602 se realiza el espectro de masas en tandem. El
espectro MALDI CID Q-0-TOF que se obtiene por fragmentacion del ion
pseudomolecular [M-H+2Na]" a m/z 1370, se muestra en la Figura 4.18.

Se identifican tanto la serie de iones-fragmento Y, (mas Na) formada por los
iones a m/z: 348, 751, 754 y 957; como algunos de los iones oxonios B, m/z 842
[Bi;+Na]™ y m/z 1045 [B,+Na]". Los iones a m/z 1250 y 837 proceden de la pérdida de
SONa y H,O del ion pseudomolecular [M-H+2Na]® y del ion-fragmento Y,
respectivamente. La relacion m/z del ion-fragmento Y, demuestra claramente la presencia
de glucosaminitol sulfatado como aglicén.
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Y,
- 957,3168
[M-H+2Na]’
1370,6524
Y,
5511565
%1 B.Y, Y,
\ 235?4 7542216
| 63%42Y7(4)5
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-SO.Na 1045,6321
Y, HO B, 6321 M.H+2Na]
3480471 837.3517 8425231 -SO,Na-H,0
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Figura 4.18. Espectro de masas CID MALDI Q-o-TOF del ion m/z 1370. Los iones-
fragmento estan asignados.

En la Figura 4.19, se detalla el esquema de fragmentacion y se representan todas
las fragmentaciones encontradas procedentes de roturas simples dentro de la molécula.

957 551 348
HO
NHAc
C160
842 1045

Figura 4.19. Esquema de fragmentacion CID MALDI Q-o-TOF del factor de
nodulacién IV-GleNAc-ol (Cig9, NMe, S). Se muestra la asignacion de los
iones-fragmento B, e Y, encontrados.
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Por tltimo, se identifican algunos iones-fragmento procedentes de roturas dobles:
a m/z 429 asignado a B,Y; y/o B3Y, y a m/z 632 asignado a BsY..

Estos datos confirman que el factor de nodulacion presente en la fraccion F1 es
un lipooligosacarido de tres unidades de N-acetilglucosamina, una unidad de
N-acilglucosamina y una unidad de N-acetilglucosaminitol sustituida por un grupo
sulfato. Ademas, este oligosacarido se encuentra sustituido en el terminal no reductor por
un grupo N-metilo y un 4cido graso saturado de dieciséis 4tomos de carbono.

Fraccion F2

El espectro de masas de ES Q-0-TOF de la fraccion F2 (Figura 4.20) muestra los
iones pseudomoleculares [M-H+2Na]” y [M-H+Na+K]" a m/Zz 1396 y 1412,
respectivamente. Se muestra, ademas, la region pseudomolecular del espectro de MALDI
realizado en esta fraccion, asignandose los iones a m/z 1390, 1396 y 1412 a los iones
pseudomoleculares [M+K]", [M-H+2Na]" y [M-H+Na+K]", respectivamente.

706,8719
100

M+K]'
1390,6843
[M-H+Na+K]
[M-H2N hara goss

1 78739

~

1350 100 1430

e

IV-GIcNACOH (C,,,, NMe, S)
[M-H+2Na]'
1396,7638

791,6794
835,7075

1029,5911 4127444

e

700 750 800 850 900 950 1000 1050 . 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450
mz

Figura 4.20. Espectro de electrospray de la fraccion F2. Recuadro: Regién pseudomolecular
del espectro de MALDI.
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Para comprobar los resultados obtenidos se realiza el espectro de masas CID
MSMS. Se selecciona y fragmenta el ion pseudomolecular a m/z 1396. Se identifican los
iones-fragmento B, e Y, producidos, asi como algunos procedentes de roturas dobles
dentro de la molécula (Figura 4.21).

La serie de iones B, (B,+Na) estd formada por los siguientes iones a m/z: 1071,
868, 665 y por ultimo a m/z 440 (B,); y la serie de iones Y, (mas Na) a m/z: 957, 754, 551
y 348. Los iones a m/z 1276 y 837 provienen de la pérdida de SO;Na y H,O del ion
pseudomolecular [M-H+2Na]" y del ion-fragmento Y,, respectivamente. Por tltimo, se
identifican los siguientes iones tipo B, Y,: a m/z 226 que se asigna a B,Y4, B3Y3 y/0 B4Y>,
a m/z 429 que se asigna a B, Y3 y/o ByY4 y a m/z 632 al ion-fragmento B,Y..

Y,
0 v 957.3266
] 5511598
[M-H-+2Na]’
1396,6813
B4Y3 Y3
B.Y, 754,2139
o1 429,1698
B,
BY B.Y, B 1071,6662 [M-H+2Na]
Y, 6322607 3 -SO.Na-H.O
B.Y, 868.5557 : ’
Y, 1276,7174
B)Y, 3450587
226,0868 837.3719 Y,
B, B, SONa
40,3564 65,4311 3
-Hy
ol [l i |
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500

nmz

Figura 4.21. Espectro de masas CID MALDI Q-o-TOF del ion m/z 1396

En la Figura 4.22 se muestra el esquema de fragmentacién de la molécula sefial
presente en la fraccién F2 de ion pseudomolecular [M-H+2Na]" a m/z 1396. Se
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representan todas las fragmentaciones encontradas procedentes de roturas de los enlaces
glicosidicos.

957
Y,
OH o 0
0N |0 o o._}sogNa
N
N NHAc
C1/8:1 Me
Bi-Na
440

Figura 4.22, Esquema de fragmentaciéon CID MALDI Q-o-TOF del factor de
nodulacién IV-GleNAc-ol (Cig, NMe, S). Se muestra la asignacion de los iones-
fragmento B, e Y, encontrados.

El andlisis de los datos obtenidos confirman que el grupo sulfato se encuentra
localizado en la unidad de N-acetilglucosaminitol y el grupo N-metilo y el 4cido graso
(Cis) en el terminal no reductor del oligosacarido.

Fraccion F3

El espectro de masas ES Q-0-TOF registrado en modo positivo de la fraccion F3
se muestra en la Figura 4.23. En el recuadro, se muestra la regién pseudomolecular del
espectro de masas MALDI Q-o-TOF de esta misma fraccién.

En el espectro de electrospray se identifica el ion pseudomolecular mayoritario a
m/z 1398, asignado a [M-H+2Na]", mientras que en el espectro MALDI se identifican,
ademas: [M+K]" a m/z 1392; [M-H+Na+K]" a m/z 1414, y por ultimo, [M-H+2K]" a m/z
1430. Todos estos iones corresponden al factor de nodulacién IV-GlcNAc-ol (Cis,9, NMe,
S).
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Figura 4.23. Espectro de electrospray realizado en modo positivo de la fraccion F3. Recuadro:
Regién pseudomolecular del espectro de MALDI de la fraccion F3 registrado en modo

positivo.

El espectro CID MALDI Q-0-TOF obtenido por fragmentacién del ion a m/z 1398 se

muestra en la Figura 4.24. Contiene diferentes tipos de iones-fragmento.

Los iones oxonios aparecen a m/z 1073, 870, 667 y 464. Los iones-fragmento Y,
aparecen a m/z 957, 754, 551 y 348. Los iones a m/z 1278 y 837 provienen de la pérdida
de SO;Na y H,O del ion pseudomolecular [M-H+2Na]" y del ion-fragmento Y,
respectivamente. La serie de iones-fragmento procedentes de roturas dobles dentro del
oligosacarido (tipo B,Y,) se han identificado a m/z 226 asignado a B,Y4, B3Y3 y/0 B,Y>, a
m/z 429 asignado a B,Y3y/0 B3Y4 y a m/z 632 asignado a B,Y,.
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Figura 4.24. Espectro de masas CID MALDI Q-o-TOF del ion m/z 1398

A continuacién (Figura 4.25) se detalla su esquema de fragmentacion y se
representan todas las fragmentaciones encontradas procedentes de roturas simples dentro
de la molécula.

551
(0]
(0]
H O.-}SoaNa
NHAC NHAC NHAC
C1so
464 667 870

Figura 4.25. Esquema de fragmentacién CID MALDI Q-o-TOF del factor de nodulacién
IV-GlcNAc-ol (Cy50, NMe, S). Se muestra la asignacién de los iones-fragmento B, e Y,
encontrados.
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De estos datos se concluye que el factor de nodulaciéon en F3 se trata de un
oligosacérido cuyo esqueleto esta constituido por tres unidades de N-acetilglucosamina,
una unidad de N-acilglucosamina y una unidad de N-acetilglucosaminitol sustituida por
un grupo sulfato. En el terminal reductor se encuentran un grupo N-metilo y el 4cido
graso C]g;o.

Fraccion F4

El espectro de masas ES Q-o-TOF registrado en modo positivo de la fraccién F4
se muestra en la Figura 4.26. En el recuadro, se muestra la regiéon pseudomolecular del
espectro de masas MALDI Q-0-TOF de esta misma fracciéon. Se identifican dos
moléculas de reconocimiento:

- [M-H+2Na]" a m/z 1398. Junto a este pico aparecen [M+K]'a m/z 1392 y
[M-H+Na+K]" a m/z 1414,

- [M’-H+2Na]" a m/z 1440. Junto a este pico aparecen [M’+K]'a m/z 1334 y
[M’-H+Na+K]"a m/z 1456.
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IV-GIcNACOH (C,,., NMe, S)  ~ [M'-H+2Na]
[M_H+2Na]+ \ 1440,8007 ,
1398,7989 {M’+Na]

1094.7236 . 1418 8103
[M+Na]

1376,7949 1434,1819

|

1 { i i 1 f
0 e d e i ! I i !
i T [TV T (ORRTTY TRVR) TR YO o o | |
o T R ! ‘

1050 1100 1150 1200 1250, 1300 1350 1400 1450

1073,7001

1316,8568

Figura 4.26. Espectro de Electrospray realizado en modo positivo de la fraccion F4.
Recuadro: Region pseudomolecular del espectro de MALDI de la fraccidn F4 registrado en
modo positivo.
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El espectro de CID MALDI Q-0-TOF obtenido para la molécula sefial presente
en la fraccion F4 y de ion pseudomolecular [M-H+2Na]" a m/z 1440, se muestra en la
Figura 4.27. Contiene diferentes tipos de iones-fragmento. La serie de iones [B,+Na] es:
m/z 1073, 870, 667 y 464 y la serie de iones [Y,+Na]": m/z 999, 796, 593 y 390.

Por ultimo, se identifican algunos iones-fragmento procedentes de roturas dobles:
a m/z 226 asignado a B,Y,, B;Y3 y/o B4Y5, a m/z 429 asignado a B4Y; y/o B3Y,y a m/z
632 asignado a ByY,.

De estos resultados, principalmente de la relacion m/z del ion-fragmento Y, se
deduce que el grupo acetilo y el grupo sulfato se encuentran localizado en la unidad de
N-acetilglucosaminitol. Por otra parte, los iones a m/z 1260 y 819 provienen de la pérdida
de SO3Na, H,0 y CH;COOH del ion pseudomolecular [M-H+2Na]" y del ion-fragmento
Y., respectivamente. Ademas, también se identifica el pico a m/z 533 como Y, menos
AcOH.
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Figura 4.27. Espectro de masas CID MALDI Q-o-TOF del ion m/z 1440.
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A continuacién (Figura 4.28) se detalla su esquema de fragmentacion y se
representan todas las fragmentaciones encontradas procedentes de roturas simples dentro
de la molécula.

999
Y,
OH o O..
N, NHAc
Cigo Me
B,
464

Figura 4.28. Esquema de fragmentacion CID MALDI Q-o-TOF del factor de nodulacién
IV-GleNAc-ol (Cyg0, NMe, Ac, S). Se muestra la asignacién de los iones-fragmentos B, e
Y. encontrados.

Los datos obtenidos confirman que se trata de un oligosacarido de tres unidades
de N-acetilglucosamina, una unidad de N-acetilglucosaminitol y una unidad glucosamina
acilada por un 4cido graso saturado de dieciocho atomos de carbono. La unidad de
GIcNAc-ol se encuentra sustituida por un grupo sulfato y un grupo acetilo y el terminal
no reductor por un grupo N-metilo.

Los resultados del andlisis por Espectrometria de Masas de los factores de
nodulacién producidos por la bacteria R. gallicum bv. gallicum R602 estan recogidos en
la siguiente figura:
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Figura 4.29. Resultado del analisis por Espectrometria de Masas de las
fracciones F1-F4.

4.1.6. Analisis por metilacién.

La metilacién de la fraccion F2 se realiza segun el método de Ciucanu y Kerek >
descrito en el apartado 2.3.3.1. Los acetatos de alditoles parcialmente metilados obtenidos
se analizan por CGL-EM segun la instrumentacién y las condiciones cromatograficas
descritas en el apartado 2.3.3.4. El proceso de metilacién y el estudio de sus acetatos de
alditoles parcialmente metilados se realiza de la misma forma que para los factores de
nodulacién de Rhizobium giardinii bv. giardinii H152 salvo por una modificacion: el
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oligosacérido permetilado e hidrolizado se reduce con NaBD,, en lugar de NaBH,, con el
objeto de marcar el carbono carbonilico y distinguir asi los alditoles procedentes de las
unidades de N-acetilglucosamina y de la unidad de N-acetilglucosaminitol presente en el
oligosacérido. Finalmente, se acetila para su posterior analisis por CGL-EM.

Los acetatos de alditoles parcialmente metilados que se identifican son:

¢ 1,5-di-O-acetil-1-deutero-3,4,6-tri-O-metil-N-acetil-N-metilglucosaminitol,
procedente de un residuo de N-acetilglucosamina no sustituida que forma el
terminal no reductor del oligosacarido (Pico A).

¢ 4,6-di-O-acetil-1,3,5-tri-O-metil-N-acetil-N-metilglucosaminitol, procedente
de la unidad de N-acetilglucosaminitol sustituida en O-6 y en O-4 (Pico B).

¢ 1,4,5-tri-O-acetil-1-deutero-3,6-di-O-metil-N-acetil-N-metilglucosaminitol,
procedente de los residuos de N-acetilglucosamina sustituida en O-4 (Pico C)

El cromatograma registrado por CGL-EM para la fracciéon F2 se muestra en la
Figura 4.30. Los espectros de masas de los picos que aparecen en el cromatograma se
detallan en las Figuras 4.31, 4.32 y 4.33.
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Figura 4.30. Cromatograma de CGL-EM de los acetatos de alditol
parcialmente metilados del oligosacarido IV-GIcNAc-ol (Cy5.;, NMe S).
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Figura 4.31. Espectro de masas y esquema de fragmentacion del 1,5-di-O-
acetil-1-deutero-3,4,6-tri-O-metil-N-acetil-N-metilglucosaminitol ~ procedente
del analisis de metilacién de la fraccion F2 (Pico A)
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Figura 4.32. Espectro de masas y esquema de fragmentacion del 4,6-di-O-
acetil-1,3,5-tri-O-metil-N-acetil-N-metilglucosaminitol procedente del analisis
de metilacion de la fraccidon F2 (Pico B).
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Figura 4.33. Espectro de masas y esquema de fragmentacién del 1,4,5-tri-O-
acetil-1-deutero-3,6-di-O-metil-N-acetil-N-metilglucosaminitol procedente del
analisis de metilacion de la fraccién F2 (Pico C).

El oligosacarido presente en la fraccién F2, identificado como IV-GlcNAc-ol
(Ci5.1, NMe, S), presenta un residuo de glucosamina terminal (Figura 4.26), glucosamina
sustituida en la posicién 4 (Figura 4.27) y, por dltimo, un residuo de glucosaminitol
sustituido en las posiciones 4 y 6 (Figura 4.28). Si el enlace (1—4) se mantiene en todo
el oligosacérido, estos datos podrian confirmar que el grupo sulfato se encuentra
localizado en el O-6 de la unidad de glucosaminitol.

OH OH
HO % - ©
HO o~ .%o o~
NHACc NHAc
D-GlcNAcp-(1» - 4)-D-GlcNAcp-(1»
1
[}
o}
OH
- ’%o OH
NHAc

6
- 4)-D-GIcNAcOH

Figura 4.34, Unidades que componen al factor de nodulacién IV-GlcNAc-ol (Cis.1, NMe, S).
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4.7.  Analisis e identificacion de los acidos grasos.

El andlisis de los 4cidos grasos presentes en las distintas fracciones aisladas se
realiza segun lo descrito en el apartado 2.3.4.1. Los 4cidos grasos se analizan por
CGL-EM mediante la formaciéon de sus correspondientes ésteres metilicos. La
localizacién del doble enlace en el caso de 4cidos grasos insaturados (fraccion F2) se
realiza analizando los espectros de masas del bis-(metiltio) derivado, tal como se describe
en el apartado 2.3.4.2.

Fraccion F1

El cromatograma y espectro de masas del analisis de los ésteres metilicos de la
fraccion F1 se muestra en la Figura 4.35. Se observa un tnico pico con tg = 14:15 min. El
dato del tiempo de retencion junto con su espectro de masas permite identificarlo como el
4cido hexadecanoico o acido palmitico (Cigy).

100%— 74

14:15

o)

PPN N
Mjw oM

e

1400
87 1441

0%~

200 230 300 3% 400 ado 500 550 600 630 mz

Figura 4.35. Espectro de masas del éster metilico del acido hexadecanoico o éacido
palmitico (tg = 14:15 min). Recuadro: Ampliacién del cromatograma CGL-EM obtenido
para la fraccion F1.
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Fraccion F2

El cromatograma y espectro de masas del analisis de los ésteres metilicos de la
fraccion F2 se muestra en la Figura 4.36. El pico cromatografico tiene un tg= 11:05 min.
Este dado junto con su espectro de masas permite identificarlo como el 4cido
octadecenoico (Ciz.g).
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Figura 4.36. Espectro de masas del éster metilico del 4cido octadecenoico (tg = 11:05
min). Recuadro: Ampliacién del cromatograma CGL-EM obtenido para la fraccion F2.

Para localizar la insaturacion se prepara el bis-(metiltio) derivado del éster
metilico. El espectro de masas y el cromatograma que se obtiene se muestran en la Figura
4.37. De estos datos se deduce que se trata del metil éster del acido octadec-11-enoico o
acido vacénico.
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Figura 4.37. Espectro de masas del bis-(metiltio) derivado del éster metilico del acido
vacénico (Cyg.a11). Recuadro: Ampliacién del cromatograma CGL-EM obtenido para la
fraccion F2.

Fraccion F3y F4

El analisis de los ésteres metilicos de las fracciones F3 y F4 muestra la presencia
de un Unico acido graso en ambas fracciones.. El dato del tiempo de retencion
(tg = 16:17 min) y su espectro de masas permite identificarlo como el metil éster del
acido octadecanoico o acido estedrico (Cis). El cromatograma y espectro de masas del
andlisis de los ésteres metilicos de la fraccion F4 se muestra en la Figura 4.38.
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Figura 4.38. Espectro de masas del éster metilico del 4cido octadecanoico o 4cido estedrico
(tg. = 16:17 min). Recuadro: Ampliacién del cromatograma CGL-EM obtenido para la
fraccion F4.

4.1.8. Estudio por RMN de la fraccién F2.

La fraccién F2, que contiene la molécula sefial IV-GlcNAc-ol (Cys.1, NMe, S), se
estudia por resonancia magnética nuclear. Se realizan los experimentos 'H-RMN,
BC-RMN, DQF-COSY, TOCSY, HSQC y NOESY, tal como se indica en el apartado
2.3.6.

Dada la escasa cantidad disponible no es posible realizar la asignacion completa
del factor de nodulacién aunque si asignar las sefiales correspondientes al terminal no
reductor y algunas sefiales de los residuos internos del oligosacarido, ademas del 4cido
graso y los grupos N-Me y N-Ac. Las asignaciones se recogen en las Tablas 4.1 y 4.2

En el espectro de '"H-RMN (Figura 4.39) se observan a campo alto sefiales
correspondientes al grupo acilo. El triplete a 8y = 0,84 ppm se asigna a un grupo metilo
alifatico y el multiplete a 8y = 1,28 ppm se asigna a los grupos metilenos del esqueleto
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del 4cido graso. La sefial a 8y = 1,46 ppm se asigna al grupo metileno que esta en 3 con
respecto al grupo carbonilo del 4cido graso; el grupo metileno en o aparece oy = 2,25
ppm. El multiplete que aparece a dy = 1,97 ppm se asigna a los grupos metilenos
contiguos al doble enlace. Por ultimo, la sefial a 8y = 5,33 ppm corresponde a los
protones olefinicos del 4cido graso insaturado que se correlaciona con una sefial a
8¢ =130,0 ppm en el espectro HSQC. En el experimento DQF-COSY (Figura 4.40) se
muestra la asignacion realizada.

El singulete a 8y = 2,73 ppm corresponde al grupo N-Me y se correlaciona en el
experimento HSQC (Figura 4.41) con una sefial adc = 27,29 ppm. El experimento
NOESY confirma que el grupo N-Me se encuentra localizado en el terminal no reductor
(Figura 4.42).

En la region de los protones anoméricos (entre 4-5 ppm) se muestra una sefial a
Oy = 4,67 ppm que se asigna al proton anomérico con configuraciéon B del terminal no
reductor. Igualmente se asignan los protones anémericos p (o = 4,45-4,39 ppm) de las
unidades centrales ademas de una sefial a 8y = 4,55 ppm a campo mas bajo que puede
corresponder al protdn andmerico B de la unidad de N-acetilglucosamina enlazada a la
unidad de N-acetilglucosaminitol.

Los sistemas de espin de las diferentes unidades se asignan gracias a los
experimentos DQF-COSY y TOCSY (Figuras 4.40 y 4.42, respectivamente). El resultado
se muestra en la Tabla 4.1. La estructura propuesta para el factor de nodulacién presente
en la fraccion F2 se muestra en la Figura 4.43.



Residuos Posicion
1 2 3 4 5 6a 6b
) Oy 4,67 3,37 3,53 3,16 3,30 3,73 341
B-D-GlceNMeAcil-(1—»>
A
8¢ - - - - - 60,52 -
Sy 4,55 3,53 3,67 3,277 3,107 - -
—>4)-B-D-GIcNAc-(1—>
B
3¢ - 54,47 - - - - -
Sy 4,45-4 39 3,63-3,48 3,287 3,257 - - -
—»4)-B-D-GlcNAc-(1->
C
Sc 101,47 54,83 - 80,98-81,22 - - -

Tabla 4.1. Desplazamientos quimicos de "H y '*C (en ppm) de los aziicares del factor de nodulacién IV-GIcNAc
(Ci3.1,NMe, S) presente en F2.
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Cadenas laterales Posicion
1 2 3 4-9 10,13 11,12 14-17 18
Sy 2,25 1,46 1,28 1,97 5,33 1,28 0,84
Acido Graso (Cyg.)
8¢ - 32,69 24.60 29,01 26,53 129,59 29,01 13,86
Sy 2,23
Metilo
8¢ 27,29
Sy 1,82
Acetilo
8¢ - 22,87

Tabla 4.2. Desplazamientos quimicos de 'H y Bc (en ppm) de las cadenas laterales del factor de nodulacion IV-GlcNAc-ol
(Cis.1, NMe, S) presente en F2.
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Figura 4.39. Espectro 'H RMN registrado a 500 MHz del oligosacarido presente en F2.
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Figura 4.40. Espectro DQF-COSY de la fraccion F2 registrado a 500 MHz.
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Figura 4.41. Espectro HSQC de la fraccion F2 registrado a 500 MHz.
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Figura 4.42. Espectros TOCSY (A) y NOESY (B) de la fraccién F2 registrados a 500 MHz
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NHAc



5. INFLUENCIA DEL pH ACIDQ EN LOS FACTORES DE
NODULACION DE R. tropici CIAT899
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5.1. INFLUENCIA DEL pH ACIDO EN LA PRODUCCION DE LOS
FACTORES DE NODULACION DE Rhizobium tropici CIAT899.

Las bacterias estdn expuestas a variaciones en su medioambiente natural,
incluyendo la limitacién de nutrientes y/o exposicién a condiciones fisicas forzadas, tales
como temperaturas elevadas, acidez, osmolaridad alta o shock oxidativo.’*'® La acidez
del suelo afecta tanto a la resistencia rizobiana como a la rizosfera de las plantas, asi
como a la eficiencia de la nodulacién, especialmente en 4reas tropicales.'®"”’ Los suelos
muy 4cidos suelen tener bajos niveles de fésforo, calcio, molibdeno y altas
concentraciones de aluminio y manganeso, que son, a menudo, toxicos tanto para la
bacteria como para la planta. Bajo estas condiciones, la nodulacion se afecta mas que el
propio crecimiento de la planta hospedadora o la fijacién biolégica de nitrégeno.”'*'*

Rhizobium tropici es una especie que se caracteriza por establecer procesos
simbiéticos con diferentes leguminosas entre ellas, Phaseolus vulgaris (judia). Se ha
aislado en suelos de América del Sur, Francia'® y varios paises africanos.''! Rhizobium
tropici CIAT899 es una cepa que presenta alta tolerancia a la acidez (pH<S5), a la
presencia de metales pesados y a una elevada concentracion de sal, siendo capaz de crecer
a una temperatura de 37 °C. Ademas, es un buen competidor para ocupar los nédulos de
judia en suelos acidos."*'* Constituye, por tanto, un sistema idéneo para el estudio de
sus propiedades simbi6ticas en medios acidificados.''*''* En este capitulo se describe la
influencia del pH 4cido en la formacién de los factores de nodulacién producidos por R.
tropici CIAT899.

5.1.1. Cultivo de bacterias y cromatografia en capa fina de los factores de
nodulacién.

5.1.1.1. Cultivo de bacterias.

Se preparan dos cultivos de Rhizobium tropici CIAT899 crecidos a pH 7,0 y pH
4,6, respectivamente. En ambos casos, el medio de cultivo que se utiliza para crecer las
células es el medio minimo B (apartado 2.1.1). El cultivo en medio acido se consigue
adicionando una disolucién reguladora de 4cido citrico 26 mM y Na,HPO, 4,6 mM
(tampén citrato-fosfato) ajustandose el medio a pH 4,6. Posteriormente el medio se
esteriliza en autoclave a 121 °C durante 20 minutos. Una vez enfriado se vuelve a medir
el pH para comprobar que éste no varia en mas de 0,1 unidades. En el caso del cultivo de
R. tropici CIAT899 a pH neutro se sigue el mismo procedimiento para el crecimiento de
células que se muestra en el apartado 2.1.1.
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En ambos casos la bacteria se crece en presencia y en ausencia de apigenina que
es el flavonoide inductor de la produccion de los factores de nodulacién para esta
bacteria.

5.1.1.2. Cromatografia en capa fina de los factores de nodulacién.

Los factores de nodulacién se marcan radiactivamente in vivo y se analizan por
cromatografia en capa fina, empleando el procedimiento descrito en el apartado 2.1.2. Se
preparan dos cultivos, uno en medio neutro y otro en medio acido (en 1 ml de medio de
cultivo minimo B” cada uno) que se marcan radiactivamente con la adicién de 0,2 uCi de
"C-hidrocloruro de glucosamina. Ambos cultivos se inducen con apigenina para la
produccion de los factores de nodulacién. Posteriormente, los cultivos se dejan crecer
hasta la fase estacionaria. Las moléculas-sefial se extraen con n-butanol saturado en agua
(0,5 ml). La fase n-butanélica se evapora a sequedad y el residuo resultante se
resuspende en n-butanol (40 pl), depositdndose sobre la placa de cromatografia en capa
fina (10 pul). Los factores de nodulacién se eluyen con una mezcla acetonitrilo:agua (1:1).

La placa de c.c.f. obtenida para los dos cultivos, 4cido y neutro, inducidos se
muestra en la Figura 5.1. Se observa un aumento significativo en el nimero y en la
concentracidon de las bandas presentes en la cepa crecida en condiciones acidas (A) con
respecto al medio neutro (B).

A B

Figura 5.1. Cromatografia en capa fina de Rhizobium tropici
CIAT899 pH 4,6 (A) y pH 7 (B).
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5.1.2. Aislamiento y purificacion de los factores de nodulacién

Dos cultivos inducidos para la produccién y aislamiento de los factores de
nodulacion a pH neutro y acido (10 1 cada uno) y dos cultivos no inducidos a pH neutro y
acido (5 1 cada uno), se tratan segun se indica en el apartado 2.2.1.*" Los extractos
butandlicos se concentran a sequedad en el rotavapor a 50 °C y se redisuelven en
acetonitrilo al 60% (5 ml/l de cultivo) dejandose en agitacion durante 12 horas.
Posteriormente, las muestras se diluyen con agua hasta 20% en acetonitrilo. Estas
disoluciones se purifican mediante extraccién en fase sélida (apartado 2.2.2.1). Las
fracciones correspondientes a la elucién con acetonitrilo al 20, 45 y 60 % se concentran y
se liofilizan. Las fracciones del 45% (cultivo a pH &cido y neutro) se cromatografian por
HPLC segun las condiciones descritas en el apartado 2.2.2.2.

Los cromatogramas de HPLC obtenidos para la fraccién del 45% en acetonitrilo
de R. tropici CIAT899 inducido con apigenina a pH acido (A) y pH neutro (B) se
muestran en la Figura 5.2,
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Figura 5.2. Cromatogramas de HPLC del extracto butandlico inducido con
apigenina. A. pH 4,6. B. pH 7,0. Se especifica el gradiente empleado en porcentaje
de acetonitrilo.
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En los cromatogramas de HPLC (Figura 5.2) se observa un importante aumento
en el nimero y é4reas de los picos cromatograficos. Dado el cambio significativo
producido, se procede al aislamiento y purificacion de los factores de nodulacién
excretados en ambos medios.

Se aislan un total de diecisiete fracciones del cultivo a pH neutro distribuidas en
tres zonas de diferente polaridad; Las ocho primeras fracciones se eluyen con 30% de
acetonitrilo, otras ocho con 40% de acetonitrilo y la ultima al 60%. Del cultivo en medio
acido se aislan dieciséis fracciones distribuidas en tres zonas de polaridad diferente, siete
de las cuales se eluyen con 30% de acetonitrilo, ocho al 40% y una al 60%. Las
fracciones se nombran segin su tiempo de retencién en la cromatografia liquida de alta
resolucién. Dado el elevado numero de fracciones y puesto que en cada una de ellas
existe una enorme variabilidad estructural y que ademas, en algunos casos un mismo
factor de nodulacién aparece en fracciones cromatograficas distintas, el estudio de las
moléculas-sefial presentes en ambos cultivos se va a realizar por tipo de oligosacarido
aislado.

5.1.3. Anilisis estructural de los factores de nodulacién por Espectrometria de
Masas.

El analisis estructural de los LCOs producidos por Rhizobium tropici CIAT899
fue publicado por Folch-Mallol et al en 1996." En este estudio se identificaron un total
de dieciséis factores de nodulacién diferentes que se caracterizan por ser oligosacéridos
constituidos por cuatro y/o cinco unidades de glucosamina y sustituidos por un grupo
sulfato localizado en el O-6 del terminal reductor y por un grupo N-Me en el terminal no
reductor. Ademas se identificé un nuevo tipo de factor de nodulacién que tiene como
terminal reductor una unidad de manosa. El resultado de este estudio se recoge en la
Tabla 5.1, donde ademas se representan los iones pseudomoleculares junto con los iones
oxonios identificados.

Dado que en el analisis por Espectrometria de Masas de los factores de
nodulacién producidos por R. tropici CIAT899 en medio 4cido se han empleado técnicas
mas sensibles que las utilizadas por Folch-Mallol et al, y dado que en ese trabajo no se
empled la bacteria nativa, sino un mutante FITA de R. tropici CIAT899 (mutante en
nodD capaz de activar la transcripcién de los genes de nodulacién en ausencia de
inductor), se decidi6 volver a analizar los factores de nodulacién de esta cepa producidos
en condiciones neutras, usando la nueva metodologia para asi poder establecer sin lugar a
dudas la influencia del pH 4cido en la formacién de los factores de nodulacién producidos
por esta cepa.
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Las fracciones aisladas por HPLC de Rhizobium tropici CIAT899 a pH 4,6 y a
pH 7,0 se preparan para su analisis por Espectrometria de Masas tal como se indica en el
apartado 2.5.

[M-H] o [M+H]" Fragmentos B,

(m/2) (m/2) Estructura
1306 -en V(Cie.1, S)
1320 V(Cy6.1, NMe,S)
1322 1023, 820, 617,414  V(Cy40, NMe,S)
1334 1035,832, 629, 426 V(Cig.1, S)
1348 1049, 846, 643,440  V(Cis.1, NMe, S)
1145 846, 643, 440 IV(Cys.1, NM, S)
1308 V(Cieo, S)
1350 1051, 848, 645,442 V(C30, NMe, S)
1147 848, 645, 442 IV(Cis:0, NMe, S)
1376 1077,874, 671,468  V(Cy.1, NMe, S)
1378 1079, 876, 673,470 V(Cag.0, NMe, S)
1215 1035,832, 629, 426 IV-Man(C\3.;)
1256 1035,832, 629, 426 V(Cig.1)
1270 1049, 846, 643, 440 V(Cis.1, NMe)
1053 832, 629, 426 IV(Cisa)
1067 IV(Cig.1, NMe)

Tabla 5.1. Factores de nodulacién de R. tropici CIAT899 encontrados por
Folch-Mallol et a/ (1996) mediante FAB.



170 Influencia del pH dcido en los factores de nodulacion de Rhizobium tropici CIAT899

Todas las estructuras de los LCOs estdn propuestas en base a los resultados de
analisis de azicares y/o metilacién por CGL-EM de algunas de las fracciones aisladas por
HPLC, y fundamentalmente a partir de los resultados de FAB, MALDI-TOF, ES Q-o-
TOF, MALDI Q-0-TOF y del analisis por Espectrometria de Masas en tdndem (CID
MALDI Q-o-TOF y CID ES Q-0-TOF). El empleo de estas técnicas permite identificar
69 oligosacéridos diferentes en los dos cultivos analizados, 56 factores de nodulacién
diferentes producidos en condiciones 4cidas y 29 en condiciones neutras, siendo sélo 16
de estas estructuras comunes en ambas condiciones.

En general, todos los factores de nodulacién aislados procedentes de R. tropici
CIAT899 a pH 7,0 y a pH 4,6 presentan la estructura tipica de las moléculas de
reconocimiento consistente en: un esqueleto lineal de cuatro a cinco unidades de GIcN
sustituido por diferentes acidos grasos en el terminal no reductor (insaturados, saturados o
hidroxilados), pudiendo llevar, ademas, sustituyentes en el terminal reductor y/o en el no
reductor del oligosacérido. La mayoria de los oligosacdridos aislados en ambas
condiciones son similares a los factores de nodulacién descritos por Folch-Mallol et al
para esta cepa.

En total, se identifican hasta seis tipos diferentes de factores de nodulacion entre
los dos cultivos de Rhizobium tropici CIAT899 analizados:

El primer tipo lo forman oligosacaridos sin sustituir, el segundo tipo lo
constituyen LCOs sustituidos por un grupo sulfato en el terminal reductor, el tercero estd
formado por factores de nodulacién sustituidos en el terminal no reductor por un grupo
N-metilo que pueden a su vez, estar sulfatados o no (son los mas abundantes). Estos tres
primeros tipos estan presentes tanto en medio 4cido como en medio neutro. El cuarto tipo
presenta una unidad de manosa como terminal reductor y solo se detecta en condiciones
neutras. El quinto tipo se produce unicamente en condiciones neutras y se caracterizan
por tener un grupo carbamoilo como sustituyente en el terminal no reductor (con o sin
manosa como terminal reductor). Por tltimo, el sexto tipo se produce solamente en medio
acido y tiene dos grupos sulfatos como sustituyentes, uno en el terminal reductor y otro
en el no reductor.

En la Tabla 5.2 se muestra todos los factores de nodulacion identificados, junto
con los iones-fragmento B, ¢ Y,
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[M+Na]®  R. tropici CIAT899 R. tropici CIAT899

Estructura m/z pH 4,6 pH 7,0
e e - nReEmE
V(Cao) 1308 gx; 1087, jii‘]” (632),’ ggi B, 1087, 884, 681, 478
V(Caa) 1306 B, 1085, 882, 679, 476 3 1085, iii’, 2;3 A
V(Cig.0) 1280 B, 1059, 856, 653, 450 -

V(Cig) 1278 B, 1057, 854, 651, 448 -
V(Cis.0) 1252 B, 1031, 828, 625,422 -
V(Ci4.0-0n) 1240 B, 1019, 816, 613,410 -
Vew me . e
V(Ci41) 1222 B, 1001, 798, 595, 392 -
IV (Ca20.0n) 1149 - B, 928, 725, 522
IV(Cao.01) 1121 B, 900, 697, 494 -
IV (Caoo) 1105 B, 884, 681,478 -
IV(Cy0.) 1103 + -

Meuss  m BTRE -
IV(Cys.1) 1075 B, 854, 651, 448 +

IV(Ci6.0.0n) 1065 B, 844, 641, 438 -

IV(Cie0) 1049 B, 828, 625, 422 +

Tabla 5.2. Factores de nodulacién producidos por R. tropici CIAT899 en condiciones
neutras y acidas. Se indica los iones-fragmento tipo B, e Y.



172 Influencia del pH dcido en los factores de nodulacién de Rhizobium tropici CI4T899

Estructura [M+Na]®  R. tropici CIAT899 R. tropici CIAT899
m/z pH 4,6 pH 7,0
IV(C4:0-01) 1037 B, 816, 613, 410 -
[V(Cia) 1021 3" 7 630 ]
IV (Cyo0) 965 B, 744, 541, 338 -

""""" VCens w0 BIOESEL
Vews oy BISSILORGE B o
V(Cigo, S) 1382 B, 1059, 856, 653, 450 -

V(Cis.1, S) 1380 B, 1057, 854, 651, 448 -

V(Cis0, S) 1354 B, 1031, 828, 625,422 -

IV(Cyo.0, S) 1207 B, 884, 681,478 -

IV(Cy.1, S) 1205 - B, 882, 679, 476

IV(Cig, S) 1179 B, 856, 653, 450 -

VCwoonNMeS) 140 B IO .

Vewies pe BURILOTA
VoS use BIELISAR D065 4
V(Cigo, NMe, S) 1368 3’:1045’ ?:g 23 055 ]
V(Ci6.1, NMe, S) 1366 + +
V (Cx.0.08, NMe) 1366 - B, 1145, 942, 739, 536

Tabla 5.2 (continuacidn). Factores de nodulacién producidos por R. tropici CIAT899 en
condiciones neutras y acida. Se indica los iones-fragmentos tipo B, e Y,
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Estructura [M+Na]*  R. tropici CIAT899  R. tropici CIAT899
m/z pH 4,6 pH 7,0
V(Cia0, NMe, S) 1340 B, 1017, 814, 611, 408 ;
V(Caoo.0, NMe) 1338 B, 1117, 914, 711, 508 ;
B, 1115, 912, 709, 506
V(Czo;].o}{, NMC) 1336 - Yn 447’ 650’ 853
B, 1108, 898, 695,492 B, 1108, 898, 695, 492
V{(Caog, NMe) 1322 447 650,853 Y, 447, 650,853
B, 1089, 886, 683, 480
V(Cisoon NMe) 10y 944 447, 650, 853 )
V(C 5.0, NMe) 1294 B, 1073, 870, 667, 464 +
V(C\s.1, NMe) 1292 B, 1071, 868, 665, 462 +
V(Cis0.01 NMe) 1282 B, 1061, 858, 655, 452 ;
B, 1045, 842,639,436 B, 1045, 842, 639, 436
V(Clézo, NMe) 1266 Y. 447, 650, 853
B, 1043, 840, 637, 434
V(Cis1, NMe) 1264y 944, 447, 650, 853 -
V(Cre0.08, NMe) 1254 B, 1033, 830, 627, 424 ;
B, 1017, 814, 611, 408
V(Ciao. NMe) 1238 " 7 447, 650,853 *
IV(Capoom NMe, S) 1237 B, 914,711, 508 ;
B, 989, 786, 583, 380
V(Ciz0, NMe) 1210 - Y, 447,650,853
IV(Cig0, NMe, S) 1193 B, 870, 667, 464 +
IV(Cis.1, NMe, S) 1191 + .
V(C100, NMe) 1182 B, 961,758, 555, 352 ;

Tabla 5.2 (continuacién). Factores de nodulacién producidos por R. tropici CIAT899 en
condiciones neutras y 4cidas. Se indica los iones-fragmento tipo B, € Yo,
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Estructura [M+Nal*  R. tropici CIAT899  R. tropici CIAT899
m/z pH 4,6 pH 7,0
IV(Cis0, NMe, S) 1165 B, 842, 639, 436 -
IV(Ci40, NMe, S) 1137 B, 814, 611, 408 -
IV(CZO:O—OH’ NMC) 1135 Bn 914, 71 1, 508 -
IV(Cis.0.0n, NMe) 1107 B, 886, 683, 480 .
IV(Cig.0, NMe) 1091 B, 870, 667, 464 -
B, 868, 665, 462 B, 868. 665, 462
V(Ciz1, NMe) 1089 Y, 244, 447, 650
IV(Ci6.0, NMe) 1063 - 4
IV(Ci6.1, NMe) 1061 B, 840, 637, 434 -
IV(C1a0.0n, NMe) 1051 B, 830, 627, 424 ;
B, 814, 611, 408 )
IV(C a0, NMe) 1035 7 447 650
B, 812, 609, 406
IV(Cy4.1, NMe) 1033 v 447 650 -
IV (C00, NMe) 979 B, 758, 555, 352 .
IV-Man (Cio0.0m Cb) 1186 - B, 1006, 803, 600, 397
B, 989, 786, 583, 380
IV-Man (Ciz0, NMe) 1169 ; ¥ 406, 609, 812
IV-Man (Cjz;, NMe) 1251 - B, 1071, 868, 665, 462
V(Cio0.0m Cb) 1227 ; B, 1006, 803, 600, 397
V(Ciooom NMe, Cb) 1241 ; B, 1020, 817, 614, 411
V(Ciss, NMe, S, 8) 1496  DBn1173,970, —, — .

Y, 549, 752, 955

Tabla 5.2 (continuacién). Factores de nodulacién producidos por R. tropici CIAT899 en
condiciones neutras y acidas. Se indica los iones-fragmento tipo B, e Y,



Influencia del pH dcido en los factores de nodulacion de Rhizobium tropici CIAT899 175

Los seis tipos de factores de nodulacién identificados por Espectrometria de
Masas son los siguientes:

1) Factores de nodulacion sin sustituir.

Constituyen el primer tipo de moléculas de reconocimiento identificado y a su
vez el mas sencillo. Se producen tanto a pH neutro como a pH acido en muy baja
proporcion hasta el punto de que sélo pueden ser identificados cuando las fracciones se
analizan mediante MALDI Q-0-TOF o Es Q-0-TOF.

Son estructuras simples que no presentan ningun sustituyente en el esqueleto del
oligosacarido, si bien, pueden presentar diversos sustituyentes N-acilos que varian de un
medio a otro. El espectro de masas MALDI Q-0-TOF de la fraccion F55 del cultivo a pH
neutro se muestra en la Figura 5.3. En éste se identifican alguna de estas moléculas.

1306 V(Cyy,)
100
V(Czq 0 ,NMe)
1322
V(Clu»o-omNMe, Cb)
/ 1334
V(C,,) 124 |
I
1224 |
1145 1205 1264 |
i T mmi m 1u|i m el
%20 1140 1160 1180 1200 1220 1240 1260 1280 1300 1320 1340 1360 1380 1400 1420 1440

Figura 5.3. Espectro de masas MALDI Q-o-TOF de la fraccién F55 de R. tropici
CIAT899 en condiciones neutras
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Dada la imposibilidad de realizar estudios por metilacion, acidos grasos y/o RMN
debido a la escasa cantidad disponible, estos oligosacaridos se caracterizan en base al
espectro tandem obtenido. Los espectros CID contienen los iones-fragmento B, ¢ Y, que
permiten identificar el factor de nodulacién aislado. Por ejemplo, en la Figura 5.4 se
muestra el espectro CID-MSMS del ion pseudomolecular a m/z 1224 presente en la
fraccion F55 de R. tropici CIAT899 a pH neutro.

[M+Na]"
100 1224
B.Y,
B,Y,
B,
429
BY,
B,Y, BY v,
B3Y3 632 853
By, B Y, B,
402 394 Y, B, kso B, 1003
B)Y, 447 s97(] 713 800
226

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Figura 5.4. Espectro de masas CID MALDI Q-o-TOF de [M+Na]" a 1224 Th.

La serie de iones [B, +Na]" encontrada es: m/z 394, 597, 800 y 1003; y la serie
[Y,+Na]™ es: m/z 447, 650 y 853. Ademas, se identifican algunos iones-fragmento
procedentes de roturas dobles dentro del oligosacérido (tipo B,Y,): la sefial a m/z 226 se
asigna a B,Y4, B;Y3, B4Y; y/0 BsY, la sefial a m/z 429 se asigna a B4Y3, B3Y4 y/o BsY;
y la sefial a m/z 632 se asigna a B;Y,y/0 BsYs.

Del andlisis de este espectro de masas CID se concluye que se trata de un
oligosacérido de cuatro unidades de GlcNAc y una unidad de N-acilglucosamina como
terminal no reductor. El valor de B, parece indicar que se encuentra acilado en el terminal
no reductor por un 4cido graso saturado de catorce adtomos de carbono. No presenta
sustituyentes en el esqueleto. Su estructura se representa como V (Cys). Este LCO sélo
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se identifica a pH 7 y no a pH 4,6, sin embargo se ha encontrado su homoélogo de cuatro
unidades de glucosamina en ambas condiciones. El esquema de fragmentacion para esta
molécula se muestra en la Figura 5.5:

4
C14:0

Bl
394 597 800 1003

853 650 447
Y, Y; Y,
OH OH OH OH OH
HO ~OHo OHo HO %0 OH
NH NHAC NHA NHA NHAC
B, B, B,
Figura 5.5. Esquema de fragmentacion del factor de nodulacién V (Cigp).
El espectro de masas CID del factor de nodulacién cuyo ion pseudomolecular

[M-+Na]~ aparece en el espectro de masas a m/z 1306 de la fracciéon F55 del cultivo en
medio neutro se muestra en la Figura 5.6.

[M+Na]’
- 1306
B.Y, 429
B.Y,
B,Y,
Y,
853
] B)Y,
%] B 5Yz /Bz
B 679
B.Y, ” v B,
B.Y 2 5 882
343 447 650, B4
BY, 1085
B.Y,
226
0 |]|-Jmmn L lIlllllIIIIIIHHIJ‘lIIJlll” \ I | ll"llllll b LII!IL | | { LI | 18 Illllllllll] 1l I‘Il Wil IIIIHI llllll I g Illlll' L b 1
1 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

m/z

Figura 5.6. Espectro de masas CID MALDI Q-o-TOF de [M+Na]" a m/z 1306.
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La serie de iones-fragmento [B,+Na]" es: m/z 476, 679, 882 y 1085; y la serie de
iones-fragmento [Y,+Na]" es: m/z 447, 650 y 853. La serie de iones-fragmento
procedentes de roturas dobles dentro del oligosacarido se identifican a m/z 226 (B,Y,,
B1Y3, B4Y, y/0 B5Y1), am/z 429 (B;Y,, B4Y3 y/0 BsY,) vy am/z 632 (B4Y, y/o BsY3).

Al igual que el factor de nodulacién anterior, éste no presenta modificaciones en
su esqueleto. El valor de B, se corresponde con un residuo de masas de una glucosamina
terminal N-acilada por un 4cido graso monoinsaturado de 20 carbonos. Su estructura se
representa como V (Cy). El esquema de fragmentacion viene representado en la Figura
5.7.

853 650 447
Y4 Y3 Y2
OH OH OH OH OH
20 -Oho OHo HO Ho OH
NH NHAc NHA NHA NHAc
C20:1
B, B, B, B,
476 679 882 1085

Figura 5.7. Esquema de fragmentacion del factor de nodulacién V (Cy.1).

2) Factores de nodulacion sulfatados.

Un segundo tipo de factores de nodulacién presente en los dos cultivos de R.
tropici CIAT899 analizados es el formado por lipooligosacaridos que presentan un grupo
sulfato en el terminal reductor del oligosacérido. Todas las fracciones sulfatadas
analizadas muestran en sus espectros de FAB las sefiales correspondientes a los aductos
de 1a molécula (como sal sédica) con sodio y con potasio [M-H+2Na]" y [M-H+Na+K]",
respectivamente, junto con la pérdida de 102 Th (ion-fragmento caracteristico en factores
de nodulacion sulfatados en el terminal reductor).”

Como ejemplo, en la Figura 5.8 se muestra el espectro FAB de la fraccion F24 de
HPLC de R. tropici CIAT899 a pH neutro, que contiene mayoritariamente un LCO de ion
pseudomolecular [M-H+2Na]" a m/z 1408. Se emplea la matriz glicerol:alcohol
m-nitrobencilico (1:1) para la obtencién del espectro y se registra en modo positivo. Se
identifican también el ion pseudomolecular [M-H+Na+K]" a m/z 1424, la pérdida del
grupo sulfato a 1306 Th y algunos de los iones oxonios a m/z 1085 y 679. Su estructura se
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representa como V (Cy., S). Este oligosacdrido también se identifica en condiciones
acidas.

100%—

[M-H+2Na]"
B4 _SOSNa V(sza S)
1085 1306 1408
0%~
400 1000 1200 400 M7

Figura 5.8. Espectro de FAB de la fracciéon F24 de R. tropici CIAT899 a pH 7
realizado con glicerol: alcohol m-nitrobencilico.

Con el fin de comprobar los resultados obtenidos se realiza el espectro CID
MALDI Q-0-TOF. Se selecciona y se fragmenta el ion pseudomolecular [M-H+2Na]" de
m/z 1408 (Figura 5.9).

La serie de iones-fragmento B, e Y, muestran que el grupo sulfato se encuentra
localizado en el terminal reductor del oligosacérido. La serie [Y,+Na]” es: m/z 549, 752 y
955; y la serie [B,*Na]" es: m/z 476, 679, 882 y 1085. Por tltimo, se identifican
iones-fragmento procedentes de doble rotura dentro del factor de nodulacion (tipo B,Y,,):
la sefial a m/z 429 se asigna a B,Y; y/o B;Y,4 y la sefial a m/z 632 se asigna a B4Y,; y otro
procedente de rotura de anillo, %2A ¢ a m/z 1307.
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[M-H+2Na]"
1408
100
B.Y,
BY, B.Y,
% 632
Y,
955
B B B
1 3 4
476 ;{92 61392 7\;23 882 1085 -
| | A, B
. , 1307 139,
| |
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Figura 5.9. Espectro de masas CID MALDI Q-o-TOF de [M-H+2Na]™ = 1408.

Analizando estos resultados se deduce que se trata de un oligosacéarido formado
por cuatro unidades de N-acetilglucosamina y una unidad de glucosamina N-acilada por
el acido graso Cy.;. Ademaés, dada la diferencia entre el ion pseudomolecular y el valor
del ion By, junto con el valor de Y;, se deduce que el grupo sulfato identificado se
encuentra en el terminal reductor del factor de nodulacién. El esquema de fragmentacién
de este factor de nodulacién se muestra en la Figura 5.10.

955 752 549
Y Y, Y,
OH OH OH OH 0SO;Na
o] 0
HO o
NH NHAG NHA NHA NHAC
C20:1
B1 B2 B3 B4 B5
476 679 882 1085 1390

Figura 5.10. Esquema de fragmentacién del factor de nodulacidén V (Cyp.y, S)
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3) Factores de nodulacion conteniendo N-Me.

Un tercer tipo de molécula de reconocimiento analizada es el de aquellos LCOs
que presentan un grupo N-Me en el terminal no reductor del oligosacarido. Ademas,
puede llevar también un grupo sulfato en el terminal reductor.

El espectro de FAB de la fraccion F20 del cultivo en medio 4cido empleando la
matriz glicerol: alcohol m-nitrobencilico (1:1) y la region pseudomolecular del espectro
de FAB realizado con tioglicerol (en el recuadro) se muestran en la Figura 5.11.

100% 400

[M-H+2Na]"
1394

[M-H+2Na+Tiog]]
1502

L.

1400

[M-H+2Na]’

V(C,5..NMe, §)
1394

-SO,Na

1071 1202

0%
600 800 1000 1200 1400 m'z
Figura 5.11. Espectro de FAB de la fraccién F20 realizado con glicerol:alcohol
nitrobencilico. En el recuadro se muestra la region pseudomolecular del espectro de FAB
realizado con tioglicerol (con Nal).

El ion pseudomolecular [M-H+2Na]" a m/z 1394 se asigna al factor de nodulacion
V (Cis1, NMe, S). Se asignan, ademas, la serie de iones oxonios [B,+Na]™ a m/z 462, 665,
868 y 1071, junto con la pérdida del grupo sulfato a m/z 1292. En el recuadro se
representa la regién pseudomolecular del espectro de FAB empleando como matriz
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tioglicerol (con Nal); el ion-aducto con tioglicerol [M-H+2Na+Tiog]" a m/Zz 1502
confirma la presencia de un 4dcido graso insaturado en la estructura.”>*

El espectro de CID-MSMS del ion a m/z 1394 presente en la fraccion F42 del
cultivo en medio acido se muestra en la Figura 5.12.

100+ 1394
955 Y,
ool
B.Y,
632
B.Y, 5
4
B3Y4 Y Y3 1071
9 2 752
549 7
! 4
B)Y, 937 B,
1376_
B.Y, Z, Z, Z, B.s6s 02
BY Y 531 734 3 5
el 328 X, B B, 1293
226 346 | D 1/665 l \
0 x!LlL ’111‘1‘ } ‘lll‘ (‘ \l‘lll"l' T l" 'll“‘ll”” r“"‘j"l‘[” 'A[ T L T L“'\'I MUVA l"‘L']"“I Ty T
100 200 300 400 500 600 700 e 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Figura 5.12. Espectro de masas CID ES Q-0-TOF del ion a m/z 1394

La serie de iones [B,+Na]" e [Y,+Na]" estdn constituidos por los iones a m/z 462,
665, 868 v 1071 y a m/z 346, 549, 752 y 955, respectivamente. Ademas, también se
identifican la serie de iones-fragmento tipo [Z,+Na]" a m/z 328, 531, 734 y 937 y otros
iones procedentes de dobles roturas dentro de la molécula a m/z 226, 429 y 632. El ion a
m/z 1293 se asigna al ion-fragmento **As procedente de rotura de anillo. El esquema de
fragmentacion se representa en la siguiente figura:
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955 549 6
Y,
OSOaNa
& m % m on
NHAc NHAC
C181
Bz, B,
462 937 665 734 oo ) 1071 1 5%

Figura 5.13. Espectro de masas CID MALDI Q-o-TOF de [M-H+2Na]" a m/z 1394.

El espectro de FAB de la fraccion F47 de R. tropici a pH écido realizado usando
como matriz glicerol:alcohol m-nitrobencilico (1:1) se muestra en la Figura 5.14. Presenta
como pico mas intenso en la zona de 1000-2000 el ion a m/z 1338, que se asigna al ion
pseudomolecular [M+Na]’, y otro a m/z 1316 que se asigna a [M+H]". Pueden
corresponder con el factor de nodulacién V (Cyo.0.0n, NMe). En el recuadro se presenta la
regién pseudomolecular del espectro de FAB realizado con tioglicerol (con Nal).

1 00%—-‘ 371
[M+Na}
1338
486
i |
1300 1400
549
[M-+Na]’
V(CyponNMe)
1338
[M+H]
892 1314
1095

0%~

1000 1200 1400 mz

Figura 5.14. Espectro de FAB de la fraccién F47 realizado con glicerol:alcohol
nitrobencilico (1:1). En el recuadro se muestra la region pseudomolecular del espectro
de FAB realizado con tioglicerol (con Nal).
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La serie de iones oxonio mas Na procedente del ion pseudomolecular aparece a
m/z 1095, 892, 689 y 486. Cuando el espectro de FAB de esta fraccién se realiza
utilizando tioglicerol como matriz y Nal como aditivo no se observa el ion-aducto con
tioglicerol. Por tanto, este factor de nodulacién lleva en el terminal no reductor un acido
graso saturado. Para confirmar la asignacién realizada se realiza, el espectro de masas

tandem CID MALDI Q-0-TOF del ion a m/z 1338 (Figura 5.15).
[M+Na]
1338

100

%
B)Y, Y,
B7Y'4 B4Y3 853
BY.  BY, py
11y
BY 429 B,
‘2 Y, B.Y, 914
B.)Y, 447 632 Y, B,
226 650 117
RITTTTT | R | |
100 200 300 400 500 600 700 e 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Figura 5.15 Espectro de masas CID MALDI Q-o-TOF de [M+Na]" a m/z 1338.

Se obtienen la serie de iones-fragmento [B,+Na]’ a m/z 914 y 1117; y la serie
[Y,+Na]" a m/z 650 y 853. Ademas, también se asignan la serie de iones-fragmento B,Y:
am/z 226 (B2Y4, B3Y3, B4Y2 Y/O B5Y1), a m/z 429 (B4Y3, B3Y4 Y/O B5Y2) y la sefial a m/z
632 (B4Y,4y/0 B5sY3)

Del espectro obtenido y del analisis de acido grasos realizado (apartado 5.7) se
asigna el ion pseudomolecular a m/z 1338 al factor de nodulacién: V (Cyg.0.0n, NMe). El
esquema de fragmentacion es el siguiente:
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Figura 5.16. Espectro de masas CID MALDI Q-o-TOF de [M+Na]" a m/z 1338.

4) Factores de nodulacion con una unidad de manosa como terminal
reductor.

Todas las estructuras aparecen en la misma fracciéon cromatografica (F52) del
cultivo de R. tropici CIAT899 crecido en condiciones neutras. No se detectan
oligosacaridos de este tipo bajo estrés acido.

Se asignan tres estructuras diferentes y, en general, todas estan constituidas por
tres unidades de GIcNAc, una unidad de MN-acilglucosamina y una unidad de hexosa
(manosa) como terminal reductor. El 4cido graso puede ser variable. En la Figura 5.17 se
muestra el espectro de masas MALDI Q-o-TOF de dicha fraccion. Las sefiales a m/z
1251, 1186 y 1169 se asignan a los iones pseudomoleculares [M+Na]" de los factores de
nodulacién representados por IV-Man (Cig.;, NMe), IV-Man (Ciz, NMe) y IV-Man
(Ci0.0-0m, Cb), respectivamente.

Cuando se selecciona y se fragmenta el ion a m/z 1251, se obtiene su espectro
CID MALDI Q-o-TOF (Figura 5.18). La serie [B, +Na]~ encontrada es: m/z 1071, 868,
665 y 462, que se corresponde con un factor de nodulacion acilado por un acido graso
monoinsaturado de dieciocho carbonos y un grupo N-Me en el terminal no reductor. Por
el contrario, la serie [Y, +Na]" es: m/z 812, 609 y 406.

Estas estructuras se caracterizan por los valores m/z de los iones-fragmento B4 €
Y>. En concreto, la pérdida de 203 Th de cada ion-fragmento es indicativo de unidades de
GlcNAc en el esqueleto del oligosacarido, mientras que una diferencia de 180 Th entre el
ion-fragmento [B4+Na]" y el ion pseudomolecular [M+Na]" indica la presencia de una
unidad de hexosa como terminal reductor.
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Figura 5.17. Espectro de masas MALDI Q-0-TOF de la fraccién F52 de R. tropici
CIAT899 en condiciones neutras

El andlisis de los azlicares de esta fraccién se realiza a través de la formacién de
los O-trimetilsililderivados de los metilglicosidos, tal y como se describe en el apartado

2.3.1.1.

De esta manera se identifica la presencia de manosa ademés de la

N-acetilglucosamina (Apartado 5.4).

El esquema de fragmentacion de este factor de nodulacion se muestra en la Figura
5.18. Se indican los iones-fragmento B, € Y, asignados.

812 406 [M+Na]*= 1251
/m ’ m /m s OMan
NHAc
C1s:1
Bl
462 665 868 1071

Figura 5.18. Esquema de fragmentacion del factor de nodulacién IV-Man (Cg.), NMe)
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Figura 5.19. Espectro CID MALDI Q-o-TOF del ion pseudomolecular a m/z 1251.

5) Factores de nodulacion carbamoilados.

Es la primera vez que se hallan factores de nodulacién producidos por R. fropici
CIAT899 que presentan como sustituyente un grupo carbamoilo. Constituyen el quinto
tipo de LCOs encontrados en este estudio y unicamente se detectan en condiciones
neutras. Su deteccién necesita el uso de técnicas muy sensibles, en este caso mediante ES
y MALDI. En el espectro de masas MALDI Q-0-TOF de la fraccion F30 del cultivo
crecido a pH neutro (Figura 5.20) se identifica el ion a m/z 1241 como el factor de
nodulacién V (Cio.0.0n, NMe, Cb).

En todos los casos, el grupo carbamoilo se localiza en el terminal no reductor del
oligosacérido. El espectro CID MALDI Q-o-TOF del ion pseudomolecular a m/z 1241
presente en la fraccion F30 del cultivo a pH 7,0 se muestra en la Figura 5.21.
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Figura 5.20. Espectro MALDI Q-o-TOF de la fraccién F30 de R. tropici
CIAT899 apH 7,0.
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Figura 5.21. Espectro de masas tandem CID del ion a m/z 1241.
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Los iones oxonios [B,+Na]" son: m/z 411, 614, 817 y 1020, El valor impar del ion
B, indica la presencia de un sustituyente nitrogenado en el terminal no reductor. Con
estos datos se propone que la estructura de este oligosacarido esta constituida por cuatro
unidades de N-acetilglucosamina y una unidad de N-acilglucosamina. Sustituido en el
terminal no reductor por un 4cido graso Cipo.om, un grupo N-metilo y un grupo
carbamoilo. El esquema de fragmentacion se muestra en la Figura 5.22.

OH,C OH OH OH OH
o) -OHO HO HO %o «OH
NMe NHAG NHA NHA NHAC
C10:()-OH
B, B, B, 4 Bs
411 614 817 1020 1223

Figura 5.22. Esquema de fragmentacion del factor de nodulacion V (Cyp.9.0u, NMe, Cb)

Todos factores de nodulacién carbamoilados analizados se encuentran acilados
por el acido graso Cjgo.0on pudiendo estar sustituidos, o no, por un grupo N-Me en el
terminal no reductor o bien una unidad de manosa en O-1 del terminal reductor. Un
ejemplo de este ultimo caso es el factor de nodulacién que tiene como ion
pseudomolecular a m/z 1186 presente en la fraccién F52 pH 7 (Figura 5.17). El espectro
tandem CID de este ion se muestra en la Figura 5.24.

La serie de iones-fragmento [B,+Na]" es: m/z 397, 600, 803 y 1006, La diferencia
de 180 Th entre el ion-fragmento B, y el ion pseudomolecular [M+Na]" a m/z 1186,
indican la presencia de una unidad de hexosa (manosa) que forma el terminal reductor. El
valor impar del ion B, indica la presencia de un sustituyente nitrogenado en el terminal no
reductor. Por tanto, para este factor de nodulacién se propone la estructura: IV-Man
(Cio0-0n, Cb). El esquema de fragmentacion de este factor de nodulacién se muestra en la
Figura 5.23. Se indican los iones-fragmento B, e Y, asignados.

[M+Na]™=1186

..OH,C OH OH OH
.0 ~OHo OHo HO , OMan
NH NHA¢ NHA NHA
C10:O—OH
B, B, B, B,
397 600 803 1006

Figura 5.23. Esquema de fragmentacion del factor de nodulacién IV-Man (C,p.0.0n, NMe, Cb)
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Figura 5.24, Espectro de masas tandem CID del ion a m/z 1186.

6) Factor de nodulacion disulfatado.

Es el primer factor de nodulacion aislado que lleva en su esqueleto dos grupos
sulfatos. Se encuentra en la fraccién F40 de R. tropici CIAT899 crecido en condiciones
4cidas. En el espectro de masas de electrospray se puede observar el ion pseudomolecular
[M-3H+2Na]" a m/z 1496. También se identifica como componente minoritario en el
espectro de FAB realizado empleado como matriz glicerol:alcohol m-nitrobencilico (1:1)
(Figura 5.25).

Para confirmar la asignacion realizada, se lleva a cabo un experimento de masas
tandem. El espectro de CID-MSMS (Figura 5.26) se obtiene por colisién del ion
pseudomolecular a m/z 1496. Se identifican los iones-fragmento correspondientes a las
roturas de los iones glicosidicos, (de tipo B, e Y,,) y los iones procedentes de doble rotura
(tipo B,Y,).
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Figura 5.25. Espectro MALDI Q-o-TOF de la fraccion F40 de R. tropici CIAT899 a pH
4.6. Recuadro: zona pseudomolecular del espectro de FAB de la misma fraccion.

100 - 1496
Y,
955
B.Y,
" B.Y,
429
B
4
B.Y, B.Y, A% 1173
632 3
B,Y; Y, 752
]32Y'4 549 B3
226 970
i
0200 300 400 500 600 700 800 900 . 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
m/z

Figura 5.26. Espectro CID MALDI Q-o-TOF del ion a m/z 1496
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Se identifican dos de los iones oxonios [B,+Na]’ a m/z 1173 y 970, y casi
completa la serie [Y,+Na]" a m/z 955, 753 y 549. Ademas, también se asignan la serie de
iones-fragmento B,Y,: a m/z 226 (B,Y4, B3Y3 y/0 B,Y>), a m/z 429 (BsY; y/o B3Y,) y la
sefial a m/z 632 (B,Y4).

Los valores de los iones oxonios encontrados y los iones B,Y, indican que se
trata de un factor de nodulacién sulfatado en el terminal reductor (valores de Y,), y en el
terminal no reductor. Se propone la siguiente estructura para este factor de nodulacion:

955 752 549
Y4 Y3 Y2
0SO,Na OH OH OH
DAY - %R R
HO -OHo Oho HO Gho OH
NMe NHAc NHA NHA NHAc
C18:1

B3 B4
970 1173

Figura 5.27. Esquema de fragmentacidn del factor de nodulacién V (Cjg.1, NMe, S, S)

S5.1.4. Analisis de azicares.

El andlisis de los azucares de los factores de nodulacién producidos por
Rhizobium tropici CIAT899 en medio neutro y medio 4cido se realiza a través de la
formacioén de los O-trimetilsililderivados de los metil glicésidos, tal y como se describe
en el apartado 2.3.1.1. Los derivados se analizan por CGL-EM segun la instrumentacion y
condiciones cromatograficas descritas en el apartado 2.3.1.3.

El analisis mediante CGL-EM de los O-trimetilsililderivados de los metil
glicosidos que se obtienen para las diferentes fracciones aisladas permite identificar en
todos los casos la presencia de N-acetilglucosamina como Unico azdcar presente, salvo
para la fraccién de HPLC a tg 52 min (F52) del cultivo a pH 7,0, en la que también se
identifica manosa (tg = 10:04 min). Estos datos confirman los resultados descrito en el
apartado anterior.

El cromatograma y los espectros de masas que se obtienen para la fraccion F52
del cultivo en medio neutro se muestran en las Figuras 5.28, 5.29 y 5.30.
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Figura 5.28. CGL-EM de los O-trimetilsililderivados de los metil glicésidos
procedentes de la fraccién de HPLC con tg = 52 min de R. tropici pH 7.,0.
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Figura 5.29. Espectro de masas del pico a tg = 10:04 min correspondiente al
O-trimetilsililderivado del metil glicésido de la manosa.
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Figura 5.30. Espectro de masas del pico a tg = 13:47 min correspondiente al
O-trimetilsililderivado del metil glic6sido de la N-acetilglucosamina.

5.1.5. Determinacion de la configuracién absoluta.

La determinacién de la configuracidn absoluta de la N-acetilglucosamina presente
en los factores de nodulacién procedentes de R. tropici CIAT899 en condiciones neutras
y 4cidas, se realiza a través de la formacién del (+)-2-butil 2,3,4,6-tetra-O-
trimetilsililglicésido, tal y como se describe en apartado 2.3.2.1. Los cromatogramas
correspondientes a la formacion de los trimetilsililderivados de los (£)-2-butil glicosidos
(D y (+)-2-butil glicésidos (IT) de la fraccién F20 del cultivo en medio 4cido se muestran
en la Figura 5.31.

La comparacion de los tiempos de retencién de los derivados obtenidos
procedentes de N-acetil-D-glucosamina patrén indica que este monosacérido pertenece a
la serie D.

Por ultimo, dada la escasa cantidad obtenida para la fracciéon F52 a pH 7,0 no es
posible determinar la configuracién absoluta de la manosa presente en dicha fraccion.



Influencia del pH dcido en los factores de nodulacién de Rhizobium tropici CI4AT899 195

I II D-GlcNAc
19:47

D-GlcNAc
19:47

L-GlcNA¢
19:56

s

‘r—r——r—[—*r—
20:06 20:06

Figura 5.33. Cromatogramas de CGL-EM de los 2-butil 2 N-acetamido-
2-desoxi-3,4,5-tri-O-trimetilsililglucésidos de la fraccién F20 de R.
tropici CIAT899 pH 4,6, obtenidos al tratar la muestra con (£)-butan-2-
ol (I) y (+)-butan-2-ol (II).

5.1.6. Anadlisis por metilacién

La fraccién mayoritaria (F20; tg = 20 min) aislada por HPLC del cultivo de
Rhizobium tropici CIAT899 crecido en condiciones 4cidas se somete al analisis por
metilacién de acuerdo con el método descrito en el apartado 2.3.3.1. El factor de
nodulacién mayoritario presente en dicha fraccién es el V (C18:1, NMe, S).

El cromatograma registrado por CGL-EM para dicha fraccién se muestra en la
Figura 5.32. Los espectros de masas de los picos que aparecen en el cromatograma (A, B
y C), se detallan en las Figuras 5,33, 5.34 y 5.35.

Se identifican los siguientes acetatos de alditoles parcialmente metilados:

o 1,5-di-O-acetil-3,4,6-tri-O-metil-N-acetil-N-metilglucosaminitol, procedente
del terminal no reductor del oligosacarido (Pico A).

o 1,4,5-tri-O-acetil-3,6-di-O-metil-N-acetil-N-metilglucosaminitol, procedente
de los residuos internos de N-acetilglucosamina del oligosacarido (Pico B).
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* 1,4,5,6-tetra-O-acetil-3-O-metil-N-acetil-N-metilglucosaminitol, procedente
del terminal reductor del oligosacarido y sustituido en O-6 por un
sustituyente resistente al medio bésico pero sensible al medio 4cido usado en
la etapa de hidrdlisis (Pico C).
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Figura 5.32. Cromatograma de CGL-EM de los acetatos de alditoles parcialmente
metilados de la fraccion F20 de R. tropici CIAT899 pH 4,6.

El oligosacarido presente en la fraccién F20, identificado como V (Cig.1, NMe,
S), presenta un residuo de glucosamina terminal no sustituida (Figura 5.38), glucosamina
sustituida en la posiciéon 4 (Figura 5.39) y, por ultimo, un residuo de glucosamina
sustituida en las posiciones 4 y 6 (Figura 5.40). Estos datos confirman que el grupo
sulfato se encuentra localizado en el O-6 del terminal reductor del oligosacarido.
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Figura 5.33. Espectro de masas y esquema de fragmentacién del
1,5-di-O-acetil-2-desoxi-2-(N-metilacetamido)-3,4,6-tri-O-metilglucitol
procedente del analisis por metilacion de la fraccion F20 (pico A).
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Figura 5.34. Espectro de masas y esquema de fragmentacion del
1,4,5-tri-O-acetil-2-desoxi-2-(N-metilacetamido)-3,6-di-O-metilglucitol
procedente del analisis por metilacion de la fraccion F20 (pico B).
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Figura 5.35. Espectro de masas y esquema de fragmentacion del 1,4,5,6-tetra-O-
acetil-2-desoxi-2-(N-metilacetamido)-3-O-metilglucitol procedente del analisis por
metilacion de la fraccion F20 (pico C).

5.1.7. Analisis e identificacion de los dcidos grasos.

Se realiza el estudio de los acidos grasos presentes en los factores de nodulacién
para confirmar la asignacién propuesta por los experimentos de Espectrometria de Masas.
No es posible realizar este analisis sobre todas las fracciones aisladas dada la escasa
cantidad disponible. Se analizan los 4cidos grasos de aquellos factores de nodulacién
mayoritarios producidos por R. tropici CIAT899 a pH 4,6.

El estudio de los acidos grasos se efectua por CGL-EM, segun lo descrito en el
apartado 2.3.4.1. Se identifican los esteres metilicos de los &cidos grasos saturados e
insaturados, asi como los trimetilsililderivados de los esteres metilicos de los acidos
grasos hidroxilados.

1) Acidos grasos hidroxilados.

Una fraccion de acidos grasos esterificados de la fraccion F47 de R. tropici a pH
4,6 se aislan segun el apartado 2.3.4.1 y posteriormente se obtienen los
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O-trimetilsililderivados, tal como se indica en el apartado 2.3.1.1. El cromatograma y el
espectro de masas obtenido se muestran en las Figuras 5.36 y 5.37.

100% 1544 Cypou(@-1)

*
%
MW{\.\'W”\MA/’\J h L"‘MM‘W
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Figura 5.36. Cromatograma CGL-EM de los acidos grasos sililados de la fraccién
F47 a pH 4cido. Las sefiales marcadas con * no corresponden a acidos grasos.
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Figura 5.37. Espectro de masas del O-trimetilsilil derivado del éster metilico del
acido (®-1) hidroxieicosanoico.
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La fragmentacién del O-trimetilsilderivado del metil éster del é&cido
hidroxieicosanoico permite localizar el grupo OH en el carbono 19 (posicién w-1). El
esquema de fragmentacion se representa en la Figura 5.38. El ion a m/z 117 se debe a un
rotura en o al grupo O-trimetilsililo. Se observa también la pérdida de acetaldehido (44
uma) del ion molecular a m/z 370. Este ion se forma a través de un transferencia
intramolecular del grupo trimetilsililo al carboxilo terminal seguido por una rotura en o al
radical formado. Otra pérdidas como metilo (m/z 399) y metilo més metanol (m/z 367)
también estan indicadas.

+

117 o ]
CH3'IC;’(CH2)1 5'CH2-CH2-C</OCH
OTMS 3
M]* =414
Transferencia [M-CH;3]" = 399
™S [M-CH; -CH;0H]" = 367
+
OTMS

CH3-CH|1CIH2)15EH2 CHy-c?
(') OCHs
7 370 159 146

Figura 5.38. Esquema de fragmentacion del trimetilsilil derivado del éster metilico
del acido (w-1) hidroxieicosanoico.

El analisis de 4cidos grasos de la fraccién F40 del cultivo a pH 4cido revela la
presencia del O-trimetilsilil derivado del metil éster del acido Cigo (w-1). Al igual que
ejemplo anterior, el espectro de masas presenta como pico base el ion a m/z 117. La
pérdida de acetaldehido a m/z 342, de metilo a m/z 371 y metilo mas metanol a m/z 339.
El espectro de masas se muestra en la Figura 5.39.
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Figura 5.41. Espectro de masas del O-trimetilsilil derivado del éster metilico del
acido (o-1) hidroxioctadecanoico.

2) Acidos grasos saturados e insaturados.

En el cromatograma de ésteres metilicos de la fraccién F20 de R. tropici CIAT
899 pH 4cido (Figura 5.42) se observa la presencia mayoritaria de un pico a tg = 11:08
min identificado por su espectro de masas como el éster metilico del 4cido octadecenoico
(Cys.1) y en menor proporcidn otros picos que se corresponden con los ésteres metilicos de
acido dodecanoico (Ciz) (tg= 6:38 min), dcido tetradecanoico (Cia0) (tr = 8:21 min) y
acido hexadecanoico o acido palmitico (Cyep) (tr = 9:53 min).

La localizacién del doble enlace del acido octadecenoico se realiza a través del
bis(metiltio)derivado de su éster metilico. La Figura 5.43 muestra espectro de masas
obtenido, donde se observa el desplazamiento del pico a tg = 11:08 min hasta 15:34 min.
Los iones de m/z 390 (ion molecular), 145 y 245 (procedentes de la rotura del enlace entre
los carbonos 11 y 12, y que prueba la localizacion del doble enlace sobre €l carbono 11).
El ion de m/z 213 procede de la pérdida de metanol del fragmento m/z 245. Asi este acido
graso se identifica como 4cido octadec-11-enoico o acido vacénico (Cig1a11)-
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Figura 5.42. Cromatograma de los ésteres metilicos de la fraccién F20 de R.
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Figura 5.43. Espectro de masas del bis(metiltio) derivado del 4cido vacénico.
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5.1.8. Efecto de la acidez en los factores de nodulaciéon. Conclusiones.

Se han producido modificaciones estructurales significativas y ha aumentado el
numero de los factores de nodulacién producidos por Rhizobium tropici CIAT899
cultivado en medio 4cido con respecto a los producidos por esta bacteria en medio neutro.
Se han identificado 59 factores de nodulacién a pH 4,6 y 29 a pH 7,0, siendo 16 de estos
oligosacéridos comunes en ambos medios. Todos los oligosacéridos aislados contienen de
cuatro a cinco unidades de glucosamina.

Los factores de nodulacién presentes en ambos cultivos son de tres tipos: sin
sustituyentes, con un grupo sulfato en el terminal reductor o con un grupo NMe en €l no
reductor (que ademds puede estar sulfatado). El 24% de los LCOs a pH 7,0 se encuentra
sulfatado, mientras que a pH 4,6 este porcentaje aumenta hasta un 32%. Se ha
identificado ademads, un nuevo factor de nodulacién con dos grupos sulfatos, que se
detecta Unicamente en condiciones 4cidas. Ademas, el 58% de los factores de nodulacion
producidos en medio 4cido y el 62% de los producidos en medio neutro, se encuentran
sustituidos por un grupo N-Me, hecho que parece ser indispensable para que la bacteria
nodule Phaseolus vulgaris.”® Por tltimo, se han identificado dos nuevos tipos de factores
de nodulacién producidos por R. tropici CIAT899 en medio neutro. Son oligosacaridos
sustituidos con un grupo carbamoilo en el terminal no reductor y/o con una manosa como
terminal reductor. No se detectan factores de nodulacién parecidos en medio 4cido.

La naturaleza de los acidos grasos presentes en los factores de nodulacién
producidos en ambos medios es muy diversa. Se han detectado acido grasos saturados,
insaturados e hidroxilados. La cadena del 4cido graso puede variar de 10 a 22 4tomos de
carbono. La presencia de los 4cidos grasos hidroxilados aumenta en medio acido (desde
un 20% hasta un 24%) con respecto al medio neutro. Los factores de nodulaciéon que
llevan un grupo carbamoilo sélo aparecen acompafiados por el acido graso Cio.0.on-

Todas las modificaciones de los factores de nodulacién producidos a pH acido,
incluyendo las producidas en el terminal reductor y no reductor, asi como la cadena de
acido graso y el grado de oligomerizacién del oligosacarido pueden contribuir a la
estabilidad de la molécula-sefial frente a la degradacién y reflejan ademas, la adaptacion
de la bacteria al medio acido.
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CONCLUSIONES

1. Se ha estudiado la estructura de los factores de nodulaciéon de Rhizobium giardinii bv.
giardinii H152. Se han utilizado las siguientes técnicas de determinacion estructural:
CGL-EM, FAB, ES Q-0-TOF, CID ES Q-0-TOF y 'H- y »C-RMN (experimentos
DBF-COSY, 1D-TOCSY, HSQC-ed, HMBC, 1D-NOESY). Ademas, se ha efectuado
el analisis de los O-trimetilsililderivados de los metil glicosidos, analisis por
metilacion, determinacién de la configuracion absoluta por formacién de los
O-trimetilsililderivados de los (+) y (£)-2-butil glicésidos. Se han identificado los
siguientes oligosacaridos:

OH OR,
0 o]
oHO OH
NHA NHAc
n
. [M+Na]" [M-H+2Na]"
Fracciones (mlz) (m/z) n R, R R; Ry Estructura
Fl 1453 3 Czo:o H CONH2 SO3Na V(Czo;o,cb,s)
F, 1411 3 Cio Me CONH, SO;Na V(Ci0,NMe,Chb,S)
1437 3 C]gzl Me CONH2 SO3Na V(Clg:l,NMe,Cb,S)
F3
1174 2 Ci5qn Me CONH, Ac  IV(Cis.,NMe,Ch,Ac)
F4 1439 3 ClS:O Me CONH2 SO;Na V(C]g:o,NMe.Cb,S)
Fs 1309 3 Cio Me CONH, H V(Ci6.0,.NMe,Cb)
Fe 1335 3 Cj Me CONH, H V(Ci3.1,NMe,Cb)

2. Se ha realizado el analisis estructural de los factores de nodulaciéon de Rhizobium
gallicum bv. gallicum R602. Se han utilizado las siguientes técnicas de determinacion
estructural: CGL-EM, FAB, MALDI Q-0-TOF, ES Q-0-TOF, CID ES Q-o0-TOF, CID
MALDI Q-0-TOF y 'H- y “C-RMN (experimentos DQF-COSY, HSQC, TOCSY,
NOESY). Ademas, se ha efectuado el analisis de los O-trimetilsililderivados de los
metil glicésidos, analisis por metilacidn, determinacién de la configuracion absoluta
por formacién de los O-trimetilsililderivados de los (+) y (x)-2-butil glicosidos y se
han identificado los siguientes oligosacaridos:



208 Conclusiones

OH OR,
0 0..
o..,O O] R,
NHA NHAc
n
. [M-H+2Na]"
Fracciones (m/z) n R, R R, Ry Estructura
Fl 1370 3 C16:0 Me SO3N3 H IV-GlecNAc-ol (C,G:O,NMe,S)
F, 1396 3 Ci51 Me SOs;Na H  IV-GleNAc-ol (C5.,NMe,S)
F;y F, 1398 3 Cigp Me SO:Na H  IV-GleNAc-ol (Ci3.0,NMe,S)
F, 1440 3 Cio Me SO;Na Ac IV-GleNAc-ol (Cig.0,NMe,S,Ac)

3. Se ha estudiado la influencia del pH acido en los factores de nodulacién producidos
por Rhizobium tropici CIAT899. Para ello se han aislado y analizado los L.COs
producidos en medios de cultivo a pH 4,6 y pH 7,0. Se ha efectuado el analisis de los
O-trimetilsililderivados de los metil glicésidos, analisis por metilacién, determinacién
de la configuracion absoluta por formacién de los O-trimetilsililderivados de los (+) y
(£)-2-butil glicosidos y se han utilizado las siguientes técnicas espectroscopicas:
CGL-EM, FAB, MALDI-TOF, MALDI Q-0-TOF, ES Q-o-TOF, CID ES Q-0-TOF y
CID MALDI Q-0-TOF. Se han aislado 69 factores de nodulacion diferentes, 56 en
medio acido y 29 en medio neutro, siendo sélo 16 de estas estructuras comunes en los
dos cultivos. En total, se han identificado seis tipos de factores de nodulacién
diferentes entre los dos cultivos analizados. A continuacion se representa un esquema
general de los factores de nodulacién aislados:

HO OR,
NHA NHAC

R,= Acido graso
R,=MeoH
Ry=CboSoH

R4=SOH
Rs=Mano H
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