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Resumen 

En este trabajo se realizó el estudio de la diversidad química y potencial antimicrobiano de una colección 
fúngica de 29 cepas cultivables aisladas de sedimentos de aguas profundas del Golfo de México, bajo 
el enfoque OSMAC, One Strain, Many Compounds. Los organismos se cultivaron en tres diferentes 
condiciones de crecimiento, y de los 90 extractos evaluados, más del 50% mostraron actividad 
antimicrobiana, y los más activos fueron aquellos que se cultivaron a 4 °C y en oscuridad durante 60 
días, condiciones que semejan a las reportadas para el mar profundo. 

El análisis de componentes principales (PCA) de los datos obtenidos por LC-MS de todos los extractos 
confirmó que la temperatura del cultivo es el factor principal en la variación (21.3 % de la variación) entre 
los 4462 componentes metabólicos detectados. 

El estudio químico biodirigido y convencional de algunas cepas permitió la identificación de distintos 
metabolitos especializados de diversas clases químicas. Posteriormente, mediante los análisis de 
metabolómica empleando la plataforma de redes moleculares GNPS (Global Natural Products Social 
molecular networking) y mediante anotación manual por comparación con lo contenido en bases de 
datos especializadas, confirmaron el potencial biosintético de estas especies para producir una química 
diversa. De manera similar, se pudo observar la influencia de la salinidad en el metaboloma del hongo 
marino Corollospora gracilis de Playa Hermosa, Baja California, una zona con importante daño 
antropogénico.  

Finalmente, este trabajo representa el primer reporte sobre el estudio químico y biológico de hongos 
aislados de sedimentos de aguas profundas del Golfo de México y de zonas dañadas. 
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Abstract 

In this work, the chemical diversity and antimicrobial potential of twenty-nine cultivable fungal isolated 
from deep-sea sediments of the GoM was investigated under the “one strain, many compounds” 
(OSMAC) approach. Each strain was cultured using three different growth condition. From the 90 extracts 
assayed, over 50% showed antimicrobial activity. The most active ones were the ones from cultures 
grown at 4 °C in darkness for 60 days, resembling deep-sea environmental conditions. 
 
Principal components analysis (PCA) of LC-MS data of all extracts confirmed that culture temperature is 
the main factor in the variation of the 4462 metabolite features, accounting for 21.3% of the variation. 
 
Bioactivity-guided and conventional chemical studies of selected fungal strains allowed the identification 
of ten specialized metabolites of various chemical classes. Subsequently, metabolomic analysis by 
GNPS molecular networking and manual dereplication revealed the biosynthetic potential of these 
species to produce interesting chemistry. In addition, the effect in the metabolomic profile of Corollospora 
gracilis, a marine fungus isolated from Playa Hermosa, Baja California, an area with important 
anthropogenic damage, grown under salty conditions was investigated. 
 
Overall, this work represent the first chemical and biological study of marine-derived fungal strains from 
deep-sea sediments of the Gulf of Mexico and damaged zones. 
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1. Antecedentes 

1.1. Productos naturales 

Los productos naturales (PN) han sido una fuente importante de fármacos o compuestos líderes para la 
humanidad [1]. De acuerdo con Newman y Cragg, entre 1981 y 2019 los productos naturales, las 
mezclas botánicas y los derivados de productos naturales contribuyeron con 23.5% del total de fármacos 
aprobados en ese periodo. Sin duda el alcance de los PN para el desarrollo de nuevos fármacos es 
mayor debido a que también se han utilizado como inspiración para el desarrollo de fármacos sintéticos 
[1]. En el caso de los antibióticos que se utilizan en la clínica, la mayoría se derivan de productos 
naturales [1,2].  

A pesar de que en un inicio los PN se aislaban principalmente de organismos terrestres, con el desarrollo 
tecnológico en la exploración submarina, la recolección de muestras de aguas y sedimentos profundos, 
y la aplicación de las tecnologías de bioinformática como la metagenómica, se ha logrado el estudios de 
numerosos organismos marinos y la obtención de PN bioactivos con núcleos estructurales inusuales 
[3,4]. 

Sin duda los ambientes marinos representan una fuente potencialmente rica de PN por extensión, debido 
a que los océanos cubren más de la mitad de la superficie terrestre y por la diversidad biológica, ya que 
se ha estimado que se conoce un mínimo porcentaje de las especies que habitan los mares [4]. Sin 
embargo, son ambientes en constante cambio: los océanos están expuestos a perturbaciones naturales 
de corto plazo como los huracanes y antropogénicas de largo plazo como los derrames petroleros, y de 
los cuales se desconoce el impacto real en la diversidad de los organismo que lo habitan [5]. 

 

1.2. Medicamentos aprobados por la FDA derivados de organismos marinos 

En la actualidad existen algunos ejemplos de medicamentos aprobados por la FDA cuyo principio activo 
es un PN obtenido de un organismo marino, un análogo sintético de éste desarrollado con base en su 
estudio racional, o un conjugado de un PN con un anticuerpo (Figura 1) [6]. Un ejemplo reciente es el 
Yondelis, fármaco aprobado en 2015 para el tratamiento del liposarcoma. El principio activo corresponde 
al metabolito secundario trabectedina, aislado del tunicado Ecteinascidia turbinata [7-9]. Cabe destacar 
que la trabectedina se obtiene en muy pequeñas cantidades a partir de la fuente natural, por lo que 
actualmente para su comercialización se obtiene por semisíntesis a partir de la cianosafracina B 
producida por Pseudomonas fluorescens [7,8,10]. Otros ejemplos de relevancia son el Cytosar-U, 
fármaco aprobado por la FDA en 1969 para el tratamiento de la leucemia, y el Arasena A, aprobado en 
1976 para la infección por el virus del herpes, los cuales son análogos sintéticos de los nucleósidos de 
arabinosa, citarabina y vidarabina aislados de Cryptotethia crypta, respectivamente [11-13]. En 2010 se 
aprobó el Halaven para el tratamiento del cáncer de mama que contiene. El principio activo, el mesilato 
de eribulina, es un análogo sintético de la halicondra B aislado de la esponja Halichondria okadai (Figura 
2) [6]. [14]. Finalmente, el Farydak, fármaco aprobado para el tratamiento del mieloma múltiple, tiene 
como principio activo al panobinostat, un análogo del PN psammaplina A aislada originalmente de 
Psammaplin aplysilla (Figura 2) [15,16]. 
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Figura 1. Medicamentos de origen marino aprobados por la FDA. Creado con 

BioRender.com 
 

 
Figura 2. Ejemplos de fármacos derivados de productos naturales. 
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Por otro lado, se han aprobado tres medicamentos para el tratamiento de la hipertrigliceridemia 
derivados del aceite de pescado, un PN ampliamente conocido por sus propiedades nutricionales [17]. 
En 2004 se aprobó el fármaco Lovaza, compuesto por ésteres etílicos de ácidos grasos omega-3, 
principalmente del eicosapentaenoico (EPA) y del docosahexaenoico (DHA); en 2012 el Vascepa, que 
contiene únicamente el éster etílico de EPA; y en 2014 el Epanova, que contiene la mezcla de ácidos 
grasos EPA y DHA. 

Asimismo, se han aprobado medicamentos cuyo principio activo es un péptido o un producto 
biotecnológico [18]. En 2004 se aprobó Prialt para el tratamiento del dolor crónico. El principio activo es 
la ziconótida, un péptido sintético análogo de la ω-conotoxina aislada del caracol marino Conus magus 
[19]. A partir del año 2011 se aprobaron una serie de medicamentos que contienen conjugados fármaco-
anticuerpo (ADC por sus siglas en inglés). Los principios activos, el monometil aristatina E y aristatina F 
(MMAE y MMAF, respectivamente), son derivados sintéticos de PNs obtenidos de organismos marinos, 
como la dolastatina 10 aislada por primera vez de la liebre de mar Dolabella auricularia (Figura 3) 
[18,20,21]. Sin embargo, investigaciones posteriores permitieron establecer que la toxina es producida 
por las cianobacterias L. majuscula y Symploca spp., y que el molusco acumula como resultado de su 
alimentación [18,20,22,23]. 

Otro ejemplo de ADCs de origen marino es el Adcetris (Brentuximab vedotin), que se compone del 
anticuerpo quimérico IgG1 cAC10 específico para la proteína CD30, un receptor del factor de necrosis 
tumoral que participa en la multiplicación y la supervivencia celular, y que se encuentra sobre expresado 
en los linfomas [24]; y cuatro unidades de MMAE enlazadas mediante cadenas peptídicas de valina-
citrulina-p-aminobenciloxicarbonil (Val-Cit-PABC) y que son susceptibles a la hidrólisis por proteasas 
endosomales (Figura 3) [20]. Con base en este desarrollo, se han aprobado otros ADCs enlazados a 
MMAE: el Polivy (polatuzumab vedotin) y el Padcev (enfortumab vedotin) en 2019, y el Blenrep 
(belantamab mafodotin) en 2020. En el año siguiente se aprobó Tivdak (tisotumab vedotin) que contiene 
MMAF como agente citotóxico [25]. 

 

 
Figura 3: Análogos sintéticos de la toxina dolastatina 10 (izquierda). Representación del ADC 

brentuximab vedotin (derecha). Creado con BioRender.com 
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1.3. Productos naturales de hongos marinos 

En años recientes, la investigación en productos naturales marinos se ha enfocado en los 
microorganismos debido a que son reconocidos como las fuentes más sustentables para la obtención 
de compuestos con esqueletos químicos novedosos y potencialmente útiles en el desarrollo de nuevos 
fármacos [3,4,26].  

En este sentido, la plinabulina (NPI-2358) representa el primer fármaco desarrollado a partir de un 
organismo fúngico marino. Este fármaco anticancerígeno es un análogo sintético de la halimida (NPI-
2350), una dicetopiperacina citotóxica obtenida de Aspergillus sp. CNC139 aislado de la alga verde 
Halimedia copiosa colectada en aguas Filipinas por el grupo del Dr. William Fenical (Figura 4) [26,27]. 
Actualmente, la plinabulina se encuentra en ensayos preclínicos y clínicos para el tratamiento de varios 
tipos de cáncer [28]. En estos ensayos se evaluaron en combinación con nivolumab (anticuerpo humano 
IgG) para el tratamiento de tumores sólidos y pacientes con cáncer de pulmón avanzado; en combinación 
con docetaxel (análogo semisintético de paclitaxel, producto natural descubierto de la corteza del árbol 
tejo del pacífico Taxus brevifolia) para el tratamiento de cáncer de pulmón de células no pequeñas; y en 
combinación de pegfilgrastim para reducir la neutropenia causado por otros quimioterápicos [29-31]. 

 

 

1.4. Hongos de sedimentos marinos 

Los hongos son organismos que tienen la capacidad de crecer en diversos ambientes terrestres y 
acuáticos [32]. Pang y colaboradores (2016) proponen una definición de los hongos marinos como 
aquellos que se aíslan repetidamente de hábitats marinos y que son capaces de crecer y/o esporular en 
dichos ambientes, de forma libre en la columna de agua, en los sustratos y las superficies inmersas y en 
los sedimentos; además de que son capaces de formar relaciones simbióticas con otros organismos, o 
aquellos que se adaptan y evolucionan a nivel genético o que son metabólicamente activos en este 
ambiente [26]. 

Los hongos de sedimentos marinos resultan de interés en la investigación de productos naturales debido 
a su potencial biosintético de moléculas bioactivas [33,34]. Estos microorganismos crecen bajo 
condiciones extremas como alta presión, baja temperatura y concentración de O2, oscuridad, salinidad 
y escasos nutrientes, que pueden condicionar su diversidad y distribución en el fondo marino [35,36]. 

 
Figura 4. Desarrollo de la plinabulina. Creado con BioRender.com. 
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Los estudios basados en los enfóques ómicos de estos microorganismos han permitido comprender 
como logran adaptarse a su nicho ecológico.  

Los grupos fúngicos dominantes en el ambiente marino profundo son los filamentosos y las levaduras 
de los géneros Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Cadophora, Fusarium, Mycosphaerella, 
Alternaria, Aureobasidium, Cryptococcus, Rhodotorula, Rhodosporidium, Candida, Pichia, Malassezia, 
Pleurotus and Ganoderma [32], mismos que se aíslan comúnmente en muestras de origen terrestre 
[26]. El origen probable de estas especies, en especial de los sedimentos menos profundos, puede 
deberse a la acumulación de micelio y esporas provenientes del lavado de los hábitats terrestres, la 
desembocadura de los depósitos de agua dulce y la dispersión de esporas por el aire, y que lograron 
adaptarse al medio marino [26]. Sin embargo, el descubrimiento de especies fúngicas endémicas en 
capas profundas de sedimentos indica su origen y adaptación desde el ambiente marino [26]. 

Diferentes grupos de investigación se han dedicado al estudio en el laboratorio de los productos 
naturales de hongos marinos cultivables y han demostrado el potencial biológico de estos compuestos. 
Sin embargo, aún falta por establecer la relación entre la actividad biológica observada y su función 
ecológica [26]. 

 

1.5. Golfo de México y colección fúngica de sedimentos marinos CIGOM 

El Golfo de México (GoM) es el noveno cuerpo más grande de agua en el planeta que se encuentra 
limitado por territorio mexicano, estadounidense y cubano [37]. El GoM cuenta con una variedad de biota 
que se encuentra amenazada y vulnerable por factores antropogénicos como la contaminación por la 
industria del petróleo, el calentamiento global, la sobrepesca, entre otras [37]. En este sentido, las dos 
mayores catástrofes en el GoM han ocurrido por la exploración y producción petrolera por México y EUA. 
Las explosiones de los pozos Ixtoc I de PEMEX (3 de junio de 1979) y Macondo de la plataforma 
Deepwater Horizon concesionada a la compañía British Petroleum (20 de abril de 2010), ocasionaron el 
derrame de 3.5 millones de barriles de crudo y 5 millones de aceite, respectivamente. El impacto de 
estos eventos se ha estudiado desde los desastres, y desde el 2010 los gobiernos mexicanos y 
norteamericanos han tomado acciones para evitar, mitigar y evaluar futuros accidentes [5,37]. 

En el 2015, en nuestro país se fundó el Consorcio de Investigación del Golfo de México (CIGoM) como 
un asociación de investigación científica y de servicios de consultoría, que mediante proyectos 
multidisciplinarios, evaluaría el impacto ambiental de la industria del gas y petróleo, en los ecosistemas 
marinos del CoM, además de establecer normas y procedimientos para entender y actuar en caso de 
futuros derrames de hidrocarburos de gran escala en el GoM [38].  

Otras de las líneas de investigación del CIGoM incluyen los estudios sobre la degradación de 
hidrocarburos por consorcios bacterianos y fúngicos [38]. De manera previa, el estudio mediante 
enfoques independientes y dependientes del cultivo de los hongos de sedimentos marinos del GoM han 
permitido establecer, por un lado, su diversidad y los géneros predominantes dentro del hábitat, además 
de su potencial biotecnológico como agentes de biorremediación [36,39,40].  

 

1.6. Enfoque OSMAC 

El análisis genómico de microorganismos marinos ha permitido evidenciar su mayor capacidad 
biosintética con respecto a los organismos aislados de ambientes terrestres [41,42]. De estos, se han 
identificado genes responsables de las características fisiológicas que les permiten su supervivencia, y 
su cultivo en condiciones similares a las de su ambiente natural han demostrado su expresión [43,44]. 
Asimismo, se han identificado genes biosintéticos de péptidos no-ribosomales (NPRS), policétidos 
(PKS), terpenos y alcaloides, junto con los transcritos de ARN que confirman la producción de estos 
metabolitos secundarios in situ. Sin embargo, cuando se cultivan en las condiciones de laboratorio 
tradicionales se observa una baja diversidad de metabolitos secundarios [45-47].  
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Con el objetivo de activar los genes biosintéticos silenciados y diversificar la producción in vitro de 
metabolitos secundarios de estos organismos, se han empleado técnicas que siguen el enfoque OSMAC 
(One Strain, Many Compounds). Este enfoque relativamente simple subraya que una sola cepa puede 
producir diferentes metabolitos secundarios cuando se cultiva en diferentes condiciones ambientales 
[45,47]. Es decir, el cambio de las condiciones de crecimiento y nutrientes, la estimulación por el 
crecimiento en co-cultivo y las distintas combinaciones de estos, cambian la fisiología global de una cepa 
microbiana y su metabolismo secundario (Figura 5) [46,47]. 

 

 
Figura 5.- Enfoque OSMAC. Creado con BioRender.com. 

 
1.7. Metabolómica de hongos de sedimentos marinos. 

La metabolómica es una herramienta analítica que permite obtener información del conjunto de 
metabolitos, el metaboloma, de un organismo en el transcurso de un proceso biológico, es decir, la 
respuesta metabólica de un organismo a los estímulos químicos y biológicos de su entorno (Figura 6) 
[48]. De manera breve, el análisis metabolómico consiste en identificar y medir la cantidad relativa del 
metaboloma en muestras biológicas (tejidos, cultivos, fluidos, células, etc.). Debido a que esta estrategia 
genera una gran cantidad de información se usan herramientas de bioestadística y bioinformática para 
el análisis de los resultados [49].  

 

 
Figura 6. Correlación del flujo de información en los hongos marinos y los enfoques basados en 

omicas. Creado con BioRender.com. 
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La aplicación de la metabolómica no dirigida en el estudio de los organismos marinos ha permitido 
comprender las interacciones entre estos organismos y su entorno mediadas por metabolitos. Asimismo, 
se ha podido establecer la diversidad química, que aunado con estudios de actividad biológica, han 
permitido el descubrimiento de compuestos con núcleos novedosos y bioactivos [50]. Klassen y 
colaboradores (2017) proponen un flujo de trabajo general para el análisis metabolómico y a manera de 
ejemplo en la Figura 7 se ejemplifican los pasos que se utilizaron en la presente investigación [49].  

 

 
Figura 7. Flujo de trabajo en los estudios de metabolómica propuesto por Klassen y colaboradores 

(2017) [49]. Creado con BioRender.com. 
 

Después de establecer el problema de estudio, el paso más importante para los análisis metabolómicos 
es la preparación de muestras de manera adecuada, ya que los resultados obtenidos dependerán de 
cada uno de los pasos involucrados en dicho tratamiento. Posteriormente, las muestras se analizan con 
alguna técnica analítica adecuada, donde las más utilizadas hoy en día son la espectroscopía de RMN 
1H y la cromatografía de líquidos y de gases acoplada a espectrometría de masas (LC-MS y GC-MS) 
[49,50]. Con respecto a la separación de los metabolitos, la LC ofrece una ventaja en el tiempo de 
análisis en comparación con GC, además de que las muestras pueden analizarse sin derivatizarse [50]. 
Cabe destacar, que las técnicas acopladas a MS ofrecen una mayor sensibilidad con respecto a la RMN, 
permitiendo detectar los metabolitos presentes en baja concentración o trazas [50]. Sin embargo, debido 
a las limitaciones de cada plataforma analítica, ningún método puede proporcionar una imagen completa 
del metaboloma de un organismo [50]. 

Para el procesamiento de datos, el análisis estadístico y la identificación de los metabolitos, se cuenta 
con una amplia variedad de programas computacionales y bases de datos [49]. Una de las herramientas 
más empleadas para este fin es el análisis de componentes principales (PCA), el cual permite reducir la 
complejidad del análisis estadístico. El PCA tiene como objetivo recopilar la mayor parte de la varianza 
presente en un conjunto de datos utilizando nuevas variables ortogonales, conocidas como 
componentes principales [51]. En la identificación de los metabolitos se usan bases de datos 
especializadas (Dictionary of Natural Products [52]) y no especializadas (Chemical Abstract Service a 
través del SciFinder [53]) [49,50]. 

1.8. Redes moleculares 
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Las redes moleculares (RMs) son una herramienta en el análisis metabolómico basado en MS 
desarrollada por la plataforma del Global Natural Products Social molecular networking (GNPS, 
https://gnps.ucsd.edu/) [54]. Esta herramienta se ha popularizado en tiempos recientes y cuenta con 
sistemas de visualización de la diversidad química e identificación estructural de compuesto dentro del 
universo de señales detectadas [55-58]. El principio de las RMs se basa en que dos moléculas 
relacionadas estructuralmente comparten patrones de fragmentación cuando se someten al mismo 
proceso de ionización. Para su construcción, el conjunto de espectros MS/MS (MS2) de una muestra se 
alinean usando un algoritmo de similitud espectral de coseno [55]. En este proceso se comparan entre 
si los espectros MS2 con los mismos valores de masa/carga (m/z) y los espectros con diferentes iones 
precursores. El resultado es un gráfico en el que los espectros de masas de compuestos idénticos se 
visualizan en nodos que puede conectarse con aquellos compuestos relacionados estructuralmente 
mediante una línea que representa la diferencia de m/z entre los iones precursores o un puntaje de 
similitud (cosen score). Cuanto mayor es la similitud de los espectros MS2, el puntaje de similitud será 
más cercano a la unidad, con un umbral mínimo generalmente establecido en 0.7 [50]. 

Para aumentar el alcance de las redes moleculares en la identificación de moléculas o familias de 
moléculas, se han implementado opciones avanzadas en el flujo de trabajo de RMs por GNPS como el 
propagador de anotaciones MS2LDA [59] y MolNEtEnhancer [60]. De manera adicional, se puede 
realizar la anotación automática preliminar de los metabolitos presentes en la muestra mediante la 
comparación de los datos espectrométricos con los reportados dentro de las bases de datos 
especializadas del GNPS [50,54,55], o de manera manual siguiendo los lineamientos del Chemical 
Analysis Working Group (QAWG) [56,61]. 

 
1.9. Antibióticos y resistencia antimicrobiana 

Los antibióticos son medicamentos que combaten infecciones en los seres humanos y los animales 
causadas por bacterias. Estas sustancias matan a las bacterias o dificultan su crecimiento y 
multiplicación [62]. Durante la época dorada de los antibióticos, entre los 40s y 60s del siglo pasado, 
hubo un descubrimiento importante de múltiples clases de antibióticos de origen microbiano y cuyo uso 
en la clínica permitió mejorar el tratamiento y pronóstico de las infecciones bacterianas (Figura 8). 
Asimismo, durante este periodo se impulsó el desarrollo de análogos semisintéticos y completamente 
sintético de estos fármacos, con la finalidad de mejorar la seguridad y eficacia de los mismos [2,62]. Sin 
embargo, debido a su uso excesivo, comenzaron a reportase casos de inefectividad farmacológica 
causada por patógenos resistentes a los distintos tipos de antibióticos disponibles. Este fenómeno de 
denominó resistencia antimicrobiana (RAM) [2]. 
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Figura 8. Desarrollo de nuevos antibióticos y aparición de resistencia antimicrobiana. Modificado de 

Hutchings y colaboradores (2019) [2]. 
 

La RAM puede definirse como el fenotipo que causa que un microorganismo tenga una menor 
susceptibilidad a un antibiótico que otro miembros de su misma especie [62]. En la naturaleza, la 
resistencia de las bacterias hacia los antibióticos es un proceso evolutivo a largo plazo [62]. Sin embargo, 
este proceso ocurre de manera acelerada en algunas bacterias patógenas que están en interacción 
constante a los agentes antimicrobianos, generando un impacto negativo en la atención de la salud, la 
producción alimentaria y reduciendo la esperanza de vida [63]. 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) ha declarado que la RAM representa una amenaza global 
creciente [62,63]. Además, durante la epidemia causada por la infección respiratoria por el virus del 
SARS-CoV 2, se reportaron numerosos casos de pacientes con COVID-19 que presentaron 
coinfecciones bacterianas [64,65]. Asimismo, en 2020 la OMS actualizó la lista de patógenos y la 
prioridad con la que se requieren su manejo, y posicionó a Mycobacterium tuberculosis y las especies 
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, 
Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter, que se agrupan como bacterias ESKAPE, como los 
patógenos de vigilancia urgente (Cuadro 1) [66]. Estos microorganismos causan infecciones graves 
como resultado de la evasión de la respuesta inmunológica [67] y el desarrollo de resistencia a los 
antibióticos de primera línea, e incluso aquellos de última generación [68,69]. 
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Cuadro 1. Listado de patógenos resistentes y su prioridad para el desarrollo de nuevos 
antibióticos [66]. 

Prioridad Patógeno Resistencia 

Crítica 

Mycobacterium tuberculosis MDR 1 y XDR 2 
1 Rifampicina o isoniazida; 2 

Fluoroquinolonas 

Acinetobacter baumannii Carbapenémicos 

Pseudomonas aeruginosa Carbapenémicos 

Enterobacteriaceae 
Klebsiella pneumonia 
Escherichia coli 
Enterobacter spp. 

Carbapenémicos y 
Cefalosporinas de 3ª generación 

Alta 

Enterococcus faecium Vancomicina 

Staphylococcus aureus Meticilina, vancomicina 

Helicobacter pylori Claritromicina 

Campylobacter Fluoroquinolonas 

Salmonella spp. Fluoroquinolonas 

Neisseria gonorrhoeae 
Cefalosporinas de 3ª generación 

Fluoroquinolonas 

Media 

Streptococcus pneumoniae Penicilina 

Haemophilus influenzae Ampicilina 

Shigella spp. Fluoroquinolonas 

 

En nuestro país, el Plan Universitario contra la Resistencia Antimicrobiana (PUCRA), coordinado desde 
el Programa Universitario de Investigación en Salud (PUIS) de la UNAM, articula desde el 2017 una Red 
de hospitales y laboratorios clínicos que proporcionan información sobre la RAM de bacterias ESKAPE 
aisladas de hemocultivos y urocultivos, con el fin de establecer estrategias que mitiguen la ducho 
fenómeno de resistencia [70,71]. De los hallazgos encontrados durante el 2018 en hemocultivos, 
resaltan el aumento de resistencia A. baumannii a todos los antibióticos usados en la clínica; el 
incremento del porcentaje de resistencia de E. cloacae a ciprofloxacino y meropenem; y la persistencia 
de patógenos Gram-negativos resistentes a cefalosporinas de 3ª y 4ª generación. Por otro lado, en los 
urocultivos, la resistencia de K. pneumoniae y E. coli fue superior para cefalosporinas de 3ª y 4ª 
generación. Además, para la segunda bacteria aumentó la resistencia para la trimetoprima, el 
sulfametoxazol y la ciprofloxacina [71].  
 
Para hacer frente al problema global de RAM, el gobierno de los EUA mediante los Centros para el 
Control y Prevención de Enfermedades (CDC por sus siglas en inglés) propusieron un plan de acción 
para detener la RAM. Una de las estrategias de este plan contempla el apoyo a la investigación básica 
para identificar nuevos tratamientos prometedores y aumentar el conocimiento sobre los mecanismos 
de resistencia. [2,63]. En este sentido, en 2020 la OMS reportó que 43 antibióticos y combinaciones de 
éstos se encontraban en estudios clínicos, y 292 agentes antibacterianos diversos en estudios 
preclínicos [66]. A pesar de estos avances, el descubrimiento de nuevas moléculas antimicrobianas 
debe mantenerse debido al número reducido de moléculas activas que alcanzan los estudios clínicos y 
el periodo de tiempo que transcurre en durante el desarrollo de nuevos fármaco. 
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2. Hipótesis 

El estudio químico, metabolómico y biológico de hongos aislados de sedimentos marinos obtenidos del 
mar profundo del Golfo de México (GoM), permitirá evidenciar el potencial antimicrobiano de estos 
organismos y que sirvan de base para el desarrollo de nuevos fármacos.  

 

3. Objetivo general 

El objetivo general del proyecto consistió en establecer la diversidad química y el potencial 
antimicrobiano de una serie de hongos cultivables obtenidos de sedimentos profundos del Golfo de 
México. Este estudio se realizó mediante el cultivo de las especies siguiendo el enfoque OSMAC, 
además del empleo de técnicas cromatográficas y espectroscópicas para la purificación y 
caracterización estructural de los metabolitos. Paralelamente, se realizó su estudio metabolómico 
mediante el análisis de sus extractos por LC-MS y la comparación de los resultados con lo contenido en 
bases de datos especializadas y la construcción de redes moleculares en la plataforma del GNPS. 

 

4. Objetivos particulares 

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

4.1. Cultivar en pequeña escala a los organismos fúngicos de muestras de sedimentos marinos y de 
playa en estudio bajo diferentes condiciones de crecimiento.  

4.2. Obtener los extractos orgánicos mediante la aplicación de técnicas de maceración y de reparto 
con los disolventes adecuados.  

4.3. Evaluar la actividad antimicrobiana de todos los extractos y seleccionar a las especies más 
activas para la obtención de sus metabolitos secundarios.  

4.4. Cultivar en mediana escala a las especies fúngicas seleccionadas y obtener sus 
correspondientes extractos orgánicos. 

4.5. Establecer los perfiles cromatográficos de todos los extractos orgánicos mediante cromatografía 
de líquidos (HPLC y UPLC) en fase reversa, e identificar los cambios en el contenido metabólico 
bajo las diferentes condiciones de crecimiento.  

4.6. Realizar el estudio químico biodirigido de los organismos seleccionados mediante la aplicación 
de métodos cromatográficos de vanguardia. Una vez aislados los compuestos, caracterizarlos 
estructuralmente mediante estudios espectroscópicos y espectrométricos. 

4.7. Realizar los estudios de metabolómica por UPLC-ESI-HRMS-MS/MS y el uso de bases de datos 
especializadas en productos naturales y la plataforma del GNPS. 

4.8. Evaluar la actividad antimicrobiana de los compuestos puros empleando el mismo bioensayo 
utilizado para los extractos y sobre microorganismos resistentes a antibióticos y especies de 
Mycobacterium y la línea celular Vero. 

  



25 

5.Desarrollo experimental 

5.1. Acondicionamiento, cultivo y obtención de extractos 

En este estudio se utilizaron 29 cepas fúngicas aisladas de muestras de sedimentos marinos del Golfo 
de México (GoM) colectadas de ocho estaciones del GoM durante las campañas Metagenómica-Malla 
Fina (MET-I) y Metagenómica (MET-II) realizadas en 2016 y 2017, respectivamente, a bordo del buque 
exploratorio Justo Sierra de la UNAM (Cuadro 2) [39,40]. De manera adicional, se estudió una cepa de 
Playa Hermosa, Ensenada Baja California, por tratarse de una zona con daño antropogénica [40]. Las 
cepas fueron proporcionadas por la Dra. Patricia Vélez Aguilar del Laboratorio de Ecología Molecular de 
Micromicetos en Ecosistemas Amenazados del Instituto de Biología, UNAM.  

 

Cuadro 2. Colección CIGOM. 
Estación Profundidad (m) Cepa 

B7 1191 Cladosporium sp. CONTIG5 
C11 860 Cladosporium halotolerans CIGOM1 
C12 1290 Stemphylium vesicarium CIGOM3 
C14 3240 Penicillium echinulatum CONTIG4 

D16 652 
Penicillium sp. CIGOM5, 8─17 y 19─27 
Penicillium brevicompactum CONTIG2 

D17 976 Biatriospora sp. CIGOM2 y CIGOM7 
N1 606 Cladosporium ramotenellum CONTIG7 
N2 995 Alternaria sp. CIGOM4 

 

En el laboratorio, cada cultivo axénico en caja de Petri con medio PDA se transfirió a tubos Falcon de 
50 mL con 15 mL de medio YESD (1% de extracto de levadura, 2% de peptona de soya y 2% de 
dextrosa) y se colocó en un agitador orbital durante 3-5 d a 100 rpm a temperatura ambiente (TA; 
13.1─24.4 °C), con ciclos de luz-oscuridad 12/12 h. Todos los inóculos se vertieron en matraces 
Erlenmeyer de 250 mL con medio arroz (15 g o 30 g de arroz con 30 mL o 60 mL de agua desionizada) 
y se dejaron crecer en tres condiciones diferentes: (1) TA con luz-oscuridad 12/12 h por 21 d; (2) 20 °C 
en oscuridad por 30 d, y (3) 4 °C en oscuridad por 60 d. Finalizado el tiempo de crecimiento, cada hongo 
se extrajo con 60 mL de CH3OH─CHCl3 (1:1), se filtraron y se mezclaron con 120 mL de agua. Las fases 
orgánicas se recuperaron en un embudo de separación y se secaron bajo presión reducida. Los residuos 
se disolvieron en 60 mL de CH3CN─CH3OH y desgrasaron con el mismo volumen de n-hexano. Los 
extractos se pesaron y se mantuvieron a temperatura ambiente para su estudio posterior (Cuadro 3). 
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Cuadro 3. Rendimiento de extractos de pequeña escala (mg) de los hongos en estudio. 

Cepa 
TA, 

luz-oscuridad, 
12/12, 21 da 

20 °C, 
oscuridad, 30 

db 

4 °C, 
oscuridad, 60 

db 
C. halotolerans CIGOM1 38.4 10.2 20.7 
Biatriospora sp. CIGOM2 38.4 36.6 17.3 
S. vesicarium CIGOM3 46.9 33.6 34.1 
Alternaria sp. CIGOM4 124.7 45.7 8.4 
Penicillium sp. CIGOM5 153.7 63.2 98.2 

Biatriospora sp. CIGOM7 71 54.7 20.7 
Penicillium sp. CIGOM8 135.1 47.6 58.8 
Penicillium sp. CIGOM9 192.2 72.3 80.2 

Penicillium sp. CIGOM10 226.6 71.1 84.9 
Penicillium sp. CIGOM11 124.9 64.3 78.8 
Penicillium sp. CIGOM12 196 74.0 65 
Penicillium sp. CIGOM13 203.9 75.4 82.2 
Penicillium sp. CIGOM14 193.7 73.4 97.9 
Penicillium sp. CIGOM15 179 69.2 55.7 
Penicillium sp. CIGOM16 158.5 51.0 65.7 
Penicillium sp. CIGOM17 136.3 62.0 52.2 
Penicillium sp. CIGOM19 122 60.1 65.5 
Penicillium sp. CIGOM20 97.8 52.0 55 
Penicillium sp. CIGOM21 194.4 19.9 102.9 
Penicillium sp. CIGOM22 157.2 61.5 86.8 
Penicillium sp. CIGOM23 194.7 52.9 69.6 
Penicillium sp. CIGOM24 129.5 54.0 86.6 
Penicillium sp. CIGOM25 176.9 62.6 94.2 
Penicillium sp. CIGOM26 182.2 41.4 80.3 
Penicillium sp. CIGOM27 171.4 52.0 80.7 

P. brevicompactum CONTIG2 136.2 118.7 39.7 
P. echinulatum CONTIG4 119.6 51.8 72.6 

Cladosporium sp. CONTIG5 112.1 37.2 35.2 
C. ramotenellum CONTIG 7 57.3 30.7 16.2 

Corollospora gracilis 37.1 19.6 5.5 
a 30 g de arroz y 60 mL de H2O; b 15 g de arroz y 30 mL de H2O; 

 

5.2. Evaluación antimicrobiana 

Los extractos desgrasados, fracciones y compuestos puros se evaluaron para determinar su actividad 
antimicrobiana usando el método de dilución en caldo con el colorante bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) siguiendo las recomendaciones del Instituto de Estándares Clínicos y de 
Laboratorio (CLSI por sus siglas en inglés) para evaluaciones microbiológicas [72]. Todas las muestras 
se disolvieron en DMSO (2.0%). Las bacterias blanco usadas en los ensayos fueron Bacillus subtilis 
ATCC 6633, Staphylococcus aureus resistente a meticilina ATCC 25923 (MRSA) y susceptible a 
meticilina ATCC 25923 (MSSA), Escherichia coli ATCC 10536, Salmonella typhi ATCC 9992V, 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis resistente a vancomicina ATCC 51299 
(VREF) y Enterococcus faecalis susceptible a vancomicina ATCC 29212 (VSEF), Klebsiella aerogenes 
ATCC 13048, Enterobacter cloacae ATCC 700324, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Acinetobacter 
baumannii resistente a antibióticos (aislamiento clínico 564) y susceptible ATCC 17978 y la levadura 
Candida albicans ATCC 10231. Los bioensayos se realizaron en placas de 96 pozos por triplicado a la 
concentración de 200 y 20 µg/mL para extractos y fracciones, y 100 µg/mL. Los compuestos 1─8 fueron 
evaluados sobre M. tuberculosis H37Rv bajo condiciones aeróbicas (replicativa) como anaeróbicas (no 
replicativa) usando los ensayos MABA and LORA [73]. De manera adicional, los compuestos 6 y 8, con 
inhibición del crecimiento de M. tuberculosis mayor al 90%, fueron evaluados en MABA sobre M. 
abscessus ATCC 19977, M. chelonae ATCC 35752, M. marinum ATCC 927, M. avium ATCC 15769 y 
M. kansasii ATCC 12478 [73,74], y sobre la línea celular Vero ATCC CCL-81. Para este último 
bioensayo, se usó el colorante resazurina (0.6 μM) para determinar la viabilidad celular y se midió su 
absorbancia a 530 nm (excitación) y 590 nm (emisión). Los controles positivos para cada bioensayo se 
indican en cada cuadro de resultados para cada ensayo. 
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5.3. Cultivo en mediana escala de las especies selectas 

Los organismos selectos Alternaria sp. CIGOM4, P. echinulatum CONTIG4 y C. ramotenellum CONTIG7 
se cultivaron en cinco matraces Fernbach 2.8 L con medio arroz (100 g de arroz/200 mL de agua 
desionizada) y se dejaron crecer en la condición que demostró la mayor actividad antimicrobiana, con el 
objetivo de obtener extractos suficientes para el estudio químico biodirigido. Adicionalmente, los hongos 
se cultivaron en un matraz Fernbach 2.8 L con medio arroz en las otras dos condiciones de crecimiento 
con fines comparativos (Cuadro 4). Finalmente, las cepas selectas se cultivaron en dos matraces 
Fernback con medio arroz y caldo Czapek-Dox (100 g de arroz con 200 mL de caldo Czapek-Dox 
compuesto por sucrosa, 30 g/L; NaNO₃, 2 g/L; K2HPO4, 1 g/L; MgSO4, 0.5 g/L, KCl 0.5 g/L; y FeSO4, 
0.01 g/L; pH 7.3 a 25 °C) y dos con medio arroz y agua marina artificial (100 g de arroz con 200 mL de 
agua marina Instant Ocean 32 g/L) a TA con luz-oscuridad 12/12 h por 21 d. Finalizado el tiempo de 
crecimiento, los extractos orgánicos se obtuvieron mediante maceración y reparto con CHCl3─CH3OH y 
luego se desengrasaron con hexano. 

 

Cuadro 4. Rendimiento de extractos de mediana escala (mg) de los hongos CIGOM selectos. 

Cepa 
MA, TA,  

luz-oscuridad 
12/12, 21 d 

MA, 20 °C, 
oscuridad,  

30 d 

MA, 4 °C, oscuridad, 
60 d 

MA-agua marina 
artificial c 

MA-Caldo 
Czapek-Dox c 

Alternaria sp. 
CIGOM4 

301.1 b 494.0 b 636.6 a 239.9 120.6 

P. echinulatum 
CONTIG4 

437.8 b 2069.4 a 396.5 b 449.5 657.1 

C. ramotenellum 
CONTIG7 

342.1 b 878.4 a 219.6 b 271.4 212.1 

MA, medio arroz; Cantidad total de medio: a 500, b 100 y c 200 g. 
  



28 

5.4. Estudio químico biodirigido de las especies selectas 

 

5.4.1. Alternaria sp. CIGOM4 
Los extractos desgrasados de mediana escala de Alternaria sp. CIGOM4 se fraccionaron por 
cromatografía tipo flash usando columnas RediSep RF Gold Si-gel (4.0 g de Si-gel; Teledyne Inc., 
Thousand Oaks, CA, USA) y mezclas de polaridad creciente con n-hexano─CHCl3─AcOEt─CH3OH. 26 
fracciones se obtuvieron de acuerdo con los perfiles UV y ELSD (Cuadro 5). Alternariol (1; 35.5 mg) se 
obtuvo a partir de la fracción siete del extracto de 20°C (Figura 9 y 10). Por otro lado, la fracción F4 se 
sometió a un proceso de purificación por HPLC preparativo (columna Gemini C18, 250 mm x 21.2 mm 
D.I., 5.0 μm, 100 Å; Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA) con un sistema en gradiente de 30:70 
CH3CN─ácido fórmico al 0.1% acuoso a 100 de CH3CN en 15 min a un flujo de 21.24 mL/min, resultando 
el compuesto metil alternariol (2; 2.8 mg, tR=11.8 min, Figura 11 y 12).  

 

Cuadro 5. Fraccionamiento primario de los extractos de Alternaria sp. CIGOM4. 
Extracto A Extracto B Extracto C 

Fracción 
Cantidad 

(mg) 
Fracción 

Cantidad 
(mg) 

Fracción 
Cantidad 

(mg) 
F1 1.7 F1 3.1 F1 1.8 
F2 0.4 F2 30.4 F2 279 
F3 38.3 F3 53.7 F3 42.5 
F4 90.5 F4 81.9 F4 67.4 
F5 6.9 F5 6.3 F5 48.4 
F6 4.4 F6 12.6 F6 79.4 
F7 23.1 F7 35.5 F7 7.5 
F8 11.1 F8 126.7   
F9 24.9 F9 42.4   
F10 27.2     

Cantidad total 
recuperada 

228.5 
Cantidad total 

recuperada 
392.6 

Cantidad total 
recuperada 

526.0 

% recuperado 84.6 % recuperado 85.3 % recuperado 87.9 
Medio arroz a A) TA luz-oscuridad 12/12 h por 21 d.; B) 20 °C en oscuridad por 30 d. y C) 4 °C en 
oscuridad por 60 d. 

 

 
Figura 9. Perfil cromatográfico tipo flash del extracto de mediana escala de Alternaria sp. CIGOM4 
cultivado a 20 °C. 
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Figura 10. Perfiles cromatográficos y espectros de UV y HRMS del alternariol (1) de Alternaria sp. 

CIGOM4. 
 

 
Figura 11. Perfiles cromatográficos por HPLC analítico y preparativo de la fracción F4 del extracto 

de mediana escala de Alternaria sp. CIGOM4 cultivado a 20 °C. 
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Figura 12. Perfiles cromatográficos y espectros de UV y HRMS del metil alternariol (2) de Alternaria 

sp. CIGOM4. 
 

5.4.2. P. echinulatum CONTIG4 

Los extractos desgrasados de mediana escala de P. echinulatum CONTIG4 se fraccionaron por 
cromatografía tipo flash con columnas RediSep RF Gold Si-gel (12.0, 40.0 y 4.0 g de Si-gel; Teledyne 
Inc., Thousand Oaks, CA, USA) y mezclas de polaridad creciente con n-hexano─CHCl3─AcOEt─CH3OH. 
A partir del extracto de 20 °C (2.1 g) se obtuvieron 13 fracciones de acuerdo con los perfiles UV y ELSD 
(Cuadro 6 y Figura 13). Las fracciones 5 (174.8 mg), 6 (109.0 mg) y 7(43.4 mg) se sometieron a un 
proceso de purificación por HPLC preparativo (columna Gemini C18, 250 mm x 21.2 mm D.I., 5.0 μm, 
100 Å) con un sistema en gradiente 30:70 CH3CN─ácido fórmico al 0.1% acuoso a 100 de CH3CN en 15 
min a un flujo de 21.24 mL/min resultando el compuesto ciclopenina (3; 5.5 mg, tR= 9.20 min), 
ciclopeptina (4; 49.6 mg, tR=9.75 min), deshidrociclopeptina (5, 6.2 mg, tR=10.24 min) y viridicatina 
(6;14.1 mg, tR=12.04 min) (Figuras 14-17). 
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Cuadro 6. Fraccionamiento primario de los extractos de P. echinulatum 
CONTIG4. 

Extracto A Extracto B Extracto C 

Fracción 
Cantidad 

(mg) 
Fracción 

Cantidad 
(mg) 

Fracción 
Cantidad 

(mg) 
F1 1.2 F1 2.9 F1 1.8 
F2 160.2 F2 8.9 F2 116.8 
F3 21.0 F3 815.7 F3 35.6 
F4 22.8 F4 91.1 F4 26.3 
F5 35.0 F5 174.8 F5 35.4 
F6 12.5 F6 109.0 F6 48.1 
F7 58.1 F7 43.4   

  F8 66.4   
  F9 56.6   
  F10 54.4   
  F11 66.5   
  F12 44.4   
  F13 169.6   

Cantidad total 
recuperada 

310.8 
Cantidad total 

recuperada 
1703.7 

Cantidad total 
recuperada 

264 

% recuperado 78.05123 % recuperado 87.7 % recuperado 73.1 
Medio arroz a A) TA luz-oscuridad 12/12 h por 21 d.; B) 20 °C en oscuridad por 30 d. y C) 4 °C en 
oscuridad por 60 d. 

 

 
Figura 13. Perfil cromatográfico tipo flash del extracto de mediana escala de P. echinulatum 

CONTIG4 cultivado a 20 °C. 
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Figura 14. Perfiles cromatográficos por HPLC de la fracción F5 del extracto de mediana escala de P. 

echinulatum CONTIG4 cultivado a 20 °C. 
 

 
Figura 15. Perfiles cromatográficos por HPLC de la fracción F6 del extracto de mediana escala de P. 

echinulatum CONTIG4 cultivado a 20 °C. 
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Figura 16. Perfiles cromatográficos por HPLC de la fracción F7 del extracto de mediana escala de P. 

echinulatum CONTIG4 cultivado a 20 °C. 
 

Figura 17. Perfiles cromatográficos y espectros UV y HRMS de los compuestos 3─6 de P. 
echinulatum CONTIG4. 
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5.5. Estudio químico convencional de especies selectas 
 

5.5.1.Biatriospora sp. CIGOM2 

El extracto de pequeña escala (38.4 mg) de Biatriospora sp. CIGOM2 cultivado a TA se fraccionó por 
cromatografía tipo flash en una columna RediSep RF Gold Si-gel (4.0 g de Si-gel; Teledyne Inc., 
Thousand Oaks, CA, USA) y mezclas de polaridad creciente con n-hexano─CHCl3─AcOEt─CH3OH. 
Cinco fracciones se obtuvieron de acuerdo con los perfiles UV y ELSD (Figura 18). La fracción F4 (11.7 
mg) se sometió a un proceso de purificación por HPLC semipreparativo (columna Gemini C18, 250 mm 
x 10.0 mm D.I., 5.0 μm, 100 Å) con un sistema en gradiente de 15:85 CH3CN–ácido fórmico al 0.1% 
acuoso a 100 de CH3CN en 15 min con un flujo de 4.72 mL/min, resultando la citocalasina D (7; 1.7 mg, 
tR = 13.95 min, Figura 19 y 20). 

 

 
Figura 18. Perfil cromatográfico tipo flash del extracto de pequeña escala de Biatriospora sp. 

CIGOM2 cultivado a TA. 
 

 
Figura 19. Perfiles cromatográficos por HPLC analítico y preparativo de la fracción F4 del extracto 

de pequeña escala de Biatriospora sp. CIGOM2 cultivado a TA. 
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Figura 20. Perfiles cromatográficos y espectros de UV y HRMS de la citocalasina D (7) aislada de 

Biatriospora sp. CIGOM2. 
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5.5.2.Penicillium sp. CIGOM10 

El extracto de mediana escala (1.0 g) de Penicillium sp. CIGOM10 cultivado a TA en 100 g de medio 
arroz (10 matraces Erlenmeyer con 10 g de arroz/20 mL de agua desionizada) se fraccionó por 
cromatografía tipo flash en una columna RediSep RF Gold Si-gel (40.0 g de Si-gel; Teledyne Inc., 
Thousand Oaks, CA, USA) y mezclas de polaridad creciente con n-hexano─CH3Cl─AcOEt─CH3OH. 12 
fracciones se obtuvieron de acuerdo con los perfiles UV y ELSD (Figura 21). La fracción F10 (83.6 mg) 
se sometió a un proceso de purificación por HPLC preparativo (columna Gemini C18, 250 mm x 21.2 
mm D.I., 5.0 μm, 100 Å) con un sistema en gradiente 15:85 CH3CN─ácido fórmico al 0.1% acuoso a 100 
de CH3CN en 15 min a un flujo de 21.24 mL/min, resultando el compuesto meleagrina A (8; 14.4 mg, tR 
= 6.30 min, Figura 22 y 23). 

 

 
Figura 21. Perfil cromatográfico tipo flash del extracto de mediana escala de Penicillium sp. CIGOM10 
cultivado a TA. 

 

 
Figura 22. Perfiles cromatográficos por HPLC analítico y preparativo de la fracción F10 de 

Penicillium sp. CIGOM10 cultivado a TA. 
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Figura 23. Perfiles cromatográficos y espectros UV y HRMS de la meleagrina A (8) de Penicillium 

sp. CIGOM10. 
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5.5.3.Penicillium sp. CIGOM16 

El extracto desgrasado (86.7 mg) de Penicillium sp. CIGOM10 cultivado en pequeña escala a TA se 
sometió a un proceso de purificación por HPLC preparativo (columna Kinetex C18, 250 mm x 21.2 mm 
D.I., 5.0 μm, 100 Å) con un sistema en gradiente 30:70 CH3CN─ácido fórmico al 0.1% acuoso a 100 de 
CH3CN en 10 min seguido de 5 min con 100 de CH3CN y 5 min con las condiciones iniciales, con un flujo 
de 21.24 mL/min (Figura 24), resultando la roquefortina C (9; 0.5 mg, tR = 5.02 min) y la andrastina A 
(10; 0.7 mg, tR = 9.39 min, Figura 25). 

 

 
Figura 24. Perfiles cromatográficos por HPLC analítico y preparativo de Penicillium sp. CIGOM16 

cultivado a TA en pequeña escala. 
 

Figura 25. Perfiles cromatográficos y espectros UV y HRMS de los compuestos 9 y 10 de Penicillium 
sp. CIGOM16. 
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5.6. Caracterización estructural 

La caracterización estructural de los compuestos 1─10 se realizó mediante el análisis de los datos 
espectrométricos y de RMN, y su comparación con los reportados en la literatura especializada. La 
fórmula molecular de los compuestos se calculó a partir de los aductos [M+H]+ y [M-H]- de los espectros 
HRMS y se calculó el índice de deficiencia de hidrógeno (IDH). Los espectros de RMN 1H se registraron 
a una frecuencia de 400 y 600 MHz y los de 13C a 100 MHz, en los equipos Varian VNMRS 400 MHz 
(Varian Inc., Palo Alto, CA, USA) y Bruker Avance III 400MHz (Bruker BioSpin Corp., Billerica, MA, USA) 
y Jeol JNM-ECZR 600 MHz (Jeol Ltd., Musashino, Akishima, Tokyo, Japón). De manera adicional, el 
compuesto citocalasina D (7) se analizó por cristalografía de Rayos X de monocristal. 

 

5.7. LC-'MS/MS, estudios de metabolómica no dirigida y redes moleculares de especies 
selectas del GoM 

Los extractos (1 mg/mL), fracciones (1 mg/mL) y los compuestos puros (0.1 mg/mL) fueron analizados 
en un cromatógrafo Acquity UPLC (Waters Corp., Milford, MA, USA) acoplado a un espectro de masas 
Q Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). El análisis se realizó con una columna 
Acquity BEH C18 (Waters 50 mm x 2.1 mm d. i., 1.7 μm, 130 Å) a 40 °C, con un sistema en gradiente 
de 15:85 CH3CN─ácido fórmico al 0.1% acuoso a 100% de CH3CN en 8 min, isocrático con CH3CN por 
1.5 min y de vuelta a las condiciones iniciales, con un flujo de 0.3 mL/min y un volumen de inyección de 
3.0 μL. Los datos espectrométricos se obtuvieron con un ionizador por electrospray en modalidad 
positiva y negativa (ESI +/-) en el rango de m/z 150─2000, con los siguientes parámetros de ionización: 
voltaje capilar 5 V, temperatura capilar 300 °C, voltaje del tubo objetivo 35 V, voltaje de nebulización 
3.80 KV, flujo de gas acarreador 30 unidades [75]. El análisis de componentes principales (PCA) se 
realizó con los datos MS después de remover los componentes presentes en el blanco y usando el 
programa R versión 4.0.5 con el paquete estadístico FactoMineR [76]. Posteriormente, los datos de 
masas de todas las muestras se transformaron de formato MS raw a mzXML mediante el programa 
ProteoWizard tool MS Converte [55].  El análisis metabolómico por redes moleculares GNPS de todos 
los extractos de los hongos selectos se llevó a cabo usando el protocolo estándar [54] con los siguientes 
parámetros: tolerancia en la masa del ion precursor, 0.01 Da; tolerancia en la masa del ion fragmento, 
0.02 Da; puntaje mínimo de similitud y del umbral 0.7; mínimo de iones fragmento unidos, tamaño de la 
agrupación y mínimo de picos de la biblioteca unidos, 4.0; número máximo de nodos conectados y 
diferencia máxima de masa en la búsqueda de análogos, 100. De manera adicional, la herramienta 
MolNetEnhancer se aplicó a la red molecular global para establecer la clasificación química [60]. Para 
la visualización de las redes moleculares se utilizó el programa Cytoscape 3.8.1 [77]. Finalmente, el 
análisis de metabolómica manual se llevó a cabo comparando los máximos de absorción UV y los datos 
HRESIMS─MS/MS de los compuestos 1─10 con los reportados en el diccionario de Productos Naturales 
[52], Scifinder [53] y una base de micotoxinas construida por el grupo de investigación. La anotación de 
los compuestos aislados 1─10 y los anotados manualmente 11─19 se realizó con los niveles 1 y 2 
establecidos por la iniciativa de estándares metabolómicos, respectivamente [61], y la exactitud de las 
masas ˂ 5 ppm. 
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5.8. Estudio químico de Corollospora gracilis 

El hongo Corollospora gracilis se cultivó en medios líquidos y sólidos con agua desionizada y en 
presencia de sales (Cuadro 7). Una vez finalizado el periodo de crecimiento los extractos orgánicos se 
obtuvieron de la siguiente manera: En los cultivos líquidos, el micelio se separó del medio de cultivo y 
se extrajeron mediante maceración con CHCl3─CH3OH (1:1) y posteriormente el medio con AcOEt, y por 
reparto con CHCl3 y AcOEt, con lo que se obtuvieron cuatro extractos, dos de micelio y dos del medio 
de cultivo. Por otro lado, los cultivos sólidos se extrajeron con CHCl3─CH3OH (1:1) y se realizó un 
desgrase con hexano.  

 
Cuadro 7. Medios empleados para el cultivo en mediana escala de Corollospora gracilis. 

Medio  Composición  Cantidad 

A1 al 10% (A1-10) 

Almidón 0.1 g 
Extr. de levadura 0.4 g 
Peptona de soya 0.2 g 
Agua desionizada 1.0 L 

1.0 L 

A1-10 en agua marina artificial (A1-10-AMA) 
A1-10 

Sal marina 35.9 g 
Agua desionizada 1.0 L 

1.0 L 

Caldo Papa Dextrosa (PDB)1 
PDB deshidratado 24.0 g 
Agua desionizada 1.0 L 

1.0 L 

PDB en agua marina artificial (PDB-AMA) 
PDB deshidratado 24.0 g 

Sal marina 35.9 g 
Agua desionizada 1.0 L 

1.0 L 

PDB-AMA con 3% de NaBr (PDB-AMA-3NaBr) 

PDB deshidratado 24.0 g 
Sal marina 35.9 g 

NaBr 30.0 g 
Agua desionizada 1.0 L 

1.0 L 

PDB-AMA con 1.5% de NaBr (PDB-AMA-1.5NaBr) 

PDB deshidratado 24.0 g 
Sal marina 35.9 g 

NaBr 15.0 g 
Agua desionizada 1.0 L 

6.0 L 

Arroz en agua desionizada (MA) 
Arroz 100 g 

Agua desionizada 0.2 L 
100-200g 

Arroz en agua marina artificial (MA-AMA) 
Arroz 100 g 

Sal marina 7.2 g 
Agua desionizada 0. 2 L 

100 g 

MA-AMA con 1.5% NaBr (MA-AMA-1.5NaBr) 

Arroz 100 g 
Sal marina 7.2 g 

NaBr 3.0 g 
Agua desionizada 0. 2 L 

200 g 

1 Sin crecimiento. Todos los inóculos se prepararon en medio PDB con excepción de los cultivos A1-10 y A1-10-AM. Los cultivos 
se mantuvieron a TA, luz-oscuridad 12/12, los sólidos estáticos y los líquidos en agitación a 100 rpm. 

 

5.9. Registro fotográfico y edición de figuras 

El registró fotográfico de los cultivos en caja de Petri y los distintos cultivos de pequeña y mediana escala 
se realizó con una cámara digital PENTAX Pentax Optio 750Z. Las figuras mostradas en el texto se 
construyeron con BioRender.com y Microsoft Power Point. 

  



41 

6.Resultados y discusión 

6.1. Cultivo en pequeña escala y obtención de extractos 

En el presente estudio se realizó el acondicionamiento de 30 cepas fúngicas, 29 fueron obtenidos a partir 
de muestras de sedimento marino del Golfo de México colectadas en diferentes estaciones y 
profundidades dentro del rango de 606-3240 m (Figura 26) durante los trayectos exploratorios del 
Consorcio de Investigación del Golfo de México (CIGOM) y una especie colectada de Playa Hermosa, 
Baja California. Los organismos del GoM en estudio corresponden a los géneros Penicillium, 
Cladosporium, Biatriospora, Stemphylium y Alternaria. Los hongos del género Penicillium fueron los más 
abundantes en las muestras: P. echinulatum CONTIG4 se obtuvo en la estación C14 (Coatzacoalcos) a 
3240 m de profundidad, siendo la estación con mayor profundidad del derrotero. P. brevicompactum 
CONTIG2 y Penicillium spp. CIGOM5, CIGOM8─CIGOM17, y CIGOM19─CIGOM27 se obtuvieron de 
D16 (Coatzacoalcos) a 652 m. El género Penicillium presenta adaptabilidad genómica para desarrollarse 
en diferentes ambientes y sustratos [78]. De manera adicional, Cladosporium sp. CONTIG5, C. 
halotolerans CIGOM1 y C. ramotenellum CONTIG7 se obtuvieron de las estaciones B7 (Perdido), C11 
(Coatzacoalcos) y N1 (Perdido) a 1191, 860 y 606 m de profundidad, respectivamente. Asimismo, 
Biatriospora spp. CIGOM2 y CIGOM7 de N2 (Perdido) se obtuvieron de D17 (Coatzacoalcos) a 976 m, 
y Alternaria sp. CIGOM4 de N2 (Perdido) a 995 m. Finalmente, el hongo marino Corollospora gracilis 
[42] obtenido de Playa Hermosa, Ensenada Baja California se incorporó a este estudio por tener escasos 
estudios químicos reportados y ser parte de una de las playas más contaminadas del país [79]. 

 

 
Figura 26. Colección CIGOM [80]. 

 

En general, los hongos marinos mostraron cambios morfológicos en las diferentes condiciones de 
crecimiento (Figura 27). Por ejemplo, Biatriospora sp. CIGOM2 desarrolló estructuras de reproducción 
macroscópicas y una cantidad abundante de micelio abundante a TA (Figura 27. A), en comparación de 
20 °C (Figura 27. C) y en 4°C el crecimiento fue escaso. Asimismo, en algunas condiciones se observó 
la producción de exudado, una matriz biológica líquida que puede contener metabolitos secundarios 
bioactivos [81]. Cabe destacar que el hongo marino Corollospora gracilis presentó crecimiento escaso 
en las tres condiciones debido a que muchas especies fúngicas marinas requieren condiciones similares 
a las de su hábitat para su crecimiento (Figura 27. A) [35,41]. 
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A B 

 
C 

 
Figura 27. A. Cultivos en pequeña escala de hongos selectos en arroz. Morfología de Biatriospora 

sp. CIGOM2 cultivado en medio arroz en B. TA, luz-oscuridad 12/12, 21 d, y C. 20 °C, oscuridad, 30 
d. 

 

Finalizado el tiempo de crecimiento de las tres condiciones se obtuvieron los extractos desgrasados 
(Gráfica 1). Los extractos de P. brevicompactum CONTIG2, Penicillium sp. CIGOM10 y CIGOM21 
cultivados en 20 °C, TA y 4 °C, respectivamente, tuvieron los mayores rendimientos. En general, los 
extractos se obtuvieron en cantidad suficiente para realizar su evaluación antimicrobiana, y su estudio 
de metabolómica y químico preliminar. 

 

 
Gráfica 1. Rendimiento de los extractos orgánicos desgrasados de los cultivos en 
pequeña escala de la colección CIGOM. 
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6.2.Actividad antimicrobiana de los extractos de pequeña escala 

Los 90 extractos desgrasados de pequeña escala se evaluaron sobre las bacterias Gram-negativas 
Escherichia coli ATCC 10536, Salmonella typhi ATCC 9992V, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 susceptible a meticilina (MSSA) y Bacillus subtilis ATCC 6633 y la 
levadura Candida albicans ATCC 10231, a las concentraciones de 200 y 20 g/mL.  

El 63.3 % de hogos mostraron actividad antimicrobiana con al menos un extracto activo a la máxima 
concentración evaluada (Anexo I). Los aislamientos de Alternaria sp. CIGOM 4, Cladosporium 
ramotenellum CONTIG 7 y Penicillium echinulatum CONTIG 4 mostraron la mayor actividad 
antimicrobiana al inhibir a un mayor número de microorganismos en ambas concentraciones de prueba 
(Cuadro 8). Asimismo, los extractos de la misma cepa preparados bajo diferente condición de 
crecimiento mostraron diferente actividad antimicrobiana, y esta se incrementó cuando los parámetros 
de temperatura disminuyeron y se mantuvieron en oscuridad, condiciones semejantes a las descritas 
para aguas marinas profundas. El extracto obtenido de Alternaria sp. CIGOM 4 cultivado a 4°C inhibió 
de manera total a B. subtilis a las dos concentraciones evaluadas y de manera parcial a S. aureus a la 
máxima concentración. De manera adicional, el extracto obtenido del cultivo a 20 °C inhibió a las 
bacterias Gram-positivas y de parcialmente a S. typhi a la máxima concentración. Por otro lado, los 
extractos de los cultivos en las tres condiciones de C. ramotenellum CONTIG7 mostraron actividad en 
al menos un microorganismo de prueba. Los extractos obtenidos a partir de los cultivos a temperatura 
ambiente inhibieron a las bacterias Gram-positivas a la máxima concentración evaluada, mientras que 
el extracto del cultivo a 4 °C inhibió parcialmente a S. aureus a la misma concentración. El extracto de 
P. echinulatum CONTIG 4 cultivado a 20 °C en oscuridad inhibió a E. coli y S. typhi y de manera parcial 
a S. aureus a la máxima concentración. Finalmente, los extractos de Stemphylium vesicarium CIGOM 
3, Penicillium sp. 14, 21, 22, 23 y 24 presentaron actividad antimicrobiana parcial a las concentraciones 
de 20 y 200 µg/mL, mientras que los aislamientos Corollospora gracilis, Cladosporium CONTIG 5, 
Biatriospora sp. CIGOM  7 y Penicillium 12, 13, 16, 17, 19, 20, 23 y 24 inhibieron parcialmente un 
microorganismo. 

 

Cuadro 8. Extractos de hongos marinos del GoM con actividad antimicrobiana. 

Cepa 
Condición 

del Extracto  
E. coli 

ATCC 10536 
S. typhi 

ATCC 9992V 
MSSA 

B. subtilis 
ATCC 6633 

P. echinulatum CONTIG4 B     

C. ramotenellum CONTIG7 
A     
B     

S. vesicarium CIGOM3 C     

Alternaria sp. CIGOM4 
B     
C     

Biatriospora sp. CIGOM7 C     
Penicillium sp. CIGOM16 C     
Penicillium sp. CIGOM17 C     
Penicillium sp. CIGOM20 C     
Penicillium sp. CIGOM21 C     
Penicillium sp. CIGOM22 C     
Penicillium sp. CIGOM24 A     

Penicillium sp. CIGOM26 
A     
C     

MIC ampicilina (g/mL)  1.6 0.4 0.1 16.3 
Nivel de inhibición  

 Inhibición total a 200 g/mL y 20 g/mL. 
 Inhibición total a 200 g/mL. 
 Inhibición parcial a 200 g/mL y 20 g/mL. 
 Inhibición parcial a 200 g/mL. 
 Sin inhibición. 

Medio arroz a A) TA con luz-oscuridad 12/12 h por 21 d.; B) 20 °C en oscuridad por 30 d. y C) 4 °C en oscuridad 
por 60 d. 
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6.3.Cultivo en mediana escala de hongos selectos  

Con el objetivo de aislar los metabolitos responsables de la actividad antimicrobiana se realizó el cultivo 
a mayor escala de los organismos con potencial antimicrobiano Alternaria sp. CIGOM4, Cladosporium 
sp. CONTIG7 y P. echinulatum CONTIG4, empleando 500 g de arroz en la condición con mayor 
actividad. Asimismo, con el objetivo de evidenciar los posibles cambios en los perfiles metabólicos, los 
hongos selectos se cultivaron en 100 g de medio arroz en las demás condiciones y en los medio arroz 
con agua marina artificial y caldo Czapek-Dox, que se han descrito para favorecer el crecimiento de 
microorganismos marinos y de especies del género Penicillium, respectivamente [82-84]. En la Gráfica 
2 se comparan los rendimientos de los extractos desgrasados. En general, P. echinulatum CONTIG4 
tuvo el mayor rendimiento en las diferentes condiciones de crecimiento. Asimismo, los extractos de los 
tres hongos cultivados a TA tuvieron los mayores rendimientos. Con respecto a los extractos de los 
medios con diferentes sales, el extracto de P. echinulatum CONTIG4 en medio arroz con caldo Czapek-
Dox tuvo mayor rendimiento que el medio con agua marina artificial. De manera contraria, el rendimiento 
de los extractos de medio arroz con agua marina artificial de Cladosporium sp. CONTIG7 y Alternaria 
sp. CIGOM4 resultaron mayores. 

 

 
Gráfica 2. Rendimiento de los extractos de mediana escala de los hongos selectos. 

 

6.4.Estudio químico biodirigido de hongos con actividad antimicrobiana 

6.4.1. Alternaria sp. CIGOM4 

El fraccionamiento primario de los extractos de Alternaria sp. CIGOM4 permitió la obtención de 26 
fracciones, 24 de estas se obtuvieron con la cantidad suficiente para su evaluación biológica y 15 
resultaron activas (Cuadro 9). La actividad antimicrobiana se localizó en la fracción F7 y F6 del extracto 
de TA Y 4 °C al inhibir el crecimiento de las bacterias Gram-positivas a las concentraciones de 200 y 20 
µg/mL, y a C. albicans de manera tota a la máxima concentración. Asimismo, la fracción F7 del extracto 
de 20 °C inhibió de manera parcial a las bacterias Gram-positivas a la máxima concentración evaluada. 
Una vez seleccionadas las fracciones más activas se comenzó el proceso de purificación de los 
metabolitos secundarios responsables de la actividad biológica observada. 

  

3.0

3.4

4.4

1.9
1.8

4.1

1.3

2.2

4.0

1.2
1.4

2.2

0.6

1.1

3.3

0.0

2.0

4.0

6.0

Alternaria sp. CIGOM4 C. ramotenellum CONTIG7 P. echinulatum CONTIG4

R
e

n
d

im
ie

n
to

 (
m

g
/g

 d
e 

ar
ro

z)

Medio arroz (MA),TA, luz-oscuridad 12/12, 21 d.
MA, 20 °C, oscuridad, 30 d.
MA, 4 °C, oscuridad, 60 d.
MA-agua marina artificial, TA, luz-oscuridad 12/12, 21 d.
MA-caldo Czapek-Dox, TA, luz-oscuridad 12/12, 21 d.



45 

Cuadro 9. Fracciones activas de los extractos de mediana escala y fracciones de 
Alternaria sp. CIGOM4. 

 
B. subtilis 
ATCC 6633 

MSSA 
C. albicans 

ATCC 10231 
S. typhi 

ATCC 9992V 
Extracto A     

F3     
F4     
F6     
F7     
F8     
F9     

Extracto B     
F2     
F3     
F4     
F5     
F7     

Extracto C     
F2     
F3     
F4     
F6     

MIC (µg/mL)  1.25 1  0.05 2  20 3  1.25 1 
 

Nivel de inhibición 
 Inhibición total a 200 y 20 g/mL. 
 Inhibición total a 200 g/mL y parcial a 20 g/mL. 
 Inhibición total a 200 g/mL. 
 Inhibición parcial a 200 g/mL. 
 Sin inhibición. 

Medio arroz a A) TA luz-oscuridad 12/12 h por 21 d.; B) 20 °C en oscuridad por 30 d. y C) 4 °C en 
oscuridad por 60 d. 1 Vancomicina; 2 Ampicilina; 3 Nistatina. 

 

El análisis por HPLC de la fracción F7 obtenida por cromatografía tipo flash (35.5 mg) del extracto de 20 
°C permitió determinar que la fracción se componía de un compuesto mayoritario (Figura 10). 
Posteriormente, el análisis comparativo de los perfiles cromatográficos por UPLC de las fracciones 
activas permitió evidenciar al compuesto 1 (tR = 4.39 min) como metabolito mayoritario, junto con un 
segundo metabolito (tR = 5.08 min) (Figura 28). La fracción F4, enriquecida del segundo metabolito, se 
purificó por HPLC preparativo y se obtuvieron 2.8 mg del compuesto 2 (Figura 28). El análisis de los 
espectros HRMS de los compuestos 1 y 2 permitió calcular sus fórmulas moleculares como C14H10O5 y 
C15H12O5, respectivamente, ambos con un IDH de 10 (Figura 10 y 12). Asimismo, el análisis de los 

valores espectroscópicos de RMN y su comparación con los reportados en la literatura especializada 
permitieron caracterizar los metabolitos como el alternariol (1) y su derivado metilado (2), 
respectivamente (Figura 29 y Cuadro 10).  
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Figura 28. Perfiles cromatográficos por UPLC-PDA (λ 189-500 nm) de los extractos de mediana 
escala y las fracciones activas de Alternaria sp. CIGOM4,* tiempo de retención desplazado del 

compuesto 2. Medio arroz a A) TA luz-oscuridad 12/12 h por 21 d.; B) 20 °C en oscuridad por 30 d. y 
C) 4 °C en oscuridad por 60 d. 
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Figura 29. Espectros de RMN 1H (400 MHz) del alternariol (1) y metil alternariol (2). 
 

Cuadro 10. Datos espectroscópicos de RMN 1H del alternariol (1) y metil alternariol (2). 

Posición 
Alternariol (1) Metil alternariol (2) 

Experimental a, c 

H mult. (J Hz) 
Ref. [85] b, c 

H mult. (J Hz) 
Experimental a, d  

H mult. (J Hz) 
Ref. [86] b, d 

H mult. (J Hz) 
4 6.38 d (2.1) 6.32 d (2.0) 6.63 d (2.1) 6.59 d (2.5) 
6 7.28 d (2.2) 7.20 d (2.0) 7.24 d (2.0) 7.20 d (2.5) 
3´ 6.63 d (2.6) 6.55 d (2.5) 6.66 d (2.4) 6.63 d (2.0) 
5´ 6.71 d (2.7) 6.65 d (2.5) 6.74 d (2.4) 6.71 d (2.0) 

6´CH3 2.77 s 2.71 s 2.75 s 2.72 s 
5-OCH3   3.92 s 3.90 s 
4´-OH   10.41 s 10.28 s 
3-OH   11.83 s 11.79  

a 400 MHz y b 500 MHz, c CD3OD y d DMSO-d6. 
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6.4.2.Estudio químico biodirigido de P. echinulatum CONTIG4 

El fraccionamiento primario de los extractos de P. echinulatum CONTIG4 permitió la obtención de 26 
fracciones, 24 de estas se obtuvieron con la cantidad suficiente para su evaluación biológica y 15 
resultaron activas (Cuadro 11). En general, los extractos y fracciones inhibieron a las bacterias Gram-
positivas y S. typhi de manera parcial y total a la máxima concentración de 200 μg/mL (Cuadro 10).  

 

Cuadro 11. Extractos de mediana escala y fracciones de P. 
echinulatum CONTIG4 con actividad antimicrobiana. 

 
B. subtilis 
ATCC 6633 

MSSA 
S. typhi 

ATCC 9992V 
Extracto A    

F2    
F3    

Extracto B    
F3    
F4    
F5    

Extracto C    
F2    
F3    
F4    

MIC (µg/mL) 1.25 1  0.05 2  1.25 1  
 

Niveles de inhibición 
 Inhibición total a 200 g/mL. 
 Inhibición parcial a 200 g/mL. 
 Sin inhibición. 

Medio arroz a A) TA luz-oscuridad 12/12 h por 21 d.; B) 20 °C en oscuridad 
por 30 d. y C) 4 °C en oscuridad por 60 d. 1 Vancomicina; 1 Ampicilina. 

 

A partir del análisis comparativo por LC de las fracciones activas e inactivas, se observó la presencia de 
cuatro metabolitos mayoritarios en diferentes proporciones (Figura 30). Las fracciones F5 (174.8 mg), 
F6 (109.0 mg) y F7 (43.4 mg) del extracto (Figura 26), se sometieron a procesos de purificación por 
HPLC preparativo resultando el aislamiento de los compuestos 3 (5.5 mg), 4 (49.6 mg), 5 (6.2 mg) y 6 
(14.1 mg). De manera adicional, la purificación por HPLC semipreparativo de las fracciones F3 y 4 del 
extracto 1 y F4 del extracto 3 permitió la obtención de 2.6 mg de del compuesto 3, 7.9 mg del 4, 1.6 mg 
del 5 y 4.3 mg del 6. Generando un rendimiento total de 8.1, 57.6, 7.8 y 18.4 mg de los compuestos 3-
6, respectivamente.  
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Figura 30. Perfiles cromatográficos por HPLC (ELSD) de los extractos y fracciones de P. 

echinulatum. 
 

Con respecto a la caracterización estructural, el cálculo de las fórmulas moleculares de compuestos 3-6 
(Figura 17) y el análisis de los datos espectroscópicos de RMN (Figuras 31 y 33) y su comparación con 
los reportados con la literatura (Cuadro 12 y 13) permitieron caracterizarlos como ciclopenina 3, 
ciclopeptina 4, deshidrociclopeptina 5 y viridicatina 6. En el caso de la ciclopeptina 4, y en concordancia 
con lo establecido para este tipo de benzodiazepinas, se observa un equilibrio entre dos posibles 
confórmeros con respecto al anillo de siete miembros (Figura 32) [87,88]. Para este compuesto, se 
utilizaron como modelo los desplazamientos reportados del derivado 4’-metoxiciclopeptina [87]. Por otra 
parte, el compuesto 9 también está en un equilibrio tautomérico, pero desplazado hacia el producto más 
estable [89]. 
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Figura 31. Espectros de RMN 1H (400 MHz) de la ciclopenina (3), ciclopeptina (4) y 

deshidrociclopeptina (5). 
 

 
Figura 32. Confórmeros reportados para la 4’-metoxiciclopeptina [88]. 
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Figura 33. Espectros de RMN 1H y 13C (400 y 100 MHz) de la viridicatina (6). 
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Cuadro 12. Datos espectroscópicos de RMN 1H y 13C de los compuestos 35. 

Posición 

Ciclopenina (3) Ciclopeptina (4) 4’-Metoxiciclopeptina 3,10-Desdihidrociclopeptina (5) 
Experimental a, c Ref. [87] b, d Experimental a, d Ref. [87] a, d Experimental a, d Ref. [90] a, e 

H mult.  
(J Hz) 

C 
H mult. 
(J Hz) 

C 
Conf. a 
H mult.  
(J Hz) 

Conf. b 
H mult. 
(J Hz) 

Conf. a 
H mult.  
(J Hz) 

Conf.  b 
H mult.  
(J Hz) 

H mult.  
(J Hz) 

C 
H mult.  
(J Hz) 

C 

1-NH 10.86 s  8.95 s  8.26 sa 8.56 (sa) 8.48 sa 8.81 sa 8.22 s    
2  165.9  167.5      171.5  172.4 

3  70.1  70.2 4.35 m 4.26 (m) 
4.28 dd  

(8.7, 6.2) 
4.21 m  132.1  133.6 

4             
5  165.3  165.9      166.8  169.0 

6 
6.91 dd 

(7.7, 1.4) 
121.2 7.09-7.39 m 121.3 7.96 d (7.4) 8.11 d (7.7) 7.96 d (7.8) 8.11 d (7.8) 

8.02 dd 
(7.87, 1.53) 

132.8 7.91 da (8.0) 135.3 

7 7.09 t (7.5) 124.2 7.09-7.39 m 125.5 7.25 m 7.25 m 7.28 m 7.33 m 7.27 m 131.6 7.28 ta (7.50) 131.8 

8 7.54 m 132.4 7.09-7.39 m 132.6 7.46 t (7.3) 7.53 t (7.4) 7.46 m 7.53 m 
7.47 td (8.0, 

8.0, 1.6) 
131.6 7.54 ta (7.50) 131.8 

9 7.16 d (8.0) 131.0 7.09-7.39 m 130.9 6.94 d (7.9) 7.02 d (7.5) 6.94 d (7.8) 7.02 d (7.8) 
6.99 dd (8.1, 

0.9) 
125.3 7.13 da (8.0) 125.9 

10 4.02 s 63.7 4.02 s 64.8 
3.22 m;  
3.49 m 

2.71 m;  
2.85 m 

3.15 (m); 3.44 
dd (12.9, 8.7) 

2.66 m;  
2.79 m 

6.95 s 120.5 6.92 s 122.0 

11  135.2  133.9      135.5  137.9 
12  126.4  127.2      125.7  126.7 
13  130.5  130.2   3.13 s   133.4  135.3 
14 6.63 d (7.6) 127.9 6.66 d (7.2) 128.2 7.25 m 7.25 m 7.14 d (8.5) 6.93 d (8.5) 7. 37 m 129.6 7.35 d (8.0) 130.2 
15 7.22 t (7.6) 126.1 7.09-7.39 m 126.0 7.25 m 7.25 m 6.79 d (8.5) 6.81 d (8.5) 7. 37 m 129.1 7.39 d (8.0) 130.2 
16 7.30 m 128.7 7.09-7.39 m 129.2 7.25 m 7.25 m   7. 37 m 130.0 7.42 t (7.50) 130.9 
17 7.22 t (7.6) 126.1 7.09-7.39 m 126.0 7.25 m 7.25 m 6.79 d (8.5) 6.81 d (8.5) 7. 37 m 129.1 7.39 d (8.0) 130.2 
18 6.63 d (7.6) 127.9 6.66 d (7.2) 128.2 7.25 m 7.25 m 7.14 d (8.5) 6.93 d (8.5) 7. 37 m 129.6 7.35 d (8.0) 130.2 

4-NMe 3.07 s 30.8 3.24 s 29.6 3.15 s 2.91 s 3.15 s 2.93 s 3.19 s 36.2 3.13 s 36.1 
16-OMe       3.76 s 3.76 s     

a 400 MHz y 100 MHz; b 270 y 67.5 MHz; c DMSO-d6; d CDCl3; e CD3OD. 
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Cuadro 13. Datos espectroscópicos de RMN 1H y 13C de la 
viridicatina (6). 

Posición 
Experimental a, b Ref. [90] a, c 

H mult. (J Hz) C H mult. (J Hz) C 
1-NH   12.24 sa  

2  160.5  158.3 
3  143.4  142.5 
4  129.0  127.7 
5 7.19 d (8.1) 128.0 7.03-7.06 m 126.4 
6 7.37 m 123.9 7.31-7.34 m 122.1 
7 7.11 m 123.9 7.03-7.06 m 124.0 
8 7.45 d (7.3) 116.5 7.50 d (7.8) 115.3 
9  123.0  120.9 
10  135.1  133.2 
1  134.1  133.8 
2 7.37 m 131.2 7.31-7.34 m 129.9 
3 7.52 t (7.3) 129.5 7.49-7.51m 128.3 
4 7.37 m 126.1 7.31-7.34 m 124.3 
5 7.52 t (7.3) 129.5 7.49-7.51 m 128.3 
6 7.37 m 131.2 7.31-7.34 m 129.5 

3-OH   9.21 sa  
a 400 MHz y 100 MHz; b CD3OD; c DMSO-d6. 

 

6.5. Estudio químico convencional de hongos sin actividad antimicrobiana 

Con el objetivo de explorar la diversidad química de las especies fúngicas de la colección CIGOM se 
realizó el estudio químico convencional de los hongos sin actividad antimicrobiana Biatriospora sp. 
CIGOM2 y Penicillium sp. CIGOM10 y 16 para el aislamiento de sus metabolitos secundarios 
mayoritarios. 

 

6.5.1.  Biatriospora sp. CIGOM2 

El extracto de pequeña escala (38.4 mg) de Biatriospora sp. CIGOM2 cultivado a TA se fraccionó por 
cromatografía tipo flash de fase normal y elución en gradiente de polaridad creciente. La fracción F4 
(11.7 mg) se sometió a un proceso de purificación mediante HPLC semipreparativo y se obtuvieron 1.7 
mg del compuesto 7 con apariencia cristalina y de color blanco. El análisis del espectro HRMS del 
compuesto 7 permitió calcular su fórmula molecular como C30H37NO6 con base en los iones observados 
en m/z 508.2689 y 1015.5303 correspondientes a las formas [MH] y [2MH], respectivamente, y un 
IDH de 13 (Figura 20). Por otra parte, el espectro de RMN 1H (Figura 34) reveló la presencia de señales 
características de un producto con núcleo de tipo citocalasina. De manera adicional, el análisis por 
cristalografía de rayos X (Figura 35), junto conjunto los resultados antes descritos, permitió concluir que 
7 corresponde a la citocalasina D (Cuadro 14).  
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Figura 34. Espectro de RMN 1H (400 MHz) de la citocalasina D (7). 
 

 
Figura 35. Representación ORTEP de la estructura cristalina de la citocalasina D (7). 
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Cuadro 14. Datos espectroscópicos de RMN 1H 
de la citocalasina D (7). 

Posición 
Experimental a 
H mult. (J Hz ) 

Ref. [91] a 
H mult. (J Hz ) 

2-NH 5.48 sa  
3 3.23 dt (8.4, 3.7) 3.20 m 
4 2.51 m 2.50 m 
5 2.70 m 2.73 m 
7 3.81 d (10.5) 3.80 d (10.5) 
8 2.14 dd (4.5, 3.5) 2.15 m 
10 2.83 m 2.82 m 
11 0.95 d (6.7) 0.94 d (6.8) 
12 5.09 sa, 5.30 sa 5.08 sa, 5.29 sa 
13 4.65 sa 4.64 s 
14 5.14 dd (15.8, 2.3) 5.13 dd (15.7, 2.3) 
15 2.02 dd (12.9, 5.1) 2.02 dd (13.0, 5.1) 
16 2.51 dt (13.0,11.0) 2.50 m 
19 6.11 dd (15.7, 2.7) 6.11 dd (15.7, 2.7) 
20 5.33 dt (10.0, 5.1) 5.32 m 
21 5.69 dd (15.6, 9.8) 5.62 dd (15.7, 9.8) 
22 1.19 d (6.8) 1.19 d (6.8) 
23 1.51 s 1.51 s 
25 2.26 s 2.26 s 

2’,6’ 7.31 t (7.6) 7.32 m 
4’ 7.24 m 7.26 m 

3’,5’ 7.13 d (6.9) 7.13 m 
a 400 MHz y CDCl3. 

6.5.2. Estudio químico de Penicillium sp. CIGOM10 y CIGOM16 

El estudio químico de los hongos Penicillium sp. CIGOM10 y CIGOM 16 se realizó a partir del extracto 
de mediana y pequeña escala, respectivamente. Los perfiles cromatográficos de ambas cepas cultivadas 
en pequeña escala a TA resultaron similares. En el caso del estudio químico del hongo CIGOM10 
cultivado en pequeña escala no se obtuvieron cantidades adecuadas de los compuestos puros para su 
caracterización por RMN, por lo que se cultivó en mediana escala. El fraccionamiento primario del 
extracto de mediana escala de CIGOM10 por cromatografía tipo flash de fase normal permitió la 
obtención de 12 fracciones. La fracción F10 se sometió a un proceso de purificación por HPLC 
preparativo y se obtuvo el compuesto 8. El análisis detallado de los espectros de masas de HRMS y de 
baja resolución del extracto de pequeña escala y del compuesto 8 puro, respectivamente, permitieron 
calcular su fórmula molecular como C23H23N5O4, con base en los iones [MH] y [M-H]-  con m/z 434.8 y 
432.5, respectivamente, y un IDH de 15 (Figura 23). En el espectro de RMN 1H de este producto (Figura 
36) se observaron señales características de un derivado indólico-imidazólico, además de la presencia 
de un grupo isopreno. A pesar de solo contar con el espectro de RMN 1H y los de masas, se logró 
identificar al compuesto 8 como la meleagrina A, por comparación de sus constantes espectroscópicas 
con las reportadas en la literatura especializada (Cuadro 15). 
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Figura 36. Espectro de RMN 1H (400 MHz) de la meleagrina A (8). 

 

Cuadro 15. Datos espectroscópicos de RMN 1H de 
la meleagrina A (8). 

Posición 
Experimental a, c Ref. [92] b, c 
H mult. (J Hz) H mult. (J Hz) 

4 7.57 d (7.8) 7.58 d (7.5) 
5 7.09 t (7.6) 7.07 t (7.5) 
6 7.29 t (7.6) 7.30 t (7.5) 
7 7.97 d (7.8) 6.96 d (7.5) 
8 5.51 s 5.50 s 

15 8.29 s 8.27 s 
18 7.73 s 7.61 s 
20 7.38 s 7.25 s  
22 6.13 sa 6.12 dd (17.2, 10.6) 

23 
5.08 d (13.0) 
5.12 d (18.6) 

5.06 d (10.6) 
5.10 d (17.2) 

24 1.25 s 1.24 s 
25 1.35 s 1.35 s 

1-OCH3 3.74 s 3.73 s 
17-NH 6.80 sa 6.30 
14-NH 12.90 sa 12.72 sa 

a 400 MHz y b 500 MHz, c CDCl3. 
 

Por otro lado, el extracto desgrasado (86.7 mg) de Penicillium sp. CIGOM16 cultivado a TA se sometió 
a un proceso de purificación por HPLC preparativo y se obtuvieron 0.5 y 0.7 mg de los compuestos 9 y 
10, respectivamente. El análisis de los espectros de HRMS de los compuestos 9 y 10 permitió calcular 
su fórmula molecular como C22H23N5O2 y C28H38O7 con base en los iones observados en m/z 390.1919 
y 487.2685, respectivamente, que corresponeden a los aductos [MH] (Figura 25). El espectro de RMN 
1H del compuesto 9 reveló señales similares a las observadas para el núcleo indólico-imidazólico y la 
unidad de isopreno del compuesto 8 (Figura 37). De manera adicional, en el espectro del compuesto 10 
se observaron seis señales de metilos, de las cuales, dos características de posiciones geminales, dos 
señales de metoxilos, siete señales de metinos y metilenos y dos señales de hidrógenos unidos a 
carbonos insaturados (Figura 38). El análisis de los datos espectrométricos y espectroscópicos, y su 
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comparación con los descritos en la literatura aunado al análisis biogenético y permitió la identificación 
del compuesto 9 como roquefortina C y el compuesto 10 como andrastina A (Cuadro 16 y 17). 
 

 

 
Figura 37. Espectro de RMN 1H (600 MHz) de la roquefortina C (9). 

  

Cuadro 16. Datos espectroscópicos de RMN 1H de la 
roquefortina C (9). 

Posición 
Experimental a, c 
δH mult. (J Hz) 

Ref. [93] b, c 
δH mult. (J Hz) 

2  8.87 sa 
5a 5.64 s 5.65 s 
6 4.97 s 4.99 s 
7 6.61 d (7.8) 6.61 d (7.6) 
8 7.11 t (7.8) 7.11 t (7.6) 
9 6.78 t (7.8) 6.78 t (7.6) 

10 7.18 d (7.8) 7.19 d (7.2) 

11 
2.49 m 2.48 dd (12.3, 11.6) 

2.60 dd (12.6, 6.0) 2.61 dd (12.4, 6.0) 
11a 4.07 dd (11.4, 6.0) 4.07 dd (11.4, 6.0) 
12 6.20 s 6.33 s 
15 7.71 s 7.70 s 
17 7.28 s 7.28 s 
19 5.99 dd (17.1, 10.8) 5.99 dd (17.3, 10.8) 

20 
5.12 d (17.4) 5.12 d (17.1) 
5.16 d (10.8) 5.16 d (10.8) 

21 1.04 s 1.04 s 
22 1.16 s 1.16 s 

a 600 MHz y b 360 MHz, c CDCl3 
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Figura 38. Espectro de RMN 1H (600 MHz) de la andrastina A (10). 
 

Cuadro 17. Datos espectroscópicos de RMN 1H de la 
andrastina A (10). 

Posición 
Experimental a, c 
δH mult. (J Hz) 

Ref. [94] b, d 
δH mult. (J Hz) 

1 
1.00 m 

2.36 ttt (3.1, 3.1, 13.0, 13.0) 
0.98 m 
2.27 m 

2 
1.59 m 
2.02 m 

1.59 m 
2.05 m 

3 4.66 t (2.4) 4.62 t (2.3) 
5 1.80 m 1.84 dd (2.3, 12.9) 

6 
1.80 m 
2.02 m 

1.70 m 
2.07 m 

7 
2.36 ttt (3.1, 3.1,13.0,13.0) 

2.82 td (4.2, 13.0) 
2.25 m 

3.02 td (3.9, 12.9) 
9 2.19 sa 2.13 sa 
11 5.84 s 5.38 sa 
19 2.11 s 2.05 s 
20 0.95 s 0.95 s 
21 0.89 s 0.87 s 
22 1.30 s 1.24 s 
23 10.13 s 10.18 s 
24 1.69 m 1.75 sa 
25 1.15 s 1.16 s 
27 3.62 s 3.58 s 
28 1.39 s 1.59 s 

a 600 MHz y b 500 MHz, c CDCl3 y d CD3OD. 

 

En total se obtuvieron 10 compuestos puros, el alternariol (1) y su derivado metilado (2) se obtuvieron 
de Alternaria sp. CIGOM4. Las benzodiacepinas ciclopenina (3), ciclopeptina (4) y 9,10-
deshidrociclopeptina (5) y la hidroxiquinolona viridicatina (6) se aislaron de P. echinulatum CONTIG4. 
Finalmente, la micotoxina citocalasina D (7) de Biatriospora sp. CIGOM2, los alcaloides meleagrina A 
(8) y roquefortina C (9) de Penicillium sp. CIGOM10 y CIGOM16, respectivamente, y el meroterpenoide 
andrastina A (10) de Penicillium sp. CIGOM16. 
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6.6. Estudios de metabolómica 
6.6.1.  Análisis de componentes principales (PCA) 

Con el objetivo de explorar el impacto relativo de las condiciones de crecimiento en la producción de 
metabolitos, los 87 extractos de los hongos de sedimentos marinos CIGOM fueron analizados por 
UPLC─PDA─HRESIMS─MS/MS seguido del análisis de componentes principales (PCA) utilizando la 
temperatura como variable determinante en colaboración de la Dra. Patricia Velez (Figura 39). El PCA 
se realizó con 4462 iones de metabolitos conservados después de la eliminación de los iones presentes 
en blanco (medio de cultivo). En la Figura 39. A se puede observar el agrupamiento de los datos en 
función de la temperatura del cultivo, y que representa el 21.3% de la variación química general. Los 
hongos cultivados a 4 °C (puntos rojos) se agruparon y se separaron de los obtenidos de las mismas 
cepas cultivadas a 20 °C (puntos negros) y TA (puntos verdes; Figura 39. A). En el caso de Biatriospora 
sp. CIGOM2 (CM_2) cultivado a 20 °C y TA, existe una agrupación distinta al resto de las especies 
evaluadas, lo que indica diferencias notables en su perfil químico (Figura 39. B). Como se puede 
observar en la Figura 39. B la producción de la citocalasina D (7) y otros metabolitos presentes a TA y 
20°C disminuyó cuando se cultivó a 4°C. 

 

A B 

Figura 39. A. Efecto de la temperatura de crecimiento sobre el perfil metabólico global de las 
muestras de las especies fúngicas GoM determinado por el PCA. B. perfiles cromatográficos por 

UPLC-PDA (λ 180-500 nm) de los extractos de Biatriospora sp. CIGOM2. 
 

6.6.2. Redes moleculares 

Con el objetivo de explorar la diversidad metabólica de las especies selectas Alternaria sp. CIGOM4, P. 
echinulatum CONTIG4, Biatriospora sp. CIGOM2 y Penicillium sp. CIGOM10 y CIGOM16, cultivadas 
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bajo el enfoque OSMAC [47], se construyeron y analizaron redes moleculares. Los datos 
espectrométricos por UPLC─HRESIMS─MS/MS de los extractos fueron tratados en la plataforma del 
GNPS y de manera paralela se realizó el análisis metabolómico manual con las bases de datos del 
DPNs, el Scifinder y la base de micotoxinas del grupo de investigación. El resultado consistió en una red 
molecular conformada por 38 agrupaciones con al menos tres nodos organizados en cuatro subclases 
(Figura 40). De esta, 26 agrupaciones no coincidieron con alguna subclase, lo que probablemente esté 
relacionado con la química característica de estos organismos. En cambio, los compuestos 
heterocíclicos y los lípidos y metabolitos similares a estos contribuyeron con siete y cuatro agrupaciones, 
respectivamente; una agrupación se identificó como alcaloides y derivados, y una como compuestos 
orgánicos nitrogenados (Figura 40). Asimismo, el GNPS anotó de manera automática los compuestos 
ciclopenina (3) y ciclopeptina (4) aislados de P. echinulatum sp. CONTIG4, la citocalasina D (7) de 
Biatriospora sp. CIGOM2 y la andrastina A (15) de Penicillium sp. CIGOM10. Adicionalmente, los 
siguientes compuestos se anotaron de manera manual: metil alternariol (2), meleagrina A (8), ácido 
tenuazónico (10), altersetina (11), ciclopenol (12), viridicatol (13) y roquefortina C (14), comparando los 
máximos de absorción UV y los datos de HRMS─MS/MS con los reportados, usando los nivel 1 y 2 de 
confianza  recomendados por la iniciativa de estándares metabolómicos, y una masa exacta < 5 ppm 
(Cuadro 18) [46,61,75]. 

 

 
Figura 40. Análisis por GNPS de los metabolitos producidos por Alternaria sp. CIGOM4, P. 

echinulatum CONTIG4, Biatriospora sp. CIGOM2 y Penicillium sp. CIGOM10 y CIGOM16. El tamaño 
de las uniones indica la similitud química entre los espectros MS/MS. Los compuestos anotados 

manualmente y por el GNPS están indicados en los cuadros y señalados con marcadores de color 
(exactitud de la masa < 5 ppm).Creado con Cytoscape 3.8.1. 
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Cuadro 18. Anotaciones químicas de compuestos conocidos por el GNPS y por comparación con los 
compuestos aislados en las redes moleculares de los hongos selectos CIGOM. 

Compuesto Aducto 
Ion 

observado a 
Fórmula 

molecular 
Masa exacta d 

Exactitud de la 
masa (ppm) 

Alternariol (1) b [MH] 257.045 C14H10O5 257.0452 -1.3 
Metil alternariol (2) b [MH] 273.076 C15H12O5 273.0755 -0.9 
Ciclopenina (3) c [MH] 295.108 C17H14N2O3 295.1074 -1.10 
Ciclopeptina (4) b [MH] 281.128 C17H16N2O2 281.1282 -0.9 
Deshidrociclopeptina (5) c [MH] 279.113 C17H14N2O2 279.1126 -0.7 
Viridicatina (6) b [MH] 238.086 C15H11NO2 238.0860 -1.1 
Citocalasina D (7) c [MH] 508.270 C30H37NO6 508.2689 -0.7 
Meleagrina A (8) c [MH] 434.182 C23H23N5O4 434.1820 -0.6 
Roquefortina C (9) c [MH] 388.178 C22H23N5O2 388.1781 +0.5 
Andrastina A (10) c [MH] 487.269 C28H38O7 487.2689 -3.0 
Altenueno (11) b [MH] 293.102 C15H16O6 293.1017 -0.9 
Ácido tenuazónico (12) b [MH] 198.113 C10H15NO3 198.1123 -0.9 
Altersetina (13) b [MH] 400.248 C24H33NO4 400.2479 -0.8 
Ciclopenol (14) c [MH] 311.102 C17H14N2O4 311.1023 -1.1 
Viridicatol (15) b [MH] 254.081 C15H11NO3 254.0811 -0.3 
Tricotetronina (16)c [MH] 497.218 C28H32O8 497.2167 -0.6 
Ftalexina (17) b [MH] 337.128 C17H20O7 337.1276 -1.7 
11-Metoxicurvularina (18) b [MH] 323.149 C17H22O6 323.1485 -1.3 
Ácido micofenólico (19) b [MH] 321.133 C17H20O6 321.1329 -1.1 
a Valores tomados del análisis por GNPS; b anotados manualmente; c anotados por el GNPS; d datos obtenidos 
del análisis por HRMS de los compuestos puros. 

 

Los cambios en la producción de los metabolitos secundarios de los hongos selectos cultivados se 
estudiaron por comparación de los perfiles cromatográficos por UPLC─PDA─HRMS─MS/MS y el análisis 
de las redes moleculares del GNPS de las diferentes condiciones de crecimiento. En el caso de 
Alternaria sp. CIGOM4, los metabolitos mayoritarios alternariol (1) y su derivado metilado (2) se 
observaron en todas las condiciones de crecimiento (Figura 41). En el cultivo a 20 °C se observó la 
mayor concentración de los compuestos en una proporción relativa 1:1. Cabe mencionar que el hongo 
produjo el compuesto 2 como único mayoritario, mientras que, a 4 °C, la altersetina (13) y el compuesto 
1 se produjeron como metabolitos mayoritarios. Asimismo, los metabolitos minoritarios altenueno (11) y 
el ácido tenuazónico (12) no se produjeron en el medio arroz con caldo Czapek-Dox o agua marina 
artificial (Figura 41). 
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Figura 41. Comparación de los perfiles por UPLC─PDA de los extractos de Alternaria sp. CIGOM4 

obtenidos bajo distintas condiciones de crecimiento y compuestos identificados. 
 

Por otro lado, P. echinulatum CONTIG4 demostró un potencial biosintético importante ya que produjo 
las benzodiacepinas 3─5 y la quinolona 6. De manera adicional a los metabolitos aislados, la 
derreplicación manual de los extractos permitió la identificación del ciclopenol (12) y el viridicatol (13), 
derivados fenólicos de los compuestos 3 y 6, respectivamente (Figura 42). La comparación de los perfiles 
por UPLC─PDA─HRMS─MS/MS de los extractos reveló que la viridicatina (6) fue producida como 
metabolito mayoritario en todas las condiciones. En cambio, el metabolito 9,10-deshidrociclopeptina (5) 
se produjo en mayor proporción cuando el microorganismo se cultivó a 4 °C o en presencia de salinidad. 
A diferencia de lo anterior, la producción del compuesto 3 disminuyó en presencia de sales (Figura 42). 
El análisis por GNPS de los extractos agrupó los metabolitos en tres agrupaciones, en las que los nodos 
conectados pueden corresponder a compuestos relacionados (Figura 42). 
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Figura 42. Comparación de los perfiles por UPLC─PDA y red molecular de los extractos de P. 

echinulatum CONTIG4. Creado con Cytoscape 3.8.1. 
 

Finalmente, se compararon los extractos de las diferentes condiciones de Biatriospora sp. CIGOM 2 y 
Penicillium sp. CIGOM 10 y CIGOM 16 (Figura 43 y 44). El hongo CIGOM2 produjo la micotoxina D (7) 
como metabolito mayoritario. Sin embargo, cuando el hongo se cultivó en 4 °C se observó de manera 
cualitativa que el metabolito se produjo de manera escasa (Figura 43). Adicionalmente, en los extractos 
de TA y 20 °C se observaron picos con tiempos de retención (tR) de 4.77 y 4.94 min con los mismos 
iones moleculares que el compuesto 7 que podrían representar isómeros de este metabolito. En el caso 
de los hongos Penicillium sp. CIGOM10 y CIGOM 16 (Figura 43), la meleagrina A (8) se produjo como 
el metabolito mayoritario en todas las condiciones. De manera adicional, se anotaron manualmente 
algunos metabolitos reportados para Penicillium spp. 
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Figura 43. Comparación de los perfiles por UPLC─PDA y las redes moleculares por GNPS 

molecular de Biatriospora sp. CIGOM2. Los extractos se obtuvieron bajo distintas condiciones de 
crecimiento. Creado con Cytoscape 3.8.1. 

 

 
Figura 44. Comparación de los perfiles por UPLC─PDA y las redes moleculares por GNPS 

molecular de Penicillium sp. CIGOM10 y CIGOM16. Los extractos se obtuvieron bajo distintas 
condiciones de crecimiento. Creado con Cytoscape 3.8.1. 

 

6.7. Actividad biológica de los compuestos 1-8 

Los compuestos aislados 1-8 se evaluaron sobre un panel de patógenos ESKAPE usando el método de 
microdilución con MTT (Anexo 2). De manera adicional y en colaboración con el College of Pharmacy, 
University of Ilinoise Chicago, los compuestos fueron evaluados sobre especies de Mycobacterium 
tuberculosas y no tuberculosas usando los bioensayos en placa de azul de alamar (MABA) y de 
recuperación de hipoxia (LORA, Anexo 3). Asimismo, se evaluó su potencial citotóxico sobre la línea 
celular Vero (Anexo 3). Los compuestos 1, 6 y 8 demostraron actividad antimicrobiana (Cuadro 19). 
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Cuadro 19. Actividad biológica de los compuestos 1, 6 y 8. 

Compuesto MSSA MRSA 
M. tuberculosis  

H37Rv 
M. avium  

ATCC 15769 
Vero 
ATCC 

CCL-816 MABA 4 LORA 5 MABA 4 
Alternariol (1)   87 (ND) 50 ND ND 
Viridicatina (6)   100 (43.8) 50 50 50 

Meleagrina A (8)   101 (48.0) 50 12.3 50 
MIC control (M) 572.41 1 0.86 2 100 (0.03) 3 0.08 3 0.05 3 >100 3 

Nivel de inhibición  
 Inhibición total a 100 g/mL y parcial a 10 g/mL. 
 Inhibición total a 100 g/mL. 
 Inhibición parcial a 100 g/mL. 
 Sin inhibición. 

1 Ampicilina; 2 Vancomicina; 3 Rifampicina; 4 % de inhibición a la concentración de 50 g/mL (MIC M); 5 MIC M; 6 CC50, 
Concentración Citotóxica 50, concentración del compuesto que inhibió el 50 % del crecimiento de la linea celular [95]; ND no 
determinado. 
 

El alternariol (1) inhibió el crecimiento de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) de manera total a la 
concentración de 387.3 M y resultó 10 veces más potente (38.7 M) con la cepa susceptible a meticilina 
(MSSA) (Cuadro 19). Asimismo, el compuesto 1 demostró el 87% de inhibición del crecimiento de M. 
tuberculosis H37Rv cuando se evaluó a 50 g/mL. Con base en lo descrito en la literatura especializada, 
1 ha demostrado actividad antibacteriana sobre B. subtilis ATCC 6633 no resistente con una 
concentración mínima inhibitoria (MIC) de 33.3 M [96]. Con base en estos resultados, la actividad 
antimicrobiana observada en los extractos de Alternaria sp. CIGOM4 (Cuadro 8) se deba probablemente 
debido al alternariol (1).  
 
La viridicatina (6), el único compuesto con actividad biológica de los cuatro aislados de P. echinulatum 
CONTIG4 inhibió el crecimiento de M. tuberculosis con un valor de MIC de 43.8 M (Cuadro 19). Por el 
contrario, no demostró actividad sobre los patogenos ESKAPE (Anexo 1). A pesar de lo anterior, se ha 
reportado que 6 inhibe el crecimiento de B. cereus, Vibrio anguillarum y V. parahemolyticus con una MIC 
de 25 μM [97]. Este compuesto resultó inactivo sobre la linea celular Vero a la concentración evaluada 
(Cuadro 19).  
 
Finalmente, la meleagrina A (8) aislada de Penicillium sp. CIGOM10 inhibió el crecimiento de manera 
parcial sobre MSSA a la mayor concentración evaluada (Cuadro 19). El compuesto 8 ha demostrado 
inhibir la capacidad de formación de biopelículas en S. aureus ATCC 29213 (MSSA), con un 87.1 % de 
inhibición a la concentración de 69.2 M [98]. De manera adicional, se ha reportado como inhibidor de 
FabI, una isoforma de la enzima enoil-ACP reductasa que participa en la biosíntesis de ácidos grasos 
en bacterias con resistencia a múltiples antibióticos (MDR) [99], y actividad antimicrobiana sobre 
diferentes microorganismos en el bionesayo de difusión con discos de papel [98]. Finalmente, este 
compuesto ha demostrado actividad antimicrobiana baja sobre Micrococcus luteus DSMZ 1605 [98]. En 
contraste, 8 inhibió el crecimiento de M. tuberculosis y M. avium con MIC de 48.0 y 12.3 M, 
respectivamente, y no se observó actividad citotóxica sobre la línea celular Vero (Cuadro 19). 
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6.8. Estudio químico de Corollospora gracilis 

El hongo marino Corollospora gracilis se cultivó en pequeña escala y se obtuvieron los extractos 
orgánicos con las mismas condiciones que los hongos de sedimentos CIGOM. El crecimiento del 
microorganismo en las diferentes condiciones fue escaso y la comparación de los perfiles metabólicos 
por UPLC─PDA evidenció la escasa producción de metabolitos. Sin embargo, el extracto de 4 °C 
demostró potencial antimicrobiano al inhibir de manera parcial a S. aureus a la concentración de 200 
μg/mL. Considerando la actividad biológica observada y los escasos reportes químicos del género y la 
especie, el hongo se cultivó en mediana escala usando medios líquidos y sólidos en presencia y 
ausencia de sales con base en los requerimientos especiales que tienen algunos microorganismos 
marinos [35,77]. 

 

En la Gráfica 3 se comparan los rendimientos de los extractos de los cultivos de mediana escala en 
medios sólidos y líquidos, respectivamente. El rendimiento del extracto de medio arroz con agua 
desionizada resultó mayor que los extractos de medio arroz con agua marina. Por otro lado, los extractos 
CHCl3-CH3OH de micelio de los cultivos líquidos A1 al 10 % y PDB con agua marina resultaron con los 
mayores rendimientos, por lo que se infirió que el crecimiento de C. gracilis en los medios líquidos 
depende de requerimientos nutricionales específicos proporcionados por el agua marina [35,77]. De 
manera adicional, en los extractos de los cultivos enriquecidos con NaBr se observó que el rendimiento 
de los extractos de micelio es mayor en presencia de 30 g/L que con la mitad de la concentración.  

 

 
Gráfica 3. Rendimiento de los extractos de Corollospora gracilis. 
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7. Conclusiones 

Los 29 aislamientos de sedimentos marinos y el hongo C. gracilis se cultivaron empleando el enfoque 
OSMAC bajo tres condiciones distintas. Los 90 extractos resultantes se evaluaron sobre una serie de 
bacterias Gram positivas y negativas y C. albicans, donde el 63% de los extractos resultaron activos. 
Los extractos de los cultivos fúngicos a 4 °C, temperatura reportada en el mar profundo, fueron los que 
mostraron mayor actividad antimicrobiana. 
 
Se seleccionaron a los hongos Alternaria sp. CIGOM4 y P. echinulatum CONTIG4 para su cultivo en 
mayor escala con base en los resultados de actividad biológica y a los hongos Biatriospora sp CIGOM2, 
Peniciillium sp. CIGOM10 y CIGOM16 para su estudio químico. De éstos, se aislaron y caracterizaron el 
alternariol (1) y su derivado metilado (2) de CIGOM4, las benzodiacepinas ciclopenina (3), ciclopeptina 
(4) y 9,10-deshidrociclopeptina (5), y la hidroxiquinolona viridicatina (6) de CONTIG4, la micotoxina 
citocalasina D (7) de CIGOM2, los alcaloides meleagrina A (8) de CIGOM10 y la roquefortina C (9) y el 
meroterpenoide andrastina A (10) de CIGOM16. 
 
El análisis metabolómico no dirigido de los extractos de hongos selectos CIGOM permitió determinar la 
diversidad metabólica de estos organismos. Este trabajo se realizó mediante la anotación automática y 
manual de compuestos conocidos y análisis de PCA, mismos que confirmaron que la temperatura del 
cultivo es el factor principal de la variación química. Por otra parte, el estudio de C. gracilis permitió 
evidenciar el efecto de la salinidad del medio de cultivo en la producción de metabolitos secundarios. 

 
Finalmente, este trabajo representa el primer acercamiento al conocimiento químico de hongos 
cultivables de sedimentos marinos del Golfo de México. 
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Anexo 1. Actividad antimicrobiana de los extractos de pequeña escala. 

Cepa Condición 
E. coli 

ATCC 10536 
S. typhi 

ATCC 9992V 
P. aeruginosa 
ATCC 27853 

S. aureus 
ATCC 25923 

B. subtilis 
ATCC 6633 

C. albicans 
ATCC 10231 

P. brevicompactum 
CONTIG2 

A       
B       
C       

P. echinulatum CONTIG4 
A       
B       
C       

Cladosporium sp. 
CONTIG5 

A       
B       
C       

C. ramotenellum CONTIG7 
A       
B       
C       

C. halotolerans CIGOM1 
A       
B       
C       

Biatriospora sp. CIGOM2 
A       
B       
C       

S. vesicarium CIGOM3 
A       
B       
C       

Alternaria sp. CIGOM4 
A       
B       
C       

Penicillium sp. CIGOM5 
A       
B       
C       

Biatriospora sp. CIGOM7 
A       
B       
C       

Penicillium sp. CIGOM8 
A       
B       
C       

Penicillium sp. CIGOM9 
A       
B       
C       

Penicillium sp. CIGOM10 
A       
B       
C       

Penicillium sp. CIGOM11 
A       
B       
C       

Penicillium sp. CIGOM12 
A       
B       
C       

Penicillium sp. CIGOM13 
A       
B       
C       

Penicillium sp. CIGOM14 
A       
B       
C       

Penicillium sp. CIGOM15 
A       
B       
C       

Penicillium sp. CIGOM16 
A       
B       
C       

Penicillium sp. CIGOM17 
A       
B       
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C       

Penicillium sp. CIGOM19 
A       
B       
C       

Penicillium sp. CIGOM20 
A       
B       
C       

Penicillium sp. CIGOM21 
A       
B       
C       

Penicillium sp. CIGOM22 
A       
B       
C       

Penicillium sp. CIGOM23 
A       
B       
C       

Penicillium sp. CIGOM24 
A       
B       
C       

Penicillium sp. CIGOM25 
A       
B       
C       

Penicillium sp. CIGOM26 
A       
B       
C       

Penicillium sp. CIGOM27 
A       
B       
C       

Corollospora gracilis 
A       
B       
C       

MIC control positivo (g/mL) 1.561 0.391 6.252 0.051 16.31 2.53 
Nivel de inhibición 

 Inhibición total a 200 g/mL y 20 g/mL. 
 Inhibición total a 200 g/mL. 
 Inhibición parcial a 200 g/mL y 20 g/mL. 
 Inhibición parcial a 200 g/mL. 
 Sin inhibición. 

1 Ampicilina; 2 Gentamicina, 3 Nistatina. 
Medio arroz A. TA, luz-oscuridad 12/12 h, 21 d; B. 20 °C, oscuridad, 30 d; y C. 4 °C, oscuridad, 60 d. 
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Anexo 2. Actividad de los compuestos 1-8 sobre patógenos ESKAPE. 

Compuesto MSSA MRSA VREF VSRF 
K. aerogenes 
ATCC 13048 

E. cloacae 
ATCC 700324 

K. pneumoniae 
ATCC 700603 

A. baumannii 
cepa 564 

A. baumannii 
ATCC 17978 

Alternariol (1)          

Metil alternariol (2)          

Ciclopenina (3)          

Ciclopeptina (4)          

Deshidrociclopeptina (5)          

Viridicatina (6)          

Citocalasina D (7)          

Meleagrina A (8)          

Roquefortina C (9) ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

Andrastina A (10) ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

MIC control positivo (g/mL) 572.411 0.862 4.312 2.592 2.623 2.093 39.263 >7328.313 5.233 
Nivel de inhibición 

 Inhibición total a 100 g/mL y parcial a 10 g/mL. 
 Inhibición total a 100 g/mL. 
 Inhibición parcial a 100 g/mL. 
 Sin inhibición. 

ND no determinado. 1 Ampicilina; 2 Vancomicina; 3 Gentamicina. 

 
Anexo 3. Actividad de los compuestos 1-8 sobre Mycobacterium. 

Compuesto 
M. tuberculosis H37Rv 

M abscessus 
ATCC 19977 

M. chelonae 
ATCC 35752 

M. marinum 
ATCC 927 

M. avium ATCC 
15769 

M. kansasii 
ATCC 12478 Células Vero 

ATCC CCL-813 
MABA1 LORA2 MABA1 

Alternariol (1) 87 (ND) 50 ND ND ND ND ND ND 

Metil alternariol (2) 68 (ND) ND ND ND ND ND ND ND 

Ciclopenina (3) 29 (ND) ND ND ND ND ND ND ND 

Ciclopeptina (4) 20 (ND) ND ND ND ND ND ND ND 

Deshidrociclopeptina (5) 30 (ND) ND ND ND ND ND ND ND 

Viridicatina (6) 100 (43.8) 50 >50 (0) >50 (37) >50 (10) >50 (21) >50 (48) 50 

Citocalasina D (7) 29 (ND) ND ND ND ND ND ND ND 

Meleagrina A (8) 101 (48.0) 50 >50 (0) >50 (18) >50 (81) 12.25 >50 (19) 50 

MIC Rifampicina (g/mL) 100 (0.03) 0.08 >8.0 4.25 0.09 0.05 0.41 >8.0 
1 % Inhibición a 50 g/mL (MIC M); 2 MIC M; 3 CC50, Concentración Citotóxica 50, concentración del compuesto que inhibió el 50 % del crecimiento de la línea celular [95]; ND no 
determinado. 
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Anexo 4. Artículo derivado de este trabajo de investigación. 
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Anexo 5. Resumen y cartel presentado en el congreso virtual Vanguards of Natural Product Research 
2021, ASP. 
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