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RESUMEN

Este trabajo forma parte de un proyecto de investigacion multidisciplinario que tiene la
finalidad de descubrir metabolitos antimicrobianos a partir de hongos provenientes de sitios
poco explorados en México. En este contexto, se realizo el aislamiento de 45 hongos enddfitos
de las especies Rhizophora mangle, Avicennia germinans 'y Tabernaemontana sp. colectadas
en la Reserva de la Biosfera Pantanos de Centla en Tabasco (RBPC) para su estudio quimico

biodirigido.

Con base en los resultados de la evaluacion preliminar del potencial antimicrobiano de los
extractos en pequena escala de todos los hongos contra una serie de bacterias del grupo
ESKAPE (Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, K.
aerogenes, Acinetobacter baumannii y Enterobacter cloacae), se seleccionaron dos
organismos pertenecientes al género Fusarium (Centla04 y Centla05), a partir de los cuales
se realiz6 el aislamiento de los antimicrobianos equisetina (1) y su epimero, epi-equisetina (2).

Adicionalmente pudo identificarse la fusarisetina A (3) en los extractos de estos organismos.

Por otro lado, la identificacion taxonémica preliminar de los organismos de esta coleccién
mediante el analisis de las regiones del espaciador de transcripcion interno del ADN ribosomal
(ITS) revel6 la presencia de algunas especies de géneros poco estudiados con fines de
bioprospeccion. Asi, se seleccionaron a las especies Daldinia eschscholtzii (Centla07) y
Leptosphaerulina sp. (Centla11) para su estudio quimico, logrando el aislamiento del 1,8-
dimetoxinaftaleno (4) y el 1-hidroxi-8-metoxinaftaleno (5) de Centla07 y el diorcinol (6) y la
funicina (7) de Centla11.

Finalmente, se realizaron los estudios de metabolémica de los organismos seleccionados
mediante el analisis de sus espectros obtenidos por espectrometria de masas de alta
resolucion por electrospray (HRESIMS-MS/MS) y la construccion de sus redes moleculares en
la plataforma Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS), mismos que
permitieron visualizar la diversidad quimica de los extractos, contribuyendo a enriquecer el

conocimiento quimico y biolégico de biodiversidad de la RBPC.



ABSTRACT

This work is part of a multidisciplinary research project focused on discovering
antimicrobial metabolites obtained from fungal organisms from unexplored sites in Mexico.
Thus, 45 endophytic fungi isolated from Rhizophora mangle, Avicennia germinans, and
Tabernaemontana sp., collected in the Reserva de |la Biosfera Pantanos de Centla in Tabasco
(RBPC), were subjected to an antimicrobial screening for the selection of the active species for

bioactive guided chemical study.

Fungal extracts were tested against ESKAPE bacteria (Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, K. aerogenes, Acinetobacter baumannii, and Enterobacter
cloacae). For the scaleup cultures of the most active, Fusarium spp. (CentlaO4 and Centla05),
the compounds equisetin (1) and its epimer, epi-equisetin (2), were isolated. Additionally,

fusarisetin A (3) was identified in the extracts of these organisms.

On the other hand, based on the preliminary taxonomic identification of the fungi using the
molecular data of their internal transcription spacer regions of ribosomal DNA (ITS), the species
Daldinia eschscholtzii (Centla07) and Leptosphaerulina sp. (Centla11) were selected for a
chemical study due to the lack of previous bioprospection studies on these genera. Thus, the
isolation of 1,8-dimethoxynaphthalene (4) and 1-hydroxy-8-methoxynaphthalene (5) were
achieved from D. eschscholtzii (Centla07), and diorcinol (6) and funicin (7) from

Leptosphaerulina sp. (Centla11).

Finally, the metabolomics analysis of the selected organisms was carried out by molecular
networking using the GNPS platform and the HRESIMS-MS/MS data of their extracts. The
results allowed visualizing their chemical diversity, which enriches the chemical and biological

knowledge of microbial biodiversity of the RBPC.

\



1. ANTECEDENTES

1.1 Resistencia antimicrobiana y organismos ESKAPE

El fendmeno de la resistencia antimicrobiana (RAM) se define como la capacidad de
organismos como bacterias, virus, hongos y parasitos de sobrevivir ante agentes antibioticos
a los cuales eran sensibles en un inicio (Jindal et al., 2015). Los primeros casos de RAM se
registraron en la primera mitad del siglo XX, con la aparicibn de la resistencia a las
sulfonamidas tan sélo dos afos después de su introduccion como agente antimicrobiano;
posteriormente, se observo resistencia a la penicilina en cepas de Staphylococcus vy
Streptococcus (Watkins & Bonomo, 2016; Uddin et al., 2021). La RAM, que puede ocurrir de
manera natural o adquirida, se ha visto incrementada en anos recientes (Figura 1) como
consecuencia del mal uso o uso excesivo de antibiéticos y las malas practicas para el control

de infecciones (Jindal et al., 2015; Prestinaci et al., 2015).

BACTERIAS RESISTENTES IDENTIFICADAS

Neisseria
gonorrhoeae

‘ Klebsiella
A Candida pneumoniae
Streptococcus
pneumoniae
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Figura 1. Linea del tiempo del desarrollo de antibiéticos y aparicion de organismos resistentes.

De acuerdo con la literatura, los mecanismos de resistencia se pueden clasificar en cuatro
grupos: inhibicion de la captacion de farmacos, modificacion de dianas farmacoldgicas,
inactivacion enzimatica y bombas de eflujo, siendo los ultimos tres los mas comunes en casos

de resistencia adquirida (Figura 2) (Reygaert, 2018).
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Figura 2. Mecanismos de resistencia a antibioticos.

Tan sélo en 2019, segun reportes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la RAM fue
responsable de 700,000 defunciones en el mundo, mientras que estudios mas recientes
estiman que esta cifra podria alcanzar los 4.95 millones y que para el afilo 2050, aumentara a
10 millones, convirtiéndose en uno de los mayores problemas de salud a nivel mundial (Figura
3) (OMS, 2019; Balkhy., 2021; Antimicrobial Resistance Collaborators; 2022). En 2017, la OMS
enlistd a los organismos que requieren con mayor urgencia el desarrollo de nuevos
antibidticos, clasificandolos en tres categorias: critica, alta y media (Cuadro 1) (Tacconelli et
al., 2018). Dentro de estos organismos se encuentran aquellos agrupados dentro del acronimo
ESKAPE, que incluye a Enterococcus spp., S. aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa y especies de Enterobacter (Santajit e Indrawattana,
2016; Campos et al., 2020).
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Figura 3. Distribucion global de la resistencia a antibiéticos en 2019 (porcentaje de incidencia):
C3RE: Enterobacter spp. resistente a cefalosporinas de 3ra. generacion; C3RKP: K.pneumoniae
resistente a cefalosporinas de 3ra. generacion; CRAB: A. baumannii resistente a carbapenem; CRPA:
P. aeruginosa resistente a carbapenem; FRS: Salmonella resistente a fluoroquinolona; MRSA: S.

aureus resistente a meticilina; VREfm: E. faecium resistente a vancomicina.

Cuadro 1. Lista de organismos prioritarios para el desarrollo de antimicrobianos
Nivel de prioridad Microorganismo

A. baumannii (resistente a carbapenem)

P. aeruginosa (resistente a carbapenem)
Enterobacteriaceae (resistente a carbapenem y a cefalosporinas de 3ra.
generacion)

K. pneumoniae (resistente a carbapenem y cefalosporinas de tercera
generacion)

E. faecium (resistente a vancomicina)

S. aureus (resistente a meticilina y vancomicina)
Helicobacter pylori (resistente a claritromicina)

alta Campylobacter spp. (resistente a fluoroquinolona)
Salmonella spp. (resistente a fluoroquinolona)
Neisseria gonorrhoeae (resistente a cefalosporinas de 3ra. generacion y a
fluoroquinolona)
S. pneumoniae (no susceptible a penicilina)
media Haemophilus influenzae (resistente a amplicilina)
Shigella spp. (resistente a fluoroquinolona)

critica




1.2 Productos naturales de origen fungico como fuente de antimicrobianos

Histéricamente, los productos naturales (PNs) han sido una fuente importante para la
obtencién de compuestos con diversas actividades biolégicas, debido a la necesidad de
adaptacién de los organismos que los producen (Demain y Zhang, 2005). De acuerdo con
Newman y Cragg (2020), los PNs contribuyeron en mas de 50% al desarrollo de farmacos
aprobados por la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés)

en el periodo entre 1981 y 2019 (Figura 4).

1 S*/NM

Figura 4. Medicamentos aprobados por la FDA entre 1981 y 2019. B: biolégico; N: PN; NB: PN
botanico; ND: derivado de PN; S: sintético; S/NM: sintético que mimetiza un PN; S*: sintético con

farmacoforo de PN, S*/NM: sintético con farmacéforo de PN y que mimetiza a un PN; V: vacuna.

Dentro de las actividades bioldgicas que presentan los PN, la antimicrobiana resulta de
especial interés por el aumento de enfermedades infecciosas en afios recientes y la falta de
tratamientos efectivos para combatirlas. En este sentido, de los medicamentos aprobados por
la FDA hasta el afio 2016 que se emplean como agentes antimicrobianos, 69% proviene de
fuentes naturales, microorganismos en su mayoria y de éstos, casi la mitad se aislé o

desarroll6 a partir de hongos (Figura 5) (Patridge et al., 2016).
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Figura 5. Fuentes naturales de antibacterianos aprobados por la FDA.

Los hongos son organismos eucariontes que representan el segundo grupo con mayor
diversidad de especies en el mundo y cumplen con importantes funciones en el ecosistema
como la de descomponer materia organica, ademas de poder existir como mutualistas o
patdgenos de otros organismos (Wu et al., 2019). De acuerdo con reportes recientes, se estima
que la diversidad fungica se encuentra entre las 2.2 y 3.8 millones de especies, sin embargo

sélo se ha descrito alrededor del 7% de ellas (Hawksworth y Licking, 2017).

En este sentido, estos organismos representan una fuente importante en términos de
bioprospeccion. Algunos metabolitos fungicos que han sido empleados en la clinica para el
tratamiento de enfermedades infecciosas incluyen a la penicilina aislada en 1929 por
Alexander Fleming a partir de Penicillium chrysogenum, el acido fusidico de Fusidium
coccineum o la griseofulvina de P. griseofulvum. Adicionalmente, algunos otros compuestos
han servido como base para el desarrollo de medicamentos como la caspofungina desarrollada
a partir de la pneumocandina B de Glarea lozoyensis y |la ceftarolina a partir de la cefalosporina
de Acremonium chrysogenum (Figura 6) (Butler, 2004; Xu et al., 2015; Abdel-Razek et al.,
2020).
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Figura 6. Antimicrobianos de origen fungico.
1.3 Hongos endéfitos y sus metabolitos

El término enddfito se deriva del griego endon (dentro) y phyton (planta) y hace referencia
a aquellos microorganismos que colonizan tejidos internos de las plantas en estructuras como
las raices, flores, tallos, frutos o semillas y no causan dano aparente a su hospedero formando
parte del ecosistema natural de especies vegetales (Wen et al., 2022; Tiwari y Bae, 2022). Los
hongos enddfitos, constituyen un gran porcentaje de la diversidad fungica inexplorada a pesar
de haber sido encontrados en todo tipo de plantas, siendo de mayor abundancia en
ecosistemas como los bosques templados y tropicales (Rajamanikyam et al., 2017; Rodriguez-
Mendoza et al., 2021), donde se han encontrado principalmente especies pertenecientes a
los géneros Alternaria, Asteromella, Aureobasidium, Cladosporium, Colletotrichum, Fusarium,
Phoma, Phomopsis y Xylaria (Arnold y Lutzoni, 2007; Unterseher, 2011); sin embargo, la
diversidad de estos organismos, puede variar de acuerdo con las condiciones ambientales o
el estado fisiologico de la planta (Baron y Gigobelo, 2022). Algunas especies de endofitos
pueden colonizar diversos organismos mientras que algunas otras se limitan a una sola

especie o tejido vegetal (Bamisile et al., 2018).



La relacién establecida entre los hongos enddfitos y su hospedero puede ir desde el
mutualismo hasta la patogénesis. En el primer caso, la presencia del hongo afecta de manera
positiva la fisiologia de su hospedero protegiéndolo contra la invasién de herbivoros,
patdgenos y brindandole capacidad de adaptarse ante el estrés abidtico mediante tres
mecanismos, los cuales pueden ser directos (a través de la produccion de enzimas o
metabolitos con actividad directa contra patdgenos), indirectos (a través del incremento o
induccién en la produccién de mecanismos de defensa propios de la planta) o ecolégicos (por
la ocupacion del nicho ecoldgico o la predacion). Por otro lado, la planta provee al endéfito de

un habitat y nutrientes (Sanchez-Fernandez et al., 2013; Wen et al., 2022).

Los hongos enddfitos se han estudiado por mas de cien afos, siendo descritos por primera
vez a partir de la especie Lolium temulentum L. en 1998 (Wen et al., 2022). Uno de los mayores
descubrimientos dentro de este campo de estudio fue el del hongo Taxomyces andreanae,
enddfito del tejo del pacifico (Taxus brevifolia) y productor de paclitaxel, causando que los
micologos e investigadores en el area de PNs prestaran mayor atencion a los organismos
endofitos pues han mostrado ser capaces de producir sustancias bioactivas que en muchos
casos resultan similares a las que se han aislados a partir de plantas (Tiwari y Bae, 2022).
Estos compuestos poseen una amplia diversidad estructural, incluyendo alcaloides,
flavonoides, esteroides, terpenos y compuestos fenodlicos, ademas de presentar diversas
actividades biologicas entre las que se incluyen la antimicrobiana, antioxidante, antidiabética,
antimalarica y antitumoral (Cuadro 2) Sanchez-Fernandez et al., 2013). Tan sélo entre 2011y
2021, se reportaron 220 nuevos metabolitos producidos por estos organismos que
presentaban estructuras quimicas diversas o que eran exclusivas de enddfitos, predominando

aquellos compuestos de naturaleza terpénica (Figura 7) (Wen et al., 2022).



Cuadro 2. Ejemplos de metabolitos bioactivos de hongos enddfitos?

Compuesto Estructura Endéfito Hospedero Actividad
Faesfaona A Phaeosp h?er/a Phlomis umbrosa antifungica
fuckelii
Guignardona P Gu:gn.ardla Smilax glabra citotéxica
mangiferae
Lasiodiplactona Lasiodiplodia Acanthus ilicifolius |nh|b|C|o'n de a-
A theobromae glucosidasa
Lachnum Przewalskia . .
Palmaerona C . antimicrobiana
palmae tangutica
a\Wen et al., 2022.
Antraquinonas, quinonas y .
glucésidos relacionados Estezr;l des Otros
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Figura 7. Diversidad estructural de metabolitos producidos por hongos enddfitos.



1.4 Los manglares

Los manglares son ecosistemas intercostales que cubren entre el 60 y 70% de las zonas
tropicales o subtropicales y se componen principalmente por una o varias especies de mangle.
Se caracterizan por presentar condiciones de salinidad variable, mareas extremas, vientos
fuertes, altas temperaturas y suelos fangosos con baja disponibilidad de oxigeno (Thatoi et al.,
2013; CONAFOR, 2018), condiciones que se modifican de acuerdo con el relieve, tipo de
sustrato, grado de inundacion y a las perturbaciones naturales y humanas presentes en el area
(Ellison et al., 1999).

La importancia de estos ecosistemas radica en su papel como protectores y estabilizadores
de las zonas costeras, al fungir como barreras naturales que detienen la erosion, controlan
inundaciones, protegen contra huracanes, retienen contaminantes, capturan carbono, ademas
de generar nutrientes que son exportados por las mareas a las aguas marinas y son
aprovechados por otros ecosistemas. Adicionalmente, los manglares representan un nicho
importante para una amplia variedad de especies tanto vegetales como animales. Sin
embargo, estos ecosistemas se han visto amenazados en afos recientes por el desarrollo de
actividades antropogénicas en las zonas costeras, provocando una disminucion de alrededor
de 35% de los manglares del mundo en el periodo entre los afios de 1980 y 2000 (Acosta-
Velazquez, 2011; Carugati et al., 2018).

Alrededor del mundo existen mas de 50 especies de mangle pertenecientes a 20 géneros y 16
familias, siendo el continente asiatico el que alberga a la mayor cantidad de manglares del
mundo (Figura 8) (Kathiresan y Bingham, 2001). México se encuentra entre los cinco paises
con mayor extension de manglares con el 5% de la cobertura total del mundo, predominando
en la region de la Peninsula de Yucatan. Las especies que habitan en México son el mangle
rojo (Rhizophora mangle), el mangle blanco (Laguncularia racemosa), mangle negro
(Avicennia germinans) y mangle botoncillo (Conocarpus erectus), todas ellas incluidas en la
lista de especies protegidas. Adicionalmente, se han descrito dos especies mas, R. harrisoni
y A. bicolor, que se ubican unicamente en los estados de Chiapas y Oaxaca, con poblaciones
muy reducidas (CONAFOR, 2018).
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Figura 8. Distribucion de manglares en el mundo.

En cuanto a la biodiversidad de los manglares en nuestro pais, ademas de las especies de
mangle mencionadas anteriormente, se encuentran algunas otras especies vegetales con
menor resistencia a la salinidad, dentro de las cuales se incluyen las conocidas como zapote
(Manilkara zapota), la palma tasiste (Acoerraphe wrightii), el palo de agua (Pachira aquiatica)
ademas de diversas especies de bromelias (Achmaea bracteata y Bromelia pinguin) y de
orquideas (Encyclia cochleata, Epidendrum spp. y Brasavola nosada). Por otro lado, las raices
de los manglares sirven como sustrato para especies de ostras (Crassostrea rhizophorae),
erizos y esponjas, ademas de especies comerciales de cangrejos (Callinectes spp.),
camarones Yy langostinos (Macrobrachium spp.) y peces de los géneros Arius, Mugil,
Eucinostomus, Diapterus y Centropomus. Dentro de las aves que suelen habitar en estos
ecosistemas se enlistas las garzas azul, roja y morada (Egretta caerulea, E. rufescens, E.
tricolor respectivamente) y otras especies consideradas para proteccion especial como la
aguililla negra (Buteogallus anthracinus), la cigluefia (Mycteria americana) y el tecolotito
manglero (Megascops cooperi). Con respecto a otras especies de fauna, se encuentran varias
especies de iguanas (Ctenosaura spp.), cocodrilos de rio (Crocodrylus acutus) y mamiferos

como los mapaches, monos y especies de jaguares (CONABIO, 2009).

1.5 Hongos endoéfitos de mangle
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Los microorganismos también forman parte importante del ecosistema de los manglares
por su participacion activa en la transformacion de nutrientes en estos ambientes, donde las
bacterias y los hongos representan alrededor del 91% del microbioma de los manglares,
mientras que las algas y protozoarios representan el 7 y 2%, respectivamente (Thatoi et al.,
2013).

Con respecto a la distribucion geografica, el Océano Pacifico alberga al mayor numero de
hongos enddfitos descritos, seguido del Océano indico y finalmente el Atlantico (Devadatha et
al., 2020). Sin embargo, la diversidad de especies fungicas que habitan en estos ecosistemas
esta determinada por numerosos factores, tales como la variedad de especies vegetales y la
extension del manglar, la disponibilidad de tejido para colonizar, el tiempo de exposicion a las
mareas, la presion hidrostatica, la luz, los niveles de oxigeno, pH y los contaminantes
presentes en la zona, ocasionando que la distribucion vertical de endofitos en cada especie

vegetal sea variable (Cheng et al., 2009; Kumaresan, 2017).

Diversos estudios realizados con fines de conocer la diversidad fungica en los manglares del
mundo han mostrado que el grupo con mayor presencia es el de los Ascomicetos. Algunos
géneros previamente descritos como enddfitos de las diversas especies de mangle en el
mundo incluyen a Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Colletotrichum,
Daldinia, Diaporthe, Emericella, Epicoccum, Eurotium, Fusarium, Glomerella, Guignardia,
Hypocrea, Leptosphaerulina, Neosartorya, Nodulisporium, Nigrospora, Penicilium, Phoma,
Pestalotiopsis, Phomopsis, Talaromyces, Trichoderma y Xylaria (Banerjee, 2011; Cadamuro
et al., 2021; Kiti et al., 2021)

Los hongos endéfitos de manglar representan el segundo grupo mas largo de hongos marinos
estudiados y han resultado de gran interés en afos recientes por su habilidad de sobrevivir a
condiciones ambientales adversas del ecosistema (Cheng et al., 2009; Jeewon et al., 2019),
lo que los convierte en candidatos idoneos para el aislamiento de metabolitos de interés
farmacéutico (Imhoff, 2016; Deshmukh, et al., 2020). En el Cuadro 3 se muestran algunos

ejemplos de los metabolitos aislados a partir de estas fuentes naturales.
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Cuadro 3. Ejemplos de metabolitos bioactivos de hongos endofitos de mangle?

Compuesto

Estructura

Endoéfito

Hospedero

Actividad

7-Epiaustdiol

Talaromyces sp.

Kandelia candel

Antibacteriana

Excoecaria

0 /\O o . . r .
Citosporona B Ej\)vw Phomopsis sp. agallocha Antifungica
HO OH
o
O Aegiceras
Emerimidina A NH Emericella sp. ) Antiviral
HO corniculatum

Dicerandrol D Diaporthe sp. Avicennia marina | Antimalarica
. - Pseudolagarobasidium Bruguiera e
Acaciicolinol D g .. g ) Citotoxica
HO OH acaciicola gymnorrhiza

a Deshmukh et al., 2020.

Los estudios de microorganismos enddéfitos de mangle se han centrado en manglares del

sureste de Asia, mientras que la diversidad microbiana en manglares de América se encuentra

aun inexplorada a profundidad (Demers et al., 2018).

1.6 Reserva de la Biosfera Pantanos de Centla enTabasco

Ubicada al noreste del estado de Tabasco y abarcando 302,706 ha que representan el

12% de la superficie de la entidad, la Reserva de la Biésfera Pantanos de Centla (RBPC)

representa el area de humedales mas amplia en Norteamérica, albergando uno de los

sistemas hidrolégicos mas grandes de México donde se incluyen los rios Usumacinta y Grijalva
y la Laguna de Términos (Figura 9) (SEMARNAT, 2016).
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Este sistema se encuentra sobre la llanura formada por los rios mencionados anteriormente,
convirtiendo a la zona en un terreno facilmente inundable con una altitud que no rebasa los 10
m sobre el nivel del mar. El clima de la RBPC se caracteriza por ser calido humedo y
subhumedo con lluvias abundantes en verano, con un periodo seco entre marzo y abril y uno
relativamente seco en julio y agosto, manteniendo una temperatura promedio de 25.9 °C
(Carabias et al., 2000).

Villahermosa

Google

Figura 9. Ubicacion geografica de la RBPC.

La estructura del manglar en esta region se compone por elementos caracteristicos del estado
de Tabasco, encontrando en mayor cantidad ejemplares de R. mangle a la orilla de rios y
lagunas costeras de la Reserva. Esta especie es la que controla mejor los efectos provocados
por las mareas y la alta concentracion de sal y puede encontrarse asociada a otros organismos
vegetales, principalmente de los géneros Cithrexylum, Dalbergia, Chrysobalanus e Inga. Por
otro lado, A. germinans, es la segunda especie de mayor abundancia en la zona y se establece
como una linea por detras del mangle rojo sin asociaciones con otras plantas. Finalmente L.

racemosay C. erectus se ubican en las zonas de menor salinidad (Carabias et al., 2000).

Las actividades productivas que se realizan en la RBPC son la ganaderia, industria del
petréleo, pesca y agricultura, sin embargo son éstas mismas las principales amenazas debido
al cambio de uso de suelo y la contaminacion por las actividades antropogénicas, por lo que a
partir del afo 1992, esta region entré en la lista de areas naturales protegidas de México
(Guerra-Martinez, 2008).

A la fecha, existen diversos reportes centrados principalmente en explorar la biodiversidad de

la RBPC, sin embargo, ninguno de ellos ha estudiado la comunidad microbiana, y menos aun
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la diversidad de organismos fungicos endoéfitos con fines de bioprospeccion, por lo que este

trabajo representa el primer estudio de esta naturaleza.
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2. HIPOTESIS

El estudio quimico de hongos enddfitos de los manglares de Centla, Tabasco,
seleccionados con base en estudios biolégicos y de metaboldmica preliminares, permitira el
descubrimiento de metabolitos secundarios con una diversidad quimica estructural inusual y/o

con actividad antimicrobiana.

3. OBJETIVOS

El objetivo general del presente proyecto consiste en descubrir nuevos PNs
biodinamicos a partir de especies fungicas endofitas aisladas de manglares de los humedales
de Centla, Tabasco. Para el cumplimiento de éste, se plantearon los siguientes objetivos

particulares:

1. Aislar y acondicionar una serie de taxones fungicos obtenidos a partir de muestras vegetales
recolectadas en los humedales de Centla, Tabasco.

2. ldentificar los hongos endéfitos mediante ensayos moleculares.

3. Preparar los cultivos en pequefa escala y obtener los extractos organicos de cada cepa.

4. Realizar los ensayos bioldgicos y de metabolomica dirigida y no dirigida sobre los extractos
para la seleccion de las especies mas adecuadas para los estudios quimicos biodirigidos y/o
que contengan metabolitos potencialmente novedosos.

4. Cultivar en mediana escala a las especies seleccionadas y realizar el fraccionamiento,
separacion y purificacion de metabolitos secundarios de interés mediante el empleo de
técnicas de vanguardia en el area de los PNs.

5. Caracterizar los compuestos aislados mediante técnicas espectroscépicas vy
espectrométricas convencionales y establecer su potencial biolégico con los ensayos

pertinentes.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Aislamiento de endoéfitos

Los organismos fungicos enddfitos fueron obtenidos a partir de muestras de hojas de las
especies R. mangle, A. germinans y Tabernaemontana sp., recolectadas en la regioén de la
RBPC, en el estado de Tabasco, México. Todas las hojas, se lavaron con jabén y agua;
posteriormente, se fragmentaron en cuadros de aproximadamente 0.5 cm? los cuales fueron
desinfectados con alcohol al 96% (10 seg) y transferidos a un recipiente con hipoclorito de
sodio al 70% (30 seg). Finalmente, los fragmentos se lavaron con agua destilada estéril y se
inocularon en cajas de Petri con Agar Papa Dextrosa (APD) con los antibi6ticos penicilina (0.6
mg/mL) y estreptomicina (0.3 mg/mL) (Jena y Tayung, 2013). Una vez observado el
crecimiento fungico, los 45 organismos obtenidos se transfirieron a cajas de Petri con APD.
Este trabajo fue realizado por la Dra. Maria del Carmen Gonzalez Villasenor, del Instituto de
Biologia, UNAM, en colaboracion con la M. en C. Marian Ariadna L6pez Lobato de la Facultad
de Quimica, UNAM.

4.2 Caracterizacion taxondmica de los organismos fungicos

La identificacion taxondmica preliminar de los hongos estudiados se realiz6 mediante el
analisis de las regiones del espaciador de transcripcion interno del ADN ribosomal (ITS), para
lo cual los organismos se cultivaron en APD; una vez observado el crecimiento del micelio,
éste se transfirio a un matraz Erlenmeyer con 25 mL de medio liquido YESD, compuesto por
2% peptona de soya, 2% dextrosa y 1% extracto de levadura, donde permanecio por 78 h en
agitacion constante (110 rpm) a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se realizé la
extraccion del ADN gendémico empleando el Protocolo Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep
Kit (Zymo Research). EI ADN obtenido se empled para realizar la amplificacién de las regiones
ITS por PCR empleando los iniciadores ITS-1F (CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA) e ITS-4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) (Raja et al., 2017). La reaccion de PCR se llevo a cabo en un
volumen total de 25 pL: PureTagTMReady-To-GoTM (General Electric) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador
T100 Thermal Cycler (Bio-Rad) de acuerdo con el siguiente programa: 95°C por 5 min, 35
ciclos (94°C por 30 s, 52°C por 30 s, 72°C por 45 s) y 72°C por 8 min para el paso final de
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elongacion. Para confirmar la amplificacion de dichas regiones, se llevd a cabo una
electroforesis en gel de agarosa al (1.2%) con el colorante SYBR Safe Stain (Invitrogen) como
revelador. Los productos finales de PCR se purificaron empleando el kit SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y la cantidad de
ADN obtenido se cuantificé midiendo la absorbancia a 230, 260 y 280 nm en un equipo BioDrop
ULITE+. Las regiones amplificadas fueron secuenciadas por el método Sanger en el Instituto
de Fisiologia Celular, UNAM. Los resultados de dicha secuenciacion fueron analizados
mediante los softwares FinchTV (version 1.4.0) y Seaview y se realiz6 su analisis BLAST con
las secuencias descritas en la base de datos del National Center of Biotechnology Information
(NCBI, EE.UU) considerando porcentajes de cobertura y similitud mayores al 95 y 80%,
respectivamente. Este procedimiento se llevd a cabo en colaboracion de la investigadora

posdoctorante Dra. Anahi Martinez Cardenas.

4.3 Cultivos en pequeia escala

El acondicionamiento de los 45 hongos enddfitos se realiz6 mediante la transferencia de
los organismos a cajas de Petri con APD, los cuales fueron cultivados a temperatura ambiente
hasta observar un crecimiento uniforme. Posteriormente, los cultivos fueron transferidos a un
medio liquido YESD (15 mL), en donde permanecieron entre 5y 7 dias a temperatura ambiente
y en agitacion constante (110 rpm). Cada inéculo fue transferido a un medio de arroz estéril
(15 g de arroz y 30 mL de agua) por duplicado, y se dejo crecer por 21 dias a temperatura

ambiente con fotoperiodos de luz-oscuridad 12/12 h (Villanueva-Silva et.al.,2021).

4.4 Preparacion de extractos organicos

A partir de los cultivos obtenidos mediante el procedimiento descrito anteriormente, se
obtuvieron los extractos organicos empleando la técnica de maceracion (60 mL de CHCls-
MeOH (1:1)), fragmentado del medio y agitacion a 100 rpm por 8 h. Transcurrido este tiempo,
los cultivos se filtraron al vacio y la biomasa se lavo con 50 mL de la mezcla CHCIs- MeOH
(1:1). Al filtrado obtenido se adicionaron 60 mL de CHCIs y se agregd agua destilada hasta
completar un volumen final de 200 mL. La mezcla se mantuvo en agitacion por 30 min y
posteriormente se transfirid a un embudo de separacion; la fase acuosa fue sometida a un

segundo reparto con 60 mL de CHCIs y las fases organicas se reunieron y concentraron a
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presion reducida. El extracto seco se resuspendié en 60 mL de una mezcla de MeCN-MeOH
(1:1) y se desengras6 con 40 mL de n-hexano mediante un reparto. Finalmente, la fase de

MeCN-MeOH (1:1) se llevo a sequedad a presion reducida (Villanueva-Silva et.al.,2021).

4.5 Pruebas de actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de todos los extractos en pequefia escala se determiné
utilizando el método de microdilucién en placa de 96 pozos con el colorante bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) contra un conjunto de microorganismos
pertenecientes al grupo ESKAPE donde se incluyeron E. faecalis sensible a vancomicina
(VSEF, ATCC29212), E. faecalis resistente a vancomicina (VREF, ATCC51299), S. aureus
sensible a meticilina (MSSA, ATCC25923), S. aureus resistente a meticilina (MRSA,
ATCC43300), K. aerogenes (ATCC13048), K. pneumoniae (ATCC700603), A. baumannii
(ATCC17978), A. baumannii cepa 564 resistente a distintos antibidticos, P. aeruginosa
(ATCC27853) y E. cloacae (ATCC700323) (Balouri et al., 2016; Fajardo-Hernandez et al.,
2022). Los organismos fueron proporcionados por el Cepario de la Facultad de Quimica,
UNAM vy el Dr. Rodolfo Garcia Contreras de la Facultad de Medicina, UNAM. Como medios de
cultivo se emplearon los caldos Mdueller-Hinton para todos los organismos excepto A.
baumanni, para el cual se empled Luria Bertani. Los controles positivos empleados se

presentan en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Controles positivos para el ensayo antimicrobiano.

Microorganismo Antibidtico
VSEF Vancomicina
VREF Vancomicina

MSSA Ampicilina
MRSA Vancomicina
K. aerogenes ATCC13048 Gentamicina
K. pneumoniae ATCC700603 Gentamicina
A. baumannii ATCC17978 Gentamicina
A. baumannii cepa 564 Gentamicina
P. aeruginosa ATCC 27853 Gentamicina
E. cloacae ATCC 700323 Gentamicina

Las muestras fueron evaluadas por duplicado a las concentraciones finales de 20 pg/mL y 200
pg/mL de extracto y 2% de DMSO. La suspension de los microorganismos de prueba se ajusto

aproximadamente a 1x10% células/mL (0.5% del estandar turbidimétrico de McFarland)
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(Villanueva-Silva et al., 2021). Todos los microorganismos fueron incubados por 24 h a 37°C
con las muestras de prueba; una vez transcurrido este tiempo se adicionaron 10 uL de la
solucion reveladora de MTT (5 mg/mL en MeOH) a cada pozo y la placa se incub6 por 30 min
mas a 37°C. Los resultados se determinaron mediante el cambio de color del revelador de

amarillo a morado de forma visual.

La evaluacion cualitativa del potencial anti-ESKAPE de los extractos obtenidos en mediana
escala, asi como de las fracciones primarias se realizd siguiendo la metodologia descrita
anteriormente en este punto, con excepcion de E. faecalis ATCC51299 debido a la pérdida de
viabilidad de la cepa. Adicionalmente, se llevd a cabo la evaluacion cuantitativa mediante el
calculo del porcentaje de inhibicién del crecimiento bacteriano, para lo cual, la absorbacia de
los pozos se leyd en un espectrofotdmetro BioRad modelo iMark a una longitud de 490 y 608
nm utilizando el software Microplate Manager 6 (version 6.3, BioRad). Posteriormente, el

porcentaje de inhibicidn se calculé empleando la siguiente férmula:

Abscélulas+muestra - Absblanco

%Inhibicion = 100 — < x100)

Abscélulas+DMSO - Absblanco

4.6 Cultivos en mediana escala y obtencion de los extractos organicos

Como criterios para la seleccidbn de organismos para realizar el estudio quimico
correspondiente se consideraron los resultados del ensayo de actividad anti-ESKAPE, la
complejidad de los perfiles cromatograficos y los rendimientos obtenidos de los extractos en
pequefia escala, asi como la identificacion taxondmica preliminar. En este sentido, se
seleccionaron los organismos CentlaO4 y CentlaO5 por mostrar importante actividad
antimicrobiana, asi como Centla07 y Centla11 considerando la identificacién taxondmica.
Posteriormente, se realizaron los cultivos en escala 5x y se llevo a cabo la correspondiente
obtencion de extractos empleando la metodologia descrita en el inciso 4.4 para los hongos
Centla04, Centla05 y Centla07, en este caso preparando 10 matraces Erlenmeyer con 10 g de

arroz y 20 mL de agua cada uno.

4.7 Fraccionamiento primario de los extractos en mediana escala
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El fraccionamiento primario de los extractos en mediana escala, asi como de algunos en
pequefa escala, se realizO mediante cromatografia en columna de tipo flash, en un
cromatégrafo CombiFlash Rf+ Lumen (Teledyne ISCO), equipado con una bomba binaria y los
detectores de UV/Visible de arreglo de fotodiodos (PDA) y evaporativo de dispersién de luz
(ELSD). Como fase estacionaria se empled gel de silice (RediSep Rf Gold Si-gel, Teledyne) y
como fase moévil un gradiente de polaridad creciente entre diferentes mezclas de n-hexano,
CHCIs, AcOEt y MeOH. Las condiciones empleadas para el fraccionamiento de cada extracto

se presentan en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Condiciones de analisis por cromatografia de tipo flash.
Peso Gel de Volumen de | Volumen de Flujo Volumenes
Extracto o o ‘. . por columna
(9) silice (g) equilibrio | fraccién (mL) | (mL/min) (CV)
Centla04 0.36 12.0 2.0 10 30.0 54.9
Centla05 0.49 12.0 2.0 10 30.0 58.1
Centla07
(PE) 0.29 12.0 2.0 10 30.0 76.7
Centla07
(ME) 0.81 12.0 2.0 10 30.0 56.1

4.8 Separacion y purificacion de los metabolitos presentes en las fracciones activas y

en extractos en pequena escala

Con base en los resultados de la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los
extractos en mediana escala y sus respectivas fracciones primarias, asi como la complejidad
observada mediante el analisis por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) a nivel
analitico de los extractos en pequeia escala, se seleccionaron algunas fracciones y extractos
para la separaciéon de sus componentes mediante la HPLC a nivel preparativo. Los analisis se
realizaron en un cromatografo de liquidos marca Waters (Waters Corp.) equipado con un
detector PDA (Amax 190-500 nm) y otro de ELSD (ganancia 100, presién de N2 40 psi,
nebulizador en modo de calentamiento y temperatura del tubo de 75+5°C). El control del
equipo, el procesamiento y la manipulacién de los datos se realizaron empleando el programa
Empower version 3.0 (Waters). La obtencidn de los perfiles cromatograficos y la optimizacién
de las condiciones analiticas para la separacion y purificacion de los constituyentes presentes

en las muestras, se realizé en columnas Kinetex y Gemini Cis (5 um, 250 x 4.6 mm,
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Phenomenex) y con una fase movil compuesta por acido formico acuoso (0.1%) y MeCN vy
diferentes gradientes. Una vez establecidas las condiciones 6ptimas con una resolucion tal
que permitiera el aislamiento de los compuestos presentes en las fracciones, se escald el
sistema de analisis a nivel preparativo empleando columnas Kinetex o Gemini C1s (5 um, 250

x 21.2 mm, Phenomenex).

4.9 Caracterizacion de los productos obtenidos

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H y '3C, mono- vy
bidimensionales (1D y 2D) se registraron en los equipos VARIAN VNRMS 400, Bruker Avance
Il o JEOL ECA-500. Los desplazamientos quimicos (o) se expresan en ppmy se empled CDCl3
como disolvente para los registros. Los espectros de masas (MS) se registraron en un
cromatégrafo de liquidos de ultra eficiencia (UPLC; Acquity, Waters) con detector de PDA,
acoplado a un espectrometro de masas de alta resolucién de ionizacidon por electrospray
(HRESIMS-MS/MS; Q Exactive, ThermoFisher Scientific) en los modos positivo y negativo
(ESI+ y ESI-). Todos los analisis se registraron a una temperatura de 40°C empleando una
columna Acquity BEH C1s (1.7 um, 2.1 x 10 mm, Waters) y una mezcla binaria de MeCN (A)-
acido férmico (0.1%) (B), utilizando un gradiente de elucién lineal con una composicion inicial
de 15% A e incrementando la composicién hasta 100% A durante 8 min, manteniendo
composiciéon isocratica por 1.5 min y regresando a condiciones iniciales en 0.5 min. La
deteccion se realiz6 mediante un barrido desde 200 hasta 500 nm con una resolucion de 4 nm.
Las condiciones del espectrometro de masas en ESI+ fueron: temperatura del capilar: 275°C
y 4.5 kV de voltaje para la fuente, 20 V para el voltaje del capilar y 95 V para la lente del tubo;
y en ESI-: temperatura del capilar: 275°C y 3.5 kV de voltaje para la fuente, 42 V para el voltaje
del capilar y 110 V para la lente del tubo. Se empleé N2 como gas acarreador a 25 unidades
arbitrarias de flujo, y el control del instrumento y el analisis de datos se realizaron con el
programa Xcalibur 2.1 (ThermoFisher Scientific). Para cada uno de los analisis se disolvio 1.0

mg de muestra en 0.5 mL de una mezcla de Dioxano- MeOH (1:1).

El registro de los espectros de RMN y MS se llevé a cabo en la Unidad de Servicios de Apoyo
a la Investigacion y la Industria (USAII), Facultad de Quimica, UNAM, el Instituto de Quimica,

UNAM y en la Universidad de Carolina del Norte en Greensboro, Carolina del Norte, EE.UU.
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4.10 Estudios de metaboldmica mediante analisis de redes moleculares

Para complementar el estudio de la diversidad quimica de las especies seleccionadas,
se realiz6 el analisis de los extractos obtenidos mediante la construccion de redes moleculares,
para lo cual, los archivos de espectros de masas de alta resolucion (HRESIMS-MS/MS) fueron
comparados con los depositados en la plataforma Global Natural Products Social Molecular
Networking (GNPS; www.gnps.ucsd.edu). Previamente, los archivos fueron convertidos a
formato mzML empleando el software ProteoWizard MsConvert (3.0.20239). Para dicho
analisis, la tolerancia empleada para la masa de iones precursores y de iones fragmentados

se ajustd a 0.01 y 0.02 Da, respectivamente (Martinez-Cardenas et al., 2021).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

La presente investigacion forma parte de un proyecto enfocado a la busqueda de nuevos
compuestos con actividad biolégica a partir de especies fungicas aisladas de areas poco
exploradas de México y tiene como objetivo contribuir al conocimiento cientifico de la
diversidad fungica enddfita de manglares en la RBPC en Tabasco, México. En primer lugar, se
presentan los resultados obtenidos del acondicionamiento de los organismos objeto de
estudio, asi como de su identificacion taxondémica preliminar y de la evaluacién del potencial
antimicrobiano de los extractos organicos de los cultivos en pequefa escala. Posteriormente,
se describiran los resultados correspondientes al estudio quimico de las especies fungicas

seleccionadas.

5.1 Acondicionamiento y cultivo de los organismos fungicos

Se realiz6 la resiembra en condiciones axénicas de 45 organismos fungicos endofitos
(Cuadro 6) aislados de las especies R. mangle, A. germinans y Tabernaemontana sp.
colectadas en la RBPC, en el estado de Tabasco, México La ubicacién exacta donde se
obtuvieron las especies vegetales es 18° 36' 45.2" N, 92° 41' 3.3" O (Figura 10). Todos los
organismos fueron cultivados en cajas Petri con APD, a partir de los cuales se realizaron los
preinoluclos en medio YESD y subcultivo en pequefia escala en medio solido para la obtencion

de los extractos organicos correspondientes (Figura 11).

Cuadro 6. Hongos enddfitos objeto de estudio con fuente vegetal.

Clave interna Especie vegetal Clave interna Especie vegetal
Centla01a Rhizophora mangle Centla20b Rhizophora mangle
Centla01b Rhizophora mangle Centla21 Avicennia germinans
Centla02 Rhizophora mangle Centla22 Tabernaemontana sp.
Centla03 Rhizophora mangle Centla23 Rhizophora mangle
Centla04 Rhizophora mangle Centla24 Rhizophora mangle

Centa05 Rhizophora mangle Centla25a Rhizophora mangle
Centla06 Rhizophora mangle Centla25b Rhizophora mangle
Centla07 Rhizophora mangle Centla25c Rhizophora mangle
Centla08a Rhizophora mangle Centla26 Rhizophora mangle
Centla08b Rhizophora mangle Centla27 Tabernaemontana sp.
Centla09 Rhizophora mangle Centla28 Tabernaemontana sp.
Centla10 Rhizophora mangle Centla29 Tabernaemontana sp.
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Centla11 Rhizophora mangle Centla30 Rhizophora mangle
Centla12 Rhizophora mangle Centla31a Tabernaemontana sp.
Centla13 Rhizophora mangle Centla31b Tabernaemontana sp.
Centla14 Rhizophora mangle Centla32 Rhizophora mangle
Centla15 Rhizophora mangle Centla33 Rhizophora mangle
Centla16 Rhizophora mangle Centla34 Rhizophora mangle
Centla17 Rhizophora mangle Centla35 Rhizophora mangle
Centla18 Tabernaemontana sp. Centla36 Rhizophora mangle
Centla19a Rhizophora mangle Centla37 Rhizophora mangle
Centla19b Rhizophora mangle Centla38 Rhizophora mangle
Centla20a Rhizophora mangle

Centla02 Centla03 Centla18 Centla25a Centla30

Figura 11. Ejemplo de cultivos fungicos en medio APD (A; 5 dias) y de arroz (B; 21 dias).

5.2 Identificacion molecular preliminar de los hongos endéfitos

La identificacion taxondmica preliminar de los organismos fungicos se llevé a cabo
mediante el analisis de las regiones ITS del ADN ribosomal, las cuales fueron comparadas con
la base de datos del GenBank mediante un analisis tipo BLAST. Los organismos provenientes
de R. mangle, fueron identificados en su mayoria como especies del género Fusarium.
Adicionalmente se encontraron taxones de los géneros Hortaea y en menor proporcion de

Colletotrichum, Daldinia, Leptosphaerulina, Lophiostoma, Pestalotiopsis, Celoporthe,
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Curvularia y Penicillium. Por otro lado, de A. germinans se aislé unicamente un hongo el cual
fue identificado dentro del género Paraphoma. Finalmente, como enddfitos de la especie
Tabernaemontana, se identificaron organismos de los géneros Colletotrichum.

Neoanthostomella, Fusarium y dos hongos de la familia Didymellaceae (Cuadro 7).
Estos resultados coinciden con las descripciones previas de la diversidad de enddfitos en estos

géneros de mangle y en especies de Tabernaemontana (Wanderley-Costa, et al., 2012; De
Souza-Sebastianes et al., 2013; Zhou y Xu, 2018; Bhavana et al., 2020).
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Cuadro 7. Resultados de la identificacion taxondémica preliminar de los hongos endéfitos de manglar

0,
ir?tI::I:a Resultado BLAST Cslr;s?;so coé)egtira Numero de acceso de referencia % de similitud/identidad
Centla01a Leptosphaerulina sp. 574/645 95% MK336534.1 88.99%
Centla01b Fusarium sp. 585/585 99% MK334366.1; MN882828.1 99.80% con F. equisetiy F. incarnatum
, KY523100.1; MN882828.1; 99.80% con F. equiseti, F. incarnatum y F.
Centla03 Fusarium sp. 574/574 99% MH574897 1 verticillioides
. KY523100.1; MH879584.1; 99.80% con F. equiseti, F. incarnatum y F.
0, ’ s
Centla04 Fusarium sp. 546/546 99% KX929311 1 verticillioides
, KY523100.1; MH879584.1; 99.80% con F. equiseti, F. incarnatum y F.
Centla05 Fusarium sp. 573/574 99% KX929311 1 verticillioides
0, H H 0,
Centla06 Fusarium sp. 586/589 99% KY523100.1; MN882828.1 99.49% con FF - quiseti y 98.98% con
.Incarnatum
Centla07 Daldinia eschscholtzii 591/601 97% KU304335.1 98.34%
Centla0O8a Hortaea sp. 571/574 99% FJ755827.1 99.48%
Centla08b Hortaea sp. 570/574 97% FJ755827.1 99.30%
, KY523100.1; MN882828.1; 99.80% con F. equiseti, F. incarnatum y F.
Centla09 Fusarium sp. 574/575 97% MH574897 1 verticillioides
. KY523100.1; MN882828.1; 99.80% con F. equiseti, F. incarnatum y F.
0, ’ s
Centla10 Fusarium sp. 585/589 99% MH574897 1 verticillioides
Centla11 Lepthosphaerulina sp. 573/645 95% MK336534.1 88.84%
. KY523100.1; MN882828.1; 99.80 con F. equiseti, F. incarnatum y F.
0,
Centla12 Fusarium sp. 572/573 99% MH574897 1 verticillioides
. MT558597.1; MN882829.1; 99.48% con F. equiseti, F. incarnatum y F.
0,
Centla13 Fusarium sp. 574/574 99% KX515859 1 verticillioides
, MT558597.1; MN882829.1; 99.48% con F. equiseti, F. incarnatum y F.
0,
Centla14 Fusarium sp. 576/577 99% KX515859.1 verticillioides
. KY523100.1; MN882828.1; 99.83% con F. equiseti, F. incarnatum y F.
0,
Centla15 Fusarium sp. 587/587 99% MH574897 1 verticillioides
, KY523100.1; MN882828.1; 99.83% con F. equiseti, F. incarnatum y F.
Centla16 Fusarium sp. 586/587 99% MH574897 1 verticillioides
. KY523100.1; MN882828.1; 99.83% con F. equiseti, F. incarnatum y F.
0, ’ s
Centla17 Fusarium sp. 587/587 99% MH574897 1 verticillioides
. 579/583; 000, . 99.31% con Allophoma sp. y 99.30% con
Centla18 Didymellaceae 566/570 95-99% MW036299.1; GU592001.1 Didymella bryoniae
Centla19a Hortaea sp. 571/575 97% FJ755827 1 99.30%
Centla19b Hortaea sp. 581/588 99% FJ755827.1 98.81%
Centla20a Hortaea sp. 563/565 97% FJ755827 .1 99.13%
Centla21 Paraphoma sp. 585/647 89% LR993310.1 Alinea 99.3% con Paraphoma fimeti
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Centla22 Fusarium sp. 587/590 99% MT771309.1 99.3%

Centla23 D. eschscholtzii 600/611 98% KU304335.1 98.20%

Centla24 D. eschscholtzii 605/617 99% KU304335.1 98.06%

Centla25a Fusarium sp. 571/575 97% MK733980.1 99.3%

Centla25b Colletotrichum sp. 588/590 95% MT434660.1; MK790660.1 99.66% con C. siamense y C. tropicale

Centla25c Colletotrichum sp. 608/618 99% MK514508.1; KR445673.1 98.54% con C. gloeosporioides y C. siamense

Centla26 Lophiostoma sp. 509/522 87% LC412114.1 97.51%

Centla27 Didymellaceae 578/584 98% MW036299.1; MF580997.1 9§i97% con Allophoma sp. y 99.64%
agonosporopsis cucurbitacearum

Centla28 Fusarium sp. 586/589 99% HQ631005.1 99.49%

Centla29 Neoanthostomella sp. 564/580 94% NR174847.1 97.00%

Centla30 Fusarium sp. 580/589 97% HQ631005.1 98.96%

Centla31a Colletotrichum sp. 613/617 99% MT476?)O|\;§167'\4|§15_114517'1’ 99.35% con C. ag‘usgig'lnié,cq.s gloeosporlmdes y

Centla31b Colletotrichum sp. 611/617 99% MT476807.1; OM967141.1 99.03% con C. aenigma y C.siamense

Centla32 Pestalotiopsis sp. 582/592 100% MT093657.1 98.31%

Centla33 Celoporthe eucalypti 613/743 94% MHB864462.1 82.5%

Centla34 Curvularia hawaiiensis 609/617 100% MNO053866.1 98.70%

Centla35 Fusarium sp. 570/576 97% MT771309.1 98.96%

Centla36 Colletotrichum sp. 629/636 98% T L 10585 98.36% con ;O’;zg ifg'rig: poninernse y C

Centla37 Penicillium rubens 611/614 97% MT957547.1 99.51%

Centla38 Fusarium sp. 586/591 97% MK733980.1 99.15%
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5.3 Evaluacion de la actividad biolégica de los extractos organicos

El potencial anti-ESKAPE de los extractos obtenidos en pequefia escala, asi como de los
exudados producidos por los hongos Centla07, Centla09, Centla10 y Centla17, se establecio
mediante el ensayo descrito en el inciso 4.5. Como criterio de actividad se considero la
inhibicion parcial o total de las muestras en cualquiera de las concentraciones evaluadas, en
al menos uno de los microorganismos de prueba. Los extractos de los hongos CentlaO4 y
Centla05 mostraron una importante actividad sobre los organismos Gram (+). Adicionalmente,
algunos otros extractos mostraron inhibicion parcial a 200 pg/mL sobre MRSA y VSEF, tal

como se muestra en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Resultados del potencial anti-ESKAPE de los extractos en pequefia escala.
Extracto | Peso(mg) | VSEF | MRSA | MSSA | Extracto ':;Z‘)’ VSEF | MRSA | MSSA
Centla01a 173.1 Centla20b 24.0
Centla01b 214.6 Centla21 76.0
Centla02 119.5 Centla22 58.9
Centla03 305.8 Centla23 246.9
Centla04 226.4 Centla24 215.8
Centla05 151.7 _ Centla25a 252.4
Centla06 352.6 Centla25b 179.4
Centla07 311.2 Centla25c 148.5
Centla08a 66.0 Centla26 224.5
Centla08b 47.0 Centla27 83.7
Centla09 281.1 Centla28 150.2
Centla10 379.1 Centla29 114.2
Centla11 113.6 Centla30 36.6 -
Centla12 99.1 Centla31a 121.7
Centla13 397.7 Centla31b 72.4
Centla14 113.2 Centla32 90.0
Centla15 81.0 Centla33 18.6
Centla16 277.5 Centla34 40.7
Centla17 333.8 Centla35 48.7
Centla18 1411 | I cCentlazs | 354
Centla19a 90.7 Centla37 88.6
Centla19b 70.8 Centla38 83.6
Centla20a 29.4
Control positivo CMI 375 195 100.0
(ng/mL)
Ningun extracto presenté actividad contra VREF, K. aerogenes (ATCC13048), K. pneumoniae
(ATCC700603), A. baumannii (ATCC17978), A. baumannii cepa 564, P. aeruginosa (ATCC27853) o E.
cloacae (ATCC700323).
Criterios de inhibicién

Inhibicién total a 200 pg/mL y 20 uyg/mL de extracto Inhibicién parcial a 200 pg/mL y 20 pg/mL de extracto
Inhibicién total a 200 ug/mL de extracto Inhibicién parcial a 200 ug/mL de extracto
Sin actividad
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5.4 Estudio quimico de Fusarium spp. (Centla04 y Centla05)
5.4.1 Cultivo en mediana escala y fraccionamiento primario
Con base en los resultados de la actividad antimicrobiana (Cuadro 8) se seleccionaron

a los organismos Fusarium spp. (Centla04 y Centla05) para continuar con su estudio quimico
(Figura 12).

Centla04 Centla05

Figura 12. Cultivos en medio APD de Fusarium spp. (Centla04 y Centla05).

El género Fusarium, compuesto por casi 10 mil especies, es uno de los mas importantes y
mejor conocidos debido a su amplia distribucién alrededor del mundo (Summerell et al., 2010).
Algunos organismos pertenecientes a este género han sido descritos como patégenos de
plantas como el maiz, trigo, platano, jitomate y mango, entre otros, ademas de ser productores
de metabolitos secundarios con gran diversidad quimica estructural y actividades biologicas,
por lo que han sido ampliamente estudiados a lo largo de los afios dado su impacto econémico
y en temas de salud. Algunos ejemplos de estos productos bioactivos son la fusanolona B, que
tiene actividad contra Vibrio parahaemolyticus; la sonaninaftoquinona, un agente citotéxico
contra diversas lineas celulares; la fusariumina B y el fusopoltido A, descritos con actividad
antiinflamatoria; la esclerotiamida B que posee actividad insecticida; y la beauvericina Ky el
fusaristerol A, que actuan contra Candida albicans (Figura 13) (Toghueo, 2020, Wei y Wu,
2020).
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Figura 13. Ejemplos de metabolitos producidos por Fusarium spp.

Una vez preparados los extractos organicos de los cultivos en mediana escala de ambos
organismos (Cuadro 9), de acuerdo con la metodologia descrita en el inciso 4.4, se realizo el

fraccionamiento primario obteniendo los resultados mostrados en la Figura 14 y el Cuadro 10.

Cuadro 9. Rendimiento de los extractos organicos en mediana escala.
Organismo Cantidad
(mg extracto/100g de arroz)
Fusarium sp.(Centla04) 384.1
Fusarium sp. (Centla05) 514.6
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Figura 14. Fraccionamiento por cromatografia en columna tipo flash de los extractos de los hongos

Fusarium spp. Centla04 (A) y Centla05 (B). Las lineas verdes y amarillas corresponden a los

detectores ELSD y PDA, respectivamente, y la linea azul al gradiente de elucion empleado (Hex-
CHCI3-AcOEt-MeOH).

Cuadro 10. Resultados del fraccionamiento primario de los extractos en mediana escala
de Fusarium spp. (Centla04 y Centla05).
Centla04 Centla05
Fraccion Peso (mg) Fraccion Peso (mg)
1(1-8) 1.2 1(1-4) 1.1
2 (9-11) 1.7 2 (5-8) 1.0
3 (12-17) 4.7 3(9-12) 0.9
4 (18-31) 117.6 4 (13-17) 13.3
5 (32-42) 31.1 5(18-21) 36.8
6 (43-53) 26.3 6 (22-23) 64.2
7 (54-57) 8.2 7 (24-35) 102.1
8 (58-69) 21.7 8 (36-49) 40.7
9 (70-79) 17.3 9 (50-74) 77.0
10 (80-84) 30.6 10 (75-81) 17.5
11 (85-92) 52.6 11 (82-86) 33.5
12 (93-97) 3.9 12 (87-103) 70.4
Cantidad recuperada 316.9 (87.1%) Cantidad recuperada 458.5 (93.2%)
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5.4.2 Evaluacion biolégica de extractos en mediana escala y fracciones primarias

Una vez realizado el fraccionamiento primario de los extractos en escala 5x, se llevo a

cabo la evaluacion del potencial anti-ESKAPE de los extractos y sus fracciones primarias

empleando el mismo ensayo descrito previamente. Como criterio de inclusién en los ensayos

se consideré un peso minimo de 3.0 mg para las fracciones. Los resultados cualitativos y

cuantitativos de esta evaluacion se presentan en el Cuadro 11.

Cuadro 11. Extractos y fracciones activas contra bacterias ESKAPE.*

Organismo

Extracto o
fraccion

% inhibicion

Centla04

Extracto

F3

F4

F5

F6

F7

F8

F9

F10

F11

F12

Centla05

Extracto

F4

F5

F6

F7

F8

F9

F10

F11

F12

Control positivo
CMI (ug/mL)

*No se observé actividad de ningun extracto o fraccion sobre P. aeruginosa (ATCC 27853), K.
aerogenes (ATCC 13048), K. pneumoniae (ATCC 700603) o E. cloacae (ATCC 700323).

Criterios de inhibicion

Inhibicién >90%

Inhibicion total a 200 ug/mL de extracto

Inhibicidn total a 200 pg/mL y 20 pg/mL de extracto Inhibicién parcial a 200 ug/mL de extracto

Sin actividad
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5.4.3 Separacion y purificacion de los componentes mayoritarios

El analisis por HPLC de los extractos de los hongos Centla04 y Centla05, reveld una gran
similitud entre ellos (Figura 15), por lo que se decidid continuar con el aislamiento de los
metabolitos a partir de la especie Centla05.

2000.0-

@ 1000.0-

2 ]
O'O;““\‘“‘\““\““\““\““\‘
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00

Minutes
2000.0] B
@ 1000.0-
= ]
L s O S R S U
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00
Minutes

Figura 15. Comparacion de perfiles cromatograficos por ELSD de los extractos de Fusarium sp.
(Centla04 (A) y Centla05 (B)). Gradiente de elucion: isocratico 5 min 15% de MeCN, gradiete 15 a
100% de MeCN en 15 min, 5 min 100% MeCN (en acido férmico acuoso 0.1%) e isocratico 7 min

15% MeCN; tiempo de corrida, 32 min; flujo, 1 mL/min; columna Kinetex.

Con base en los resultados de la evaluacion del potencial antimicrobiano de las fracciones
primarias, se seleccionaron aquellas que presentaron mayor actividad para su analisis por
HPLC a nivel analitico y la separaciéon de los metabolitos mediante HPLC a nivel preparativo.
A partir de dicho analisis se seleccionoé a la fraccion Fr para el aislamiento de los compuestos
1 (9.0 mg, tr=8.8 min) y 2 (12.4 mg, tr= 9.7 min) (Figura 16).
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Figura 16. Separacién por HPLC a nivel preparativo de la fraccion Centla05-F7 (PDA 254 nm).
Gradiente de elucion: 30% acido férmico acuoso (0.1%) y 70% MeCN a 100% MeCN en 10 min, flujo

de 21.24 mL/min; columna Kinetex.

5.4.4 Caracterizacion de los compuestos 1y 2

La formula molecular de tanto de 1, como de 2, se establecié como C22H31NO4 con base
en los iones en m/z 374.2325 [M+H]" y 372.2180 [M—H]~ (calculado para C22H32NO4, A=-0.2
ppm, IDH=8) obtenidos por HRESIMS (Figura 17).
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Figura 17. Espectros en ESI+ (izquierda) y ESI- (derecha) de los compuestos 1 (A), 2 (B) y en el UV
de 1 (C)yde 2 (D).
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El analisis detallado de los espectros de RMN de 'H y 3C (Figuras 18 y 19 y Cuadro 12)

permitié identificar los siguientes grupos de sefales:

- En 61 3.63 (dd, J= 4.5, 4.5), 5.19 (s), 5.26 (m) y 5.40 (s), se observaron sefiales atribuibles
a protones vinilicos H-5, H-14, H-13 y H-4, respectivamente.

- En 641 0.89 (m), 1.05 (m), 1.11 (dddd, (J=12.1, 12.1, 12.1, 3.2), 1.80 (m), 1.97 (m), 3.88 (m)
y 4.02 (d, J=11.5) senales de cuatro grupos metileno (H-7, H-9, H-10 y H-6’).

- En 64 3.05 una sefial simple de un N-CHs en la posiciéon 7°.

- En &11.50 (m), 1.68 (m), 1.82 (m), 3.33 (brs), 3.63 (dd, J=4.5, 4.5), y un grupo de sefiales
atribuibles a los metinos H-8, H-11, H-6, H-3, H-5'.

- Tres sefales de grupos metilo H-16, H-12 y H-15 con desplazamientos en 64 0.92 (d, J=
6.5), 1.45 (s) y 1.54 (d, J= 5.8) respectivamente.

- En 6c199.3 (C-1), 190.7 (C-4") y 177.3 (C-2’) tres sefales correspondientes a tres carbonos
base oxigeno.

- Cuatro senales en o 131.1 (C-14), 130.1 (C-4), 127.2 (C-13), 126.7 (C-5) atribuibles a
cuatro carbonos de tipo vinilico.

- Una senal atribuible a un carbono vinilico en posicion alfa a un carbonilo (C-3’) en 6c 100.1.

- Un conjunto de sefales de metinos en &c 66.8 (C-5°), 48.9 (C-2), 45.1 (C-3), 40.1 (C-11) y
38.8 (C-6).

- En 6c60.6 (C-6°), 42.4 (C-7), 35.8 (C-9) y 28.4 (C-10) cuatro sefales de cuatro grupos
metileno

- En 6c27.5 (C-7), 22.6 (C-16), 18.1 (C-15) y 14.1 (C-12) se observaron sefiales de cuatro

grupos metilo dentro de la molécula.
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Figura 18. Espectro de RMN 'H de la equisetina (1) (600 MHz, CDCls).
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Figura 19. Espectro de RMN '3C de la equisetina (1) (150 MHZ, CDCl5).

Cuadro 12. Datos espectroscépicos de RMN ('H, 600 MHz, 3C, 150 MHz) de la equisetina (1) y epi-equisetina

(2)
12 Equisetina® 22 Epi-equisetina®
Posicion 54, mult. 54, mult. &4, mult.
& o, mult. (J en Hz) o (J en Hz) o (J en Hz) (J en Hz)
1 199.3 199.3 199.1
2 48.9 49.0 48.8
3 451 3.33, sa 45.2 3.32, sa 45.0 3.35
4 130.1 540, s 130.2 5.36, m 130.0 5.40, sa 5.44-5.40, m
5 126.7 | 3.63,dd (4.5,4.5) | 126.8 | 3.61,dd (4.0,4.0) | 126.7 3.66, s
6 38.8 1.82, m 38.8 1.82, m 38.6 1.81, m 2.00-1.75, m
0.89, m 0.88, m 0.89, s 0.93-0.85, m
4 42.4 1.80, m 42.4 1.79, m 42.4 1.81, m 2.00-1.75, m
8 33.6 1.50, m 33.7 1.48, m 33.6
1.11, dddd (12.1, 1.09, dddd (12.5, 1.07, m 2.00-1.75, m
9 398 | o1 121,32) | 2| 12512535 | %8 | 481m 1.17-1.05. m
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1.97, m 1.96, m

1.05, m 1.04, m 107, m 2.00-1.75. m
10 284 197, m 28.5 1.96, sa 284 | 481m 117-1.05 m
11 401 168, m 401 1.66, m 200 | 181, m 2.00-1.75, m
12 141 145, s 142 143, sa 142 | 147.s 152, s
13 [ 1272 5.26, m 127.3 5.23, m 1274 | 525 m 525, m
14 1311 5.19, m 1311 5.18, m 1310 | 517, m 517, m
15 18.1 154, d (5.8) 182 | 152, da(46) | 180 |153,d(80)| 152 d(7.0)
16 | 226 | 092,d(65) | 227 | 090,d(63) | 226 | 092 d(65)| 095, d(6.0)
> 1773 1774 1771
3 | 100.1 100.2 100.4
& 1907 190.7 190.9
5 66.8 | 3.63,dd (45,45) | 669 | 3.61,dd(4.0,40)| 663 | 366,s

, 3.88, m 3.85, da (8.0) 405,d(89)| 386 d(9.6)

6 606 | 402d¢115 | %7 | 401.da¢t08) | % |383.d(88)| 385 d(96)
7 275 3.05, s 275 3.03, s 276 | 3045 3.02,s

aCDCIls y 8 en ppm; ?Kato et al. (2015); °Chen et al. (2021).

El analisis de los espectros antes descritos, asi como la revisidon en la literatura, permitieron

identificar al compuesto 1 como la equisetina (Figura 20) (Kato et al, 2015). Este producto

natural, fue por primera vez descrito en 1979 como un metabolito producido por la especie F.

equiseti, el cual ha mostrado actividad antimicrobiana contra Bacillus subtilis, Mycobacterium

phlei, S. aureus, MRSA, enterococcos resistentes a vancomicina y Neisseria perflava asi como

actividad inhibitoria del quérum sensing de P. aeruginosa (Vesonder et al., 1979; Ratnaweera

et al., 2015; Zhang et al., 2018; Chen et al., 2021), ademas de antiparasitaria contra

Trypanosomabrucei (Patham et al, 200). Adicionalmente, este compuesto derivado del acido

tetramico fue descrito como un inhibidor de la enzima VIH-integrasa (Singh et al., 1998).

Figura 20. Estructura quimica de la equisetina (1).

Por otro lado, el analisis de RMN de 'H del compuesto 2 (Figuras 21 y 22 y Cuadro 12),

mostré similitud con los grupos de sefiales previamente descritos para 1, difiriendo

principalmente en el desplazamiento o1 4.05 (d, J=8.9) y 3.83, (d, J= 8.8) correspondiente a
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la sefal del metileno HE’. La comparacién de estos desplazamientos, con lo descrito en la

literatura permitié confirmar la identidad de 2 como la epi-equisetina (Figura 23) (Chen et al.,

2021). Este compuesto al igual que su epimero 1, ha sido descrito con actividad inhibitoria

contra la VIH-integrasa y como un agente fitotdxico contra diversas especies vegetales

(Wheeler et al., 1999).
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Figura 21. Espectro de RMN 'H de la epi-equisetina (2) (600 MHz, CDCls).
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Figura 22. Espectro de RMN '3C de la epi-equisetina (2) (150 MHz, CDCl5).
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Figura 23. Estructura quimica de la epi-equisetina (2).

5.4.5 Estudios de metabolémica no dirigida

El analisis de la red molecular del extracto del hongo Fusarium sp. (Centla04) revelo
que el principal grupo quimico presente en este extracto corresponde a moléculas de
naturaleza lipidica, seguido de acidos grasos y en menor proporcion compuestos nitrogenados,
derivados de esteroide y compuestos de tipo macrdlida (Figura 24). Esta red se conformé por
332 nodos agrupados en 37 clusteres, dentro de los cuales se logré confirmar la presencia de
los compuestos 1 y 2, este ultimo anotado de manera manual, ademas de evidenciar otros
ocho compuestos (Cuadro 13) dentro de los cuales se identifico el 4-acetilpirenoforol, descrito
como agente antimicrobiano, antifungico y antialgico (Zhang et al., 2008); el peréxido de
ergosterol, un metabolito ampliamente distribuido entre organismos fungicos que ha mostrado
actividad biolégica como agente antiviral, citotdxico, antiparasitario y antituberculoso (Kahlos
et al., 1989; Nam et al., 2001; Ramos-Ligonio et al., 2012), el verrucarol, un agente con
actividad antifungica (Schappert et al., 1986) y la monacolina L, que se ha descrito como

inhibidor de la sintesis de colesterol (Endo et al., 1985).

Cuadro 13. Anotacién quimica de metabolitos de Fusarium spp. (Centla04 y Centla05).
lon Formula Masa Masa
Compuesto Extracto observado | Aducto calculada
d molecular exacta®
(m/z) (ppm)
4-Acetilpirenoforol® Centla04 355.1770 [M+H]* C18H2607 355.1784 -3.9
Peroxido de Centla04 y Centla05 | 429.3370 | [M+H]* | CasHwuOs | 429.3360 23
ergosterol®
Citreoantrasteroide B° Centla04 393.3150 [M+H]* C28H100 393.3154 -1.0
Fusarisetina A2 Centla04 y Centla05 388.2120 [M—H]~ C22H31NOs 388.2131 -2.8
Chokol H® Centla04 y Centla05 | 239.2010 [M+H]* C15H2602 239.1999 4.5
Verrucarol® Centla04 267.1590 [M+H]* C15H2204 267.1591 -0.3
Acido frans- Centla04 289.1800 | [M+H]" | CisH2Os | 289.1799 0.3
anhidrotrispoérico C°
Equisetina®° Centla04 y Centla05 374.2330 [M+H]* C22H31NO4 374.2326 1.0
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Epi-equisetina®® Centla04 y Centla05 374.2330 [M+H]* C22H31NO4 374.2326 0.5
Monacolina L® Centla04 y Centla05 305.2110 [M+H]* C19H2803 305.2107 0.9
Pallidorosetina A° Centla05 390.2280 [M+H]* C22H31NOs 390.2133 -3.4
Pallidorosetina B° Centla05 406.2220 [M+H]* C22H31NOe 406.2237 -0.5
Microsferona B° Centla05 434.1820 [M+H]* C22H27NOs 434.1822 -4.3
Icosadlido a1°¢ Centla05 713.4650 [M+H]" | CssHeaN4O10 | 713.4657 -0.9

aCompuesto aislado, PAnotacion manual,® Anotacion por GNPS, Valor en GNPS, ¢Valor en analisis UPLC-

HRESIMS-MS/MS.
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Figura 24. Red molecular de Fusarium sp. (Centla04) con la herramienta MolNetEnhancer. Los

nodos que presentan el contorno coloreado corresponden a las moléculas anotadas manualmente.
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Por otro lado, la red molecular de Fusarium sp. (Centla05) evidencié la presencia de los
mismos grupos quimicos observados en la red del hongo CentlaO4 (Figura 25). Los
metabolitos anotados en esta red coinciden con los identificados en Centla04, con la adicién
del icosalido A, con actividad antimicrobiana contra Streptococcus pyogenes, S. pneumoniae

y E. faecalis (Boros et al., 2006); las pallidorosetinas A y B; y la microsferona B (Cuadro 13).
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Figura 25. Red molecular de Fusarium sp. (Centla05) con la herramienta MolNetEnhancer. Los
nodos que presentan el contorno coloreado corresponden a las moléculas que fueron anotadas

manualmente.
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5.5 Estudio quimico de Daldinia eschscholtzii (Centla07)

5.5.1 Cultivo en mediana escala y fraccionamiento primario

El organismo Centla07 (Figura 26) fue identificado de manera preliminar como la
especie Daldinia eschscholtzii. De acuerdo con la literatura, las 48 especies especies
identificadas de este género se encuentran distribuidas principalmente en regiones tropicales.
De éstas, 15 se han reportado en nuestro pais (Stadler et al., 2014; Barbosa-Reséndiz et al.,
2020). La mayoria de las especies son enddfitas o patdogenas latentes en plantas lefiosas y se
han descrito como productoras de compuestos con diversidad estructural y actividades
bioldgicas variadas (Stadler et al., 2014; Wutthiwong et al., 2021) (Figura 27). Por ejemplo, se
han aislado compuestos como la 8-O-metilnodulisporina y la nodulisporina H, ambos con
actividad antimicrobiana contra organismos Gram(+) (Liao et al., 2019); la epoxicitocalsina Q
con actividad antimalarica (Isaka et al., 2000); el concentricolido descrito como agente anti-
VIH (Qin et al., 2006); la childinasterona A, compuesto citotéxico (Zhao et al., 2017); la
daldiquinona que presenta actividad antiangiogénesis (Kamauchi et al., 2018); el dalesconol
A, un inmunosupresor (Wen et al., 2009) y el 5-hidroxi-8-metoxi-2-metil-4H-cromen-4-ona y el
5-metoxi-2-metilcroman-4-ol, ambos agentes fitotdxicos aislados de D. eschscholtzii (Flores-
Reséndiz et al., 2021). Sin embargo, la mayoria de los metabolitos conocidos del género
Daldinia, se han aislado a partir de D. concentrica, por lo que se decidié continuar con el

estudio quimico de la especie D. eschscholtzii (Centla07).

Centla07

Figura 26. Cultivo en medio APD de D. eschscholtzii (Centla07).
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Figura 27. Metabolitos producidos por Daldinia spp.

Una vez obtenido el extracto organico en mediana escala (835.9 mg) se realizd su

fraccionamiento primario obteniendo los resultados mostrados en la Figura 28 y el Cuadro 14.
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Figura 28. Fraccionamiento por cromatografia en columna tipo flash del extracto del hongo D.
eschscholtzii (Centla07) Las lineas verdes y amarillas corresponden a los detectores ELSD y PDA

respectivamente y la linea azul al gradiente de elucién empleado (Hex-CHCI3-AcOEt-MeOH).



Cuadro 14. Resultados del fraccionamiento primario del extracto en
mediana escala de D. eschscholtzii (Centla07).

Fraccion Peso (mg) Fraccion Peso (mg)

1(1-7) 0.8 7 (55-72) 89.8

2 (8-12) 3.3 8 (73-78) 27.0

3 (13-14) 13.7 9 (79-83) 46.7

4 (15-19) 194.9 10 (84-89) 99.8

5 (20-27) 141.8 11 (90-99) 12.9

6 (28-54) 108.4 Cantidad | 649 4 (79.1 %)

recuperada

5.5.2 Evaluacion bioldgica del extracto en mediana escala y fracciones primarias

Una vez obtenidas las fracciones primarias, se seleccionaron aquellas con peso mayor a

3.0 mg para ser evaluadas en el ensayo de actividad biologica. Los resultados cualitativos y

cuantitativos de esta evaluacion se presentan en el Cuadro 15. Cabe mencionar que en este

punto se hizo evidente un cambio importante en la actividad tanto del extracto en mediana

escala como sus fracciones primarias en comparacion con lo observado en la evaluacion del

extracto en pequefa escala. A pesar de esto se decidié continuar con el estudio quimico de

las dos fracciones mas activas (Centla07-Fs y Centla07-F7).

Cuadro 15. Extractos y fracciones activas de D. eschscholtzii contra bacterias ESKAPE.*

% inhibiciéon

Organismo Extracto o MRSA MSSA VSEF
fraccion
200 pg/mL | 20 ug/mL | 200 pg/mL | 20 pg/mL

Extracto 10.3 51.0
F2 32.9 20.9 50.1 32.3
F3 10.5 9.0 49 3.4
F4 63.9 35.0 58.4 37.7
F5 81.3 50.5 71.6 42.8
F6 87.1

Centla07 F7
F8 30.1 22.8 40.9 39.6
F9 63.0 38.9 54.2 33.2
F10 89.0 87.6100 86.0
F11 33.2 9.2 50.6 26.6
Control positivo
CMI (ug/mL) 2.5 400.0 3.7

*No se observo actividad de ningun extracto o fraccion sobre P. aeruginosa (ATCC 27853), K.
aerogenes (ATCC 13048), K. pneumoniae (ATCC 700603) o E. cloacae (ATCC 700323).

Criterios de inhibicion

Inhibicion >90%

Inhibicion total a 200 ug/mL de extracto

Inhibicion total a 200 ug/mL y 20 ug/mL de extracto

Inhibicién parcial a 200 yg/mL de extracto

Sin actividad
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5.5.3 Separacion y purificacion de compuestos mayoritarios

A partir del analisis de las fracciones primarias por HPLC a nivel analitico y del resultado
de la evaluacion bioldgica, se seleccioné a las fracciones Fs y F7 para la separacién de los
metabolitos presentes en ellas (Figura 29 y 30), obteniendo asi, a partir de la Fs dos productos
que fueron caracterizados también como equisetina (1) (5.2, tr= 7.1 min) y epi-equisetina (2)

(6.1mg, tr= 7.6 min), ademas del compuesto 3 (1.7mg, tr= 6.5 min).

0.20
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Figura 29. Separacién por HPLC a nivel preparativo de la fraccion Centla07-Fs (PDA 254 nm).
Gradiente de elucion: 30% acido férmico acuoso (0.1%) y 70% MeCN a 100% MeCN en 10 min, flujo

de 21.24 mL/min; columna Kinetex.
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Figura 30. Separacién por HPLC a nivel preparativo de la fraccion Centla07-F7 (PDA 200 nm).
Gradiente de elucion: 40% acido férmico acuoso (0.1%) y 60% MeCN a 100% MeCN en 10 min, flujo

de 21.24 mL/min; columna Gemini.

5.5.4 Caracterizacidon de 1y 2 aislados a partir de Centla07

El analisis por HRESIMS de los compuestos aislados a partir de la fraccion Centla07-Fe
(Figura 31) mostré iones en m/z 374.2345 [M+H]* y 372.2198 [M-H]- con patrones de
fragmentacion y espectros de UV similares a los observados para los compuestos 1 y 2,

mostrados previamente en la seccion 5.4.4 y obtenidos de los hongos Fusarium spp. (Centla04
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y Centla05). Para ambos compuestos se llevaron a cabo experimentos de RMN de 'H, cuyos
resultados se presentan en las figuras 32 y 33, donde se observaron las mismas senales en
desplazamiento similares descritos anteriormente para los compuestos 1y 2, confirmando asi

la identidad de ambas moléculas.
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Figura 31. Espectros en ESI+ (izquierda) y ESI- (derecha) de los compuestos 1 (A), 2 (B) y en el UV
de 1 (C) y de 2 (D) aislados de Centla07.
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Figura 32. Espectro de RMN 'H de 1 (400MHz, CDCls).
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Figura 33. Espectro de RMN 'H de 2 (400MHz, CDCls).
5.5.5 Caracterizacion del compuesto 3
La féormula molecular de 3 se establecié como C22H31NOs con base en los iones en m/z

390.2293 [M+H]* y 388.2153 [M-H] (calculado para C22H32NOs, A=4.2 ppm, IDH=8) obtenidos
por HRESIMS (Figura 34).
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Figura 34. Espectros en ESI+ (izquierda) y ESI- (derecha) (A) y en el UV (B) del compuesto 3.

En el espectro de RMN "H (Cuadro 16 y Figura 35) se observaron las siguientes sefiales:

- En &4 5.54 (d, J=9.8) y 5.73 (ddd, J=9.9, 4.8, 2.5) dos conjuntos de sefnales de hidrégenos
vinilicos en H-9 y H-8, respectivamente.

- Siete sefiales de metinos (H-15, H-12, H-10, H-7, H-6, H-3 y H-5), dos de ellos en posicion
alfa a heteroatomo, en 64 1.10 (m), 1.56 (m), 1.85 (m), 2.56 (dd, J=11.0, 4.7), 2.9 (dd, J=10.9,
5.7), 3.57 (dd, J=5.6, 2.7) y 4.39 (m), respectivamente.

- En 61 1.56 (m) una sefial de un metileno (H-14), ademas de un conjunto de dos metilenos
diasterotopicos (H-13 y H-18) en 4 1.73 (m), 1.03 (m), 3.93 (dd, J=11.8, 5.9), 3.97 (dd,
J=11.9, 2.3).

- En 64 0.90 (d, J=6.8), 0.99 (s) y 1.47 (d, J=6.5), tres sefales correspondientes a tres grupos
metilo en las posiciones 21, 22 y 20, respectivamente. Ademas de una sefial simple en 612.93

de un grupo N-CHs.

Cuadro 16. Datos espectroscopicos de RMN ('H, 600 MHz) de la fusarisetina A (3).
Posicién 32 Fusarisetina A?
ou, mult. (J en Hz) ou, mult. (J en Hz)
3 3.57,dd (5.6, 2.7) 3.57,dd (5.6, 2.5)
5 4.39, m 4.41-4.34, m
6 2.98,dd (10.9, 5.7) 2.96, dd (10.9, 5.7)
7 2.56,dd (11.0, 4.7) 2.58, dd (10.9, 4.8)
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8 5.73,ddd (9.9, 4.8, 2.4) 5.73, ddd (10.0, 4.8, 2.5)

9 5.54, d (9.8) 5.54,d (10.0)

10 1.85, m 1.89-1.79, m

11 0.88-0.81, m

12 1.56, m 1.51-1.39, m

13 1.73, m 1.77-1.69, m

1.03, m 1.05-0.95, m

14 1.56, m 1.59-1.52, m

15 1.10, m 1.15-1.05, m

18 3.97,dd (11.9, 2.8) 3.96, dd (12.0, 2.5)
3.93,dd (11.8, 5.9) 3.91, dd (12.0, 5.6)

19 293, s 293, s

20 1.47,d (6.5) 1.47,d (6.5)

21 0.90, d (6.8) 0.90, d (6.5)

22 0.99, s 0.98, s

aCDClzy Sen ppm.; bLiu, C. et al., (2016).
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Figura 35. Espectro de RMN 'H de la fusarisetina A (3) (600 MHz, CDCl3).

Estos desplazamientos observados y lo descrito en la literatura, permitieron caracterizar a 3

como la fusarisetina A (Figura 36) (Liu et al., 2016), misma que se describidé por primera vez

en 2011 como un metabolito producido por Fusarium sp. FN0O80326 y que presenta actividad

como un inhibidor de la morfogénesis acinar (Jang et al., 2011). Posteriormente, se aisl6 a

partir de F. equiseti D39 mostrando inhibicién de la migracion celular y actividad fitotoxica

contra Amaranthus retroflexus y Lactuca sativa (Zhao et al., 2019).
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Figura 36. Estructura quimica de la fusarisetina A (3).

Debido a que los compuestos 1-3 aislados a partir del extracto en mediana escala del hongo
Centla07 han sido previamente descritos como metabolitos del género Fusarium, ademas del
cambio evidente en la actividad antimicrobiana del extracto en mediana escala (inactivo en
pequefa escala y muy activo en mediana) y fracciones primarias, se propuso que el cultivo de
este organismo pudo haberse contaminado con alguno de los hongos Centla04 o Centla05.
Para corroborar esta hipotesis, se resembré nuevamente el organismo Centla07 en medio
APD, confirmandose una morfologia caracteristica del género Fusarium. De manera paralela,
se realiz6 la comparacion de los perfiles cromatograficos por UPLC-HRESIMS-MS/MS de los
cultivos en mediana escala de Centla04, Centla05 y Centla07, observando una similitud muy

evidente entre ellos (Figura 37).
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Figura 37. Comparacion de perfiles por UPLC- HRESIMS-MS/MS de los extractos de los hongos
Centla04 (A), Centla05 (B) y Centla07 (C) en mediana escala.
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Finalmente, la presencia de 3 en los extractos de Centla04 y Centla05 también se confirmd

mediante los analisis de HRESIMS-MS/MS (Figura 38) y de redes moleculares, como se
muestra en la seccion 5.4.5.
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Figura 38. Espectros en ESI+ (izquierda) y ESI- (derecha) de 3 en los extractos de Fusarium spp.

(Centla04) (A); Centla05 (B) y Centla07(C).
5.5.6 Fraccionamiento primario del extracto en pequena escala de Centla07
A pesar de lo descrito en la seccidn anterior, se decidié continuar con el estudio de la especie
D. eschscholtzii, pero a partir del extracto obtenido a partir del cultivo en pequefia escala (311.2

mg), mismo que fue fraccionado de acuerdo con la metodologia descrita en el inciso 4.7. Los

resultados de este fraccionamiento se muestranen la Figura 39 y el Cuadro 17.
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Figura 39. Fraccionamiento por cromatografia en columna tipo flash del extracto en pequefia escala
del hongo D. eschscholtzii (Centla07). Las lineas verdes y amarillas corresponden a los detectores

ELSD y PDA respectivamente y la linea azul al gradiente de elucion empleado (Hex-CHCIs-AcOEt-

MeOH).
Cuadro 17. Resultados del fraccionamiento primario del extracto en
pequena escala de D. eschscholtzii (Centla07).
Fracciéon Peso (mg) Fracciéon Peso (mg)
1 (1-20) 43.9 10 (62-67) 38.9
2(21-22) 11.8 11 (68-75) 16.3
3(23-24) 275 12 (76-81) 10.7
4 (25-27) 24 13 (82-91) 6.7
5 (28-37) 4.2 14 (92-95) 8.1
6 (38-45) 1.3 15 (96-101) 34.6
7 (46-48) 0.3 16 (102-110) 13.0
8 (49-55) 0.7 17 (111-147) 14.6
Cantidad 241.9
9 (56-61) 6.9 recuperada (83.4%)

5.5.7 Separacion y purificacion de compuestos mayoritarios
Tras el analisis por UPLC-MS de las fracciones obtenidas, se seleccion6 a la fraccién F1 para

la separacion de los compuestos mediante HPLC a nivel preparativo, proceso que permitié la

purificacion de 4 (4.0 mg, tr= 7.6 min) y 5 (3.2 mg, tr=8.3 min) (Figura 40).
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Figura 40. Separacion por HPLC a nivel preparativo de la fraccion Centla07-F4 (PDA 254 nm).
Gradiente de elucion: 40% acido férmico acuoso (0.1%) y 60% MeCN a 100% MeCN en 15 min, flujo

de 21.24 mL/min, columna Gemini.

5.5.8 Caracterizacion de los compuestos 4y 5

La féormula molecular de 4 se establecié como C12H1202 con base en el ion con m/ z
189.0553 [M+H]* (calculado para Ci2H1302, A=0.8 ppm, IDH=7) obtenido por HRESIMS
(Figura 41). El analisis de los espectros de RMN 'H y 3C mostro:

01004-073-1#892 RT: 4.63 AV: 1 NL: 2.12E7 01004-073-1 #5432 RT: 4.53 AV: 1 NL: 2.87E6 microAU
AT: FTMS + p ESI Full ms [150.0000-2000.0000]
189.0553 234.42 297.76
10 —— 100 315.69
8 g 330.03
§° 203.0044 g%
S 243.0632 S 60
Qo Qo
< <
. g 40
§ 2 2 1 ﬁ 20
ol L “H .\‘\39037 343.2960 4311110 463.1371 5201587 405.33 423.25
O e L B s s s e e s By By e L e e e LA s s s s B e By B B s B B By e |
150 200 250 300 350 400 450 500 200 250 300 350 400 450 500
m/z wavelength (nm)

Figura 41. Espectro en ESI+ (A) y en el UV (B) del compuesto 4.

El andlisis de los espectros de RMN 'H y '3C (Cuadro 18 y Figuras 42 y 42) mostro:

- En 64 6.85 (dd, J=7.2, 1.6), 7.36 (dd, J=8.2, 7.1) y 7.40 (dd, J=8.1, 1.6) grupos de senales
dobles de tres hidrogenos aromaticos (H-2/7, H-3/6 y H-4/5).

- Una senal simple en o4 3.98 de un O-CHs en la posicion 1/8.

- En & 157.1 (C-1/8) una sefal de un carbono unido a un heteroatomo.

- Un conjunto de senales entre oc 137.4-106.1 correspondientes a carbonos aromaticos (C-
2/7, C-3/6, C-4/5, C-4a y C-8a).

- En 6c 56.6 una sefal de un O-CH3z en la molécula.
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Cuadro 18. Datos espectroscédpicos de RMN ('H, 500 MHz; 3C , 125 MHz) del 1,8 dimetoxinaftaleno (4).

42 1,8-Dimetoxinaftaleno®

Posicion & &4, mult. (J en Hz) | COSY ('H-'H) HMBC ('3C-"H) oc &4, mult. (J en Hz)

1/8 157.2 1/8-OMe, 217, 316, | 157 4

4/5

217 106.3 6.85, dd (7.2, 1.6) 1/8-OMe 1/8-OMe, 3/6, 4/5 106.1 6.84, dd (7.3, 1.5)

3/6 126.5 7.36,dd (8.2, 7.1) 217 126.3 7.41-7.32, m

4/5 121.0 7.40,dd (8.1, 1.6) 3/6, 217 2/7, 3/6 120.8

4a 137.5 3/6, 4/5 137.4

8a 117.7 27 117.5
1/8-OMe 56.6 3.98, s 56.4 4.03,s
aCDClz y Sen ppm; °Yang, Y. et al. (2008)

3/6 2/7
45 \O O/ 1/8-OMe
M 1
§‘ 5‘ —F 8a 7
mzrg;m 6.88 6.87{15.85'):'.85 6.84 €
3
3/6
217 R
4/5 J}L J
.

1/8

157.1

126.4

L1374

T

N
g
J

106.1

(ppm)

1/8-OMe
<
R

Figura 42. Espectro de RMN 'H del 1,8-dimetoxinaftaleno (4) (500 MHz, CDCls).
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Figura 43. Espectro de RMN '3C del 1,8-dimetoxinaftaleno (4) (125 MHz, CDCls).

Dado que el niumero de Hs y Cs observados en los espectros de RMN de 'H y 3C

corresponden unicamente a la mitad de los planteados en la formula molecular, se propuso la
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posibilidad de que el compuesto 4 tuviera una estructura simétrica. Las evidencias descritas
anteriormente y las correlaciones observadas en experimentos de HSQC, COSY y HMBC
(Figuras 44, 45 y 46), asi como lo descrito en la literatura, permitieron caracterizar a 4 como
el 1,8-dimetoxinaftaleno (Figura 47) (Yang et al., 2008).

b

CZ/7-HZ/7 L100

Cass-Hass . L120
0

8 7 6 5 4 3 2 1
ppm

Figura 44. Espectro HSQC del 1,8-dimetoxinaftaleno (4) (500MHz, CDCls).

I J

|

Hy/7- Hi/some

1 (ppm)

T T T T T T T T
8 7 6 5 4 3 2 1
ppm

Figura 45. Espectro COSY del 1,8-dimetoxinaftaleno (4) (500 MHz, CDCls).
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Figura 46. Espectro HMBC del 1,8-dimetoxinaftaleno (4) (500 MHz, CDCls).

Figura 47. Estructura quimica del 1,8-dimetoxinaftaleno (4).

Por otro lado, para el compuesto 5 se observaron sefiales similares a las descritas para el
compuesto 4 en el espectro de RMN 'H (Figura 48 y Cuadro 19), presentando como
diferencias una sefial observada en 6 7.31 (t, J/=8.0) que mostrd una integracion para 2H (H-

4y H-5) y en 649.31 una sefal simple correspondiente a un grupo hidroxilo.

El analisis por HRESIMS de 5 (Figura 49) permitié establecer la férmula molecular preliminar
C11H1002 con base en el ion en m/z 175.0788 [M+H]* (calculada para C11H1102, A=2.5 ppm,
IDH=7). Esta informacion, en conjunto con los desplazamientos descritos anteriormente y lo
descrito en la literatura permitieron caracterizar a este compuesto como el 1-hidroxi-8-

metoxinaftaleno (Figura 50) (Banerjee at al., 2010).
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Figura 48. Espectro de RMN "H del 1-hidroxi-8-metoxinaftaleno (5) (600 MHz, CDCls).

Cuadro 19. Datos de RMN 'H (600 MHz) del 1-hidroxi-8-metoxinaftaleno (5).
Posicion 52 1-hidroxi-8-metoxinaftaleno®
4, mult. (J en Hz) 4, mult. (J en Hz)
2 6.78,d (7.5) 6.77 (7.8, 0.5)
3 7.32,d (8.3) 7.42-7.21, m
4 7.31,1(8.0) 7.42-7.21, m
5 7.31,1(8.0) 7.42-7.21, m
6 7.36,1(7.8) 7.42-7.21, m
7 6.89, dd (7.4, 1.3) 6.87,dd (8.7, 1.4)
1-OH 9.33,s 9.31,s
8-OMe 4.06, s 4.03,s
aCDCls y sen ppm; ®Banerjee, A.K. et al. (2010).
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01004-073-1#5649 RT: 4.71 AV: 1 NL: 2.89E6 microAU
01004-073-1 #941 RT: 4.80 AV: 1 NL: 2.57E7
T: FTMS + p ESI Full ms [150.0000-2000.0000] 300.15
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Figura 49. Espectro en ESI+ (A) y en el UV (B) del compuesto 5.
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~0 OH

Figura 50. Estructura quimica del 1-hidroxi-8-metoxinaftaleno (5).

Ambos compuestos, 4 y 5, fueron por primera vez descritos en 1960 como metabolitos de la
especie D. concentrica (Allport y Bu’lock, 1960), y posteriormente fueron aislados a partir de
Sporothrix sp. y D. eschscholtzii, endofitos de los mangles Kandelia candel y Bruguiera
sexangula, respectivamente (Wen et al., 2008, Yang et al., 2017). Estos productos han
mostrado actividad como antimicrobianos contra S. aureus, Saccharomyces cerevisiae y
Nematospora coryli; nematicidas contra Caenorhabditis elegans y Meloidogyne incognita y
citotoxicos contra la linea celular L1210 de leucemia murina (Anke et al., 1995). Adicionalmente

4 ha mostrado efecto anti-hiperglicémico (Rauf et al., 2014).
5.5.9 Estudios de metabolémica no dirigida

La red molecular de D. eschscholtzii se formé por 252 nodos, agrupados en 7 clusteres de los
cuales, menos de la mitad fue clasificado quimicamente (Figura 51). El analisis
correspondiente evidencié la presencia de glicerofosfolipidos principalmente y en menor
medida se identificaron compuestos oxigenados, acilos grasos, lipidos prendlicos y derivados
de isoindol. En este caso, unicamente dos compuestos fueron anotados de manera automatica
por el GNPS, el 1-hidroxi-8-metoxinaftaleno, aislado y caracterizado durante este proyecto, y
un compuesto de tipo citocalasina previamente descrito como metabolito de Daldinia sp.
(Buchanan et al., 1995). Adicionalmente, se realizd la anotacion manual del 1,8-

dimetoxinaftaleno, descrito previamente (Cuadro 20).
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Cuadro 20. Anotacién quimica de metabolitos de D. eschscholtzii (Centla07).

lon observado Férmula Masa Masa calculada
Compuesto d Aducto
(m/z) molecular | exacta® (ppm)
12,18-dihidroxi-16,18-dimetil-
10-fenil[11]citocalasa-6,13,19- 450.2650 [M+H]* C1sH3sNOs | 450.2663 -2.9
trien-1,21-diona®

1,8-dimetoxinaftaleno®° 377.2120 [2M+H]* C12H1202 | 377.2119 0.3

1-hidroxi-8-metoxinaftaleno®® 349.1840 [2M+H]* C11H1002 | 349.1848 -2.3

aCompuesto aislado, YAnotacion manual, ‘Anotacion por GNPS, “Valor en GNPS, ¢Valor en analisis UPLC-

HRESIMS-MS/MS

,.,» QQQQQQQQQQQ

m“%“ g

QQQQ QQ QQQQQQQQQ

Q

12, 18 Dihidroxi-16,18-dimetil-10-
fenil[11]citocalasa-6,13,19-trien-1,21-diona

Clasificacion quimica

Acilos grasos (2.0%)
Compuestos OX|genados (9.5%)

:Gf’

idos prendlicos (0
erofosfol

Isoindoles y deriv
@ Sincoincidéncia (55 2 o)

Compuestos identificados

|dos 32 5‘)/0

Tamafno de nodo — No. de espectros

2l ()
Edge Score
0.7 il 1

1,8 dimetoxinaftaleno
C12H1ZC)2

OH C41H40,

1-hidroxi-8 metoxinaftaleno
~O0

Figura 51. Red molecular de D. eschscholtzii (Centla07) con la herramienta MolNetEnhancer. Los

nodos que presentan el contorno coloreado corresponden a las

moléculas anotadas manualmente.

59




5.6 Estudio quimico de Leptosphaerulina sp. (Centla11)

Durante la identificacion taxonomica preliminar, se identificé el organismo Centla11
(Figura 52) como una especie perteneciente al género Leptosphaerulina. De acuerdo con la
revision en la base de datos del Diccionario de Productos Naturales (DNP), unicamente han
sido descritos 16 metabolitos producidos por especies de este género, entre ellos, algunos con
actividad bioldgica como las diaporteinas A 'y B, con actividad contra M. tuberculosis (Dettrakul
etal., 2003) y el acido leptosnaftdico y la leptospiranonaftazarina A, ambos con actividad contra
S. aureus, K. penumoniae y B. subtilis (Cui et al., 2017). Dentro de los compuestos aislados a
partir de este género, también se encuentran algunos con nucleos estructurales unicos, tal es
el caso de la leptotiazinona B que posee un nucleo de tipo benzo[1,4]tiazin-2-ona que hasta el
2018 no habia sido descrito para PNs (Zhang et al., 2018) (Figura 53), por lo que se seleccion6

al organismo Centla11 para continuar con su estudio quimico.

Centla11

Figura 52. Cultivo en APD de Leptosphaerulina sp. (Centla11).

= OHon % OH"on

. ) Acido leptosnaftdico A
Diaporteina A Diaporteina B P

) ) Leptotiazinona B
Leptospiranonaftazarina A

Figura 53. Metabolitos producidos por Leptosphaerulina spp.
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5.6.1 Purificacion de metabolitos secundarios

El analisis por HPLC a nivel analitico del extracto obtenido en pequefa escala de
Leptosphaerulina sp. (Centla11), reveld la presencia de dos compuestos mayoritarios (Figura
54), los cuales fueron separados mediante HPLC a nivel preparativo, obteniéndose 2.0 mg de
6 (tr= 4.8 min) y 1.5 mg de 7 (tr= 8.4 min) (Figura 55).

80.00

60.00-]
3 40.001
— 4

20.00-

O_OO{WWM.»NV\M

— — - - — — 7 T T
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00
Minutes

Figura 54. Perfil cromatografico por ELSD del extracto en pequena escala de Leptosphaerulina sp.

(Centla11).
2.00
] 6
1.50
2 1.00] 7
0.50-]
o.oo{y—ﬁh-*ﬂ—J
000 200 400 600 800 1000  12/00 14000 16,00 18000 20000  22.00

Minutes
Figura 55. Separacion por HPLC a nivel preparativo (PDA 254 nm) del extracto de Leptosphaerulina
sp. Gradiente de elucion: 40% éacido férmico acuoso (0.1%) y 60% MeCN a 100% MeCN en 10 min,
flujo de 21.24 mL/min.

5.6.2 Caracterizacion del compuesto 6
La formula molecular de 6 se dedujo como C14H1403 con base en los iones en m/z

231.1022 [M+H]"y 229.0869 [M-H] (calculado para C14H1303, A=-0.5 ppm, IDH=8) obtenidos
en el analisis por HRESIMS (Figura 56).
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Figura 56. Espectros en ESI+ (izquierda) y ESI- (derecha) (A) y en el UV (B) del compuesto 6.

El conjunto de sefales observadas en los espectros de RMN 'H y '3C (Cuadro 21 y Figuras

57 y 58) se resume a continuacion:

Un grupo de sefales de hidrégenos aromaticos, dos en o1 6.30 (t, J/=2.0) correspondiente a

H-4/4’ y H-6/6’ y una sefial multiple en 51 6.42 atribuible a la posicién 2/2’.

En 64 2.27 una sefial simple de un grupo metilo.

En el espectro de carbono se observaron dos sefales en éc 158.2 (C-1/1") y 156.6 (C-3/3’)

que corresponden a carbonos aromaticos unidos a un heteroatomo.

posiciones 2/2’, 4/4’, 5/5’ y 6/6’.

En dc 21.4 una sefal de un grupo metilo.

Un conjunto de carbonos aromaticos entre o4 141.0 y 103.4 correspondientes a las

Cuadro 21. Datos de RMN 'H (500 MHz) y "°C (125 MHz) del diorcinol (6).
Posicid 6? Diorcinol®
esieion 5 v, mult. (Jen Hz) | HMBC (°C-H) | & | &, mult. (Jen Hz)
11 158.2 2,4,6 157.9
2/2° 103.6 6.30, t (2.0) 4,6 103.4 6.29, brs
3/3’ 156.6 2,4 156.3
a4/4 112.3 6.42, m 2,7 112.2 6.40, br s
5/5’ 1411 7 141.0
6/6’ 111.3 6.42, m 2,4,7 111.2 6.40, brs
77 21.6 2.27,s 4 214 2.24,brs
aCDClz y §en ppm; ®Sanchez, J. et al (2009),
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Figura 57. Espectro de RMN 'H del diorcinol (6) (500 MHz, CDCls).
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Figura 58. Espectro de RMN '3C del diorcinol (6) (125 MHz, CDCl3).

Estas sefiales observadas corresponden a la mitad de los atomos de H y C de la férmula
molecular propuesta, indicando la posibilidad de una estructura simétrica. Los
desplazamientos anteriormente descritos, asi como las correlaciones observadas en los
experimentos de HSQC y HMBC (Figuras 59 y 60) y lo descrito en la literatura, permitieron
caracterizar a 6 como el diorcinol (Figura 61) (Sanchez et al., 2009). Este compuesto ha sido
descrito en especies de Aspergillus, Cordyceps, Emericella, Hypocrea, Phoma 'y Penicillium 'y
tiene actividad contra Plasmodium falciparum, M. tuberculosis, S. epidermidis, S. aureus, B.
subtilis, Vibrio anguillarum, V. parahemolyticus y P. putida, contra el virus del herpes simple
tipo |, y como agente citotoxico contra lineas celulares de carcinoma de piel, cancer de mama,
pulmoén y contra células Vero. (Bunyapaiboonsri et al., 2007; Chen et al., 2013; Ebrahim et al.,
2016). Cabe mencionar, que no se encontraron reportes previos del aislamiento de ese

compuesto a partir de especies del género Leptosphaerulina.
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Figura 59 Espectro HSQC del diorcinol (6) (500 MHz, CDCIs).
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Figura 60. Espectro HMBC del diorcinol (6) (500 MHz, CDClIs).
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5.6.3 Caracterizacion del compuesto 7

La formula molecular de este producto se estableci6 como C17H180Os5 con base en los
iones en m/z 303.1233 [M+H]" y 301.1091 [M-H] (calculada para Ci7H190s, A=2.0 ppm,

IDH=9) observados en el analisis por HRESIMS (Figura 62).

01004-008-13 #1561 RT: 5.85 AV: 1 NL: 5.61E7 01004-008-13 #1569 RT: 5.88 AV: 1 NL: 1.41E7
T: FTMS + p ESI Full ms [130.0000-1900.0000] T: FTMS - p ESI Full ms [200.0000-2000.0000]
100 329.3168 100 339.2009
] 3
§ 80 § 80 321.2082
S 60 S 60 2014009
Qo Qo
2 2
g 40 2 40 |
§ 20 zaz. § 20 265 11327,.0020 ‘ sz
o 235.0968 268.2639 “ | “‘ 349.1780  391.2460 4572035 4823256 229.0873 | ‘ Ll | ‘\ ‘L | 401.0346 430.2460  483.2745
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
250 300 350 400 450 250 300 350 400 450

m/ m/.

01004-008-13 #6929 RT: 5.77 AV: 1 NL: 2.34E6 microAU

B 223.66

o
=]

®
=1

263.10

- Y
o o

301.35

Relative Absorbance

n
o

353.93 377.84 411.30 436.40 469.86
L s s s s s s s St Bt B S B By S B e |
200 250 300 350 400 450 500
wavelength (nm)

o

Figura 62. Espectros en ESI+ (izquierda) y ESI- (derecha) (A) y en el UV (B) del compuesto 7.

El analisis detallado de los espectros de RMN 'H y '3C (Figuras 63 y 64 y Cuadro 22) permitio

identificar las sefales que se describen a continuacion:

- En 64 11.40 una sefial de un grupo hidroxilo.

- Un conjunto de senales de hidrogenos de tipo aromatico en 616.36 (d, J=2.6), 6.38 (s, 2H),

6.48 (s) y 6.50 (s) correspondientes a los protones H-6, H-2, H-4, H-4’ y H-2’.
- Una senal cuadruple de un metino base oxigeno en 61 4.43 (q, J=7.1).
- En &41.40 (t, J=7.0), 2.30 (s) y 2.50 (s) tres senales de grupos metilo.

- En 6c171.7 se observo una sefal caracteristica de un grupo éster en la posicion 8.

- Cuatro sefiales de carbonos de tipo aromatico en o6c 165.2 (C-5), 162.3 (C-5’), 156.7 (C-1) y

156.1 (C-1).

- En & 143.8 (C-3), 141.4 (C-3’), 113.7 (C-4), 113.1 (C-2), 112.6 (C-2’), 107.3 (C-4), 105.1

(C-6) y 103.4 (C-6).



- En 6c61.6 una sefial atribuible a un carbono en posicion alfa a un heteroatomo (C-9).

- Tres senales en ¢c 24.6 (C-7), 21.6 (C-7’) y 14.4 (C-10) correspondientes a tres grupos

metilo.
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Figura 63. Espectro de RMN 'H de la funicina (7) (500 MHZ, CDCls).
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Figura 64. Espectro de RMN '3C de la funicina (7) (125 MHz, CDCI3).
Cuadro 22. Datos espectroscopicos de RMN ('H, 500 MHz; '3C, 125 MHz) de la funicina (7).
77 Funicina®
‘s o4, mult. (Jen .y 13 1
Posicion & Hz) COSY ('H-H) HMBC (°C-H) o 4, mult. (J en Hz)
1 162.3 2, 5-OH 162.4
2 113.1 6.38, sa 6,7 113.2 6.38, sa
3 143.8 7 143.9
4 107.3 2,6,7,5-0OH 107.2
5 165.2 5-OH 165.0
6 1051 6.36, d (2.6) 2, 5-OH 105.2 6.38, br
7 24.6 2.50,s 2 244 246, s
8 171.7 9, 5-OH 171.8
9 61.6 4.43,q (7.1) 10 10 61.6 4.36, q (7.0)
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10 14.4 1.44,t(71) 9 14.3 1.40, t (7.0)
1 156.7 6’ 157.0
2 112.6 6.50, s 4.6,7 112.8 6.42, s
3 141.4 2,7 141.3
4 113.7 6.48, s 2,6, 7 1134 6.42, s
5 156.1 6’ 156.0
6’ 103.4 6.38, sa 2,4 103.4 6.38, sa
7 21.6 2.30,s 2,4 215 2.24,s
5-OH 11.7,s 1140, s
aCDCIlz y §en ppm; ®Hamasaki, T. et al (1980).

El analisis de los datos espectroscépicos y espectrométricos antes descritos, aunado a las
correlaciones observadas en experimentos de RMN HSQC, COSY y HMBC (Figuras 65, 66 y

67) y lo descrito en la literatura, permitieron identificar al compuesto 7 como la funicina (Figura

68) (Hamasaki et al., 1980). Este compuesto ha sido aislado de especies del género

Aspergillus, por lo que este trabajo representa el primer aislamiento de este compuesto a partir

del género Leptosphaerulina. Con respecto a su actividad bioldgica, la funicina, conocida

también como etericina B, ha sido descrita como agente antimicrobiano contra B. subtilis, S.

aureus, E. coli, Shigella flexneriy P. aeruginosa (Konig et al., 1980; Wu et al., 2016).

Figura 65. Espectro COSY de la funicina (7) (500 MHz, CDCls).
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Figura 66. Espectro HSQC de la funicina (7) (500 MHz, CDClIs).

| l I LJ L

L-20

120

L40

c
Co—Hyo
L80

CZ—H7 100

|

1120

140

oH | Gty

0 L180
(0] L 200
H H b 1220

1240

NI

T T T T T T T T T T T T T T
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Figura 67. Espectro HMBC de la funicina (7) (500 MHz, CDCls).
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5.6.4 Estudios de metabolémica no dirigida

El analisis de la red molecular de Leptosphaerulina sp. (Centla11) mostré que de los
147 nodos que la conforman, unicamente 62 se agruparon en 17 clusteres que pertenecen a
los derivados de isocumarinas y glicerofosfolipidos (Figura 69). En esta red, se realiz6 la
anotacion manual de las moléculas 6 y 7 (Cuadro 23) debido a que no fueron identificadas
mediante GNPS, lo cual podria deberse a que la plataforma no contiene informacion suficiente
de los metabolitos producidos por este hongo o bien, que no se hayan incorporado a esta base

de datos.

Clasificacidén quimica
M’._‘ $ Isocumarlnasyderlvados(1 4%)
® Glicerofosfolipidos g715//))

Sin coincidencia (9

0 Compuestos identificados
’\. .\\. .\.\. ?. 2: : I Tamafio de nodo — No. de espectros
, e¥eYe¥eleteteYet ek
® e Score
PP PP % 07 el 1
PP PP 99%% o
PP PPPIDIBPIDD% o
pmaasianit @ 7
Q&Q&Qfﬁ Diorcinol @— Funicina 7
C14H140; C47H150s5

Figura 69. Red molecular de Leptosphaerulina sp. (Centla11) con la herramienta MolNetEnhancer.

Cuadro 23. Anotacion quimica de metabolitos de Leptosphaerulina sp. (Centla11).

lon observado Formula Masa
Compuesto q Aducto Masa exacta® calculada
(m/z) molecular
(ppm)
Diorcinol?® 229.0870 [M-H] C14H1403 229.0869 0.4
Funicina®® 325.1850 [M+Na]* C17H180s 325.1846 3.3

aCompuesto aislado, YAnotacion manual, ‘Anotacion por GNPS, %Valor en GNPS, ¢Valor en analisis UPLC-
HRESIMS-MS/MS
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6. CONCLUSIONES

1. Se realizo el acondicionamiento de 45 organismos fungicos enddfitos de las especies
R. mangle, A. germinans y Tabernaemontana sp. obtenidas en la RBPC, mismos que fueron
identificados taxondmicamente de manera preliminar mediante el analisis de la region ITS. La
diversidad fungica de esta coleccion incluyd diversas especies de Fusarium, ademas de
especies de Colletotrichum, Hortaea, Daldinia, Leptosphaerulina, Lophiostoma, Pestalotiopsis,
Celoporthe, Curvularia, Penicillium, Paraphoma y de la familia Didymellaceae.

2. La evaluacién del portencial anti-ESKAPE de los extractos organicos fungicos, su
identificacion taxondmica preliminar, los rendimientos y la complejidad de los perfiles
cromatograficos, permitid la seleccionar cuatro organismos para continuar con su estudio
quimico.

3. El estudio de las especies Fusarium spp. (Centla04 y Centla05) permitié el aislamiento
de la equisetina (1) y la epi-equisetina (2) a partir de las fracciones activas. Adicionalmente fue
posible identificar la presencia de la fusarisetina (3) en los extractos de estos organismos.

4. A partir de D. eschscholtzii (CentlaO7) se obtuvieron los compuestos 1,8-
dimetoxinaftaleno (4) y 1-hidroxi-8-metoxinaftaleno(5).

5. El estudio quimico de Leptosphaerulina sp. (Centla11) permitid el aislamiento de
diorcinol (6) y funicina (7), los cuales no han sido previamente descritos como metabolitos de
especies de este género.

6. Los estudios de metabolémica no dirigida de los organismos permitieron identificar la
presencia de algunas entidades quimicas que no fueron aisladas en el laboratorio.
Adicionalmente se realiz6 la anotacion manual de algunos compuestos caracterizados durante
este proyecto, y que es una contribucion nimportante a la base de datos del GNPS.

7. Finalmente, los resultados de este proyecto contribuyen al conocimiento de la diversidad
fungica y quimica de la RBPC, Tabasco, representando el primer estudio de esta naturaleza
en la zona. Por otra parte, se demuestra que los organismos endofitos de manglares de nuestro

pais representan candidatos potenciales para la obtencidon de metabolitos bioactivos.
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PERSPECTIVAS

. Continuar con el estudio quimico de las especies D. eschscholtzii (Centla07) y
Leptosphaerulina sp. (Centla11) por haber demostrado ser organismos productores de
compuestos biactivos y de los cuales existen pocos estudios de bioprospeccion.

. Identificar a nivel de especie al hongo Leptosphaerulina sp. (Centla11).

. Cultivar en mediana escala aquellos organismos que hayan sido identificados como géneros

0 especies con pocos reportes previos para realizar su estudio quimico.

. Contruir las redes moleculares de los organismos de esta coleccion con la finalidad de

conocer la diversidad quimica de la RBPC.

. Establecer el posible mecanismo de accion de los compuestos caracterizados durante este

estudio en su actividad como agentes antimicrobianos.
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Lkl — Anti-ESKAPE Potential of Endophytic
Fungi from Mangroves in Tabasco, Mexico

Alejanidra Arista-Romero®, Maria del Carmen Gonzalez®, and
Mario Figueroa®. ‘Facultad de Quimica and *Instituto de
Biologia, Universidad Nacional Auténoma de México, CDMX,

04510, Mexico.

Mangroves are salt-tolerant forest ecosystems with a
unique microbial diversity. The Pantanos de Centla
Biosphere Reserve (PCBR) in Tabasco, Mexico, is an
unexplored niche of unique fungal species with
bioprospecting potential in medidne and agriculture. In
this work, the organic extracts (CHCI3-MeOH) from solid
axenic cultures (moist rice) of 45 endophytic fungi
isolated from mangroves of the PCBR were tested against
a set of ESKAPE bacteria. From these, the strains with
internal codes PC4 and PC5 showed significant activity at
20 and 200 ug/ml against Staphylococcus aureus ATCC
6538, 5. aureus ATCC 25923, 5. aureus ATCC 43300
(methicillin resistant), and Enferococcus faecalis ATCC
29212, Scaled-up (10e) cultures of the active strains were
submitted for bioactive compounds isolation.

Anti-ESKAPE Potential of Endophytic Fungi from Mangroves in Tabasco, Mexico

Alejandra Arista-Romero?, Maria del Carmen Gonzdlez?, and Mario Figueroa®. {Facultad de Quimica and *Instituto de Biologia, Universidad Nacional Autdnoma de México,

CDMX, 04510, Mexico.

As part of our continuing search for novel antimicrobial compounds, the CHCl;-MeOH
extracts from the axenic solid (moisture rice) cultures of 45 endophytic fungi isolated from
Rhizophora mangle collected in the Pantanos de Centla Biosphere Reserve (PCBR) in
Tabasco, Mexico (Figure 1), were tested against a set of ESKAPE bacteria (Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus, Kleb. o ,
i aerogenes and Enterobacter cloacoe).*
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Figure 1. Geographical location of sampling site in the PCBR.

Extracts from strains with internal codes PC4 and PCS (Figure 2) showed significant anti-
ESKAPE activity, in particular against 5. aureus, MRSA, and E. faecalis (Table 1). The fungal
identification of both strains was assessed by nuclear ribosomal internal transcribed spacer
(ITS) barcoding.? BLAST analysis revealed that strains PC4 and PCS belongs to the Fusarium
genera. Chemical study on the scaled-up (10x) cultures of the active strains for active
compounds isolation is ongoing.

References. !Chavez-Jacobo V.M, 2020, TIP Rev. Esp. Cienc. Quim. Biol., 23, 1-11. *Liicking R,
etal.,, 2020, IMA Fungus, 11(14), 1-32.
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Figure 2. (A) Rhizophora mangle and (B} fungal cultures of active Fusarium strains in PDA.

Table 1. Anti-ESKAPE activity of extracts of endophyte Fusarium strains.

Extract 5. aureus 5. aureus MRSA E. faecalis
ATCC 6538 ATCC 25923 ATCC 43300 ATCC 29212
Pca
PC5
Positi
sitive Ampicilin Ampicilin Vancomicin Vancomicin
control
MIC {ugfmL) 25 100 15 375

Inhibition criteria

Total inhibition at 200 and 20 pg/mL

Total inhibition at 200 pgfmL and partial at 20 pug/mL

Total inhibition at 200 pg/mL

Partial inhibition at 200 and 20 pg/mL

Partial inhibition at 200 pg/mL
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	Figura 2. Mecanismos de resistencia a antibióticos.
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	Figura 3. Distribución global de la resistencia a antibióticos en 2019 (porcentaje de incidencia): C3RE: Enterobacter spp. resistente a cefalosporinas de 3ra. generación; C3RKP: K.pneumoniae resistente a cefalosporinas de 3ra. generación; CRAB: A. bau...
	1.2 Productos naturales de origen fúngico como fuente de antimicrobianos
	Históricamente, los productos naturales (PNs) han sido una fuente importante para la obtención de compuestos con diversas actividades biológicas, debido a la necesidad de adaptación de los organismos que los producen (Demain y Zhang, 2005). De acuerdo...
	Figura 4. Medicamentos aprobados por la FDA entre 1981 y 2019. B: biológico; N: PN; NB: PN botánico; ND: derivado de PN; S: sintético; S/NM: sintético que mimetiza un PN; S*: sintético con farmacóforo de PN, S*/NM: sintético con farmacóforo de PN y qu...
	Dentro de las actividades biológicas que presentan los PN, la antimicrobiana resulta de especial interés por el aumento de enfermedades infecciosas en años recientes y la falta de tratamientos efectivos para combatirlas. En este sentido, de los medica...
	Figura 5. Fuentes naturales de antibacterianos aprobados por la FDA.
	Los hongos son organismos eucariontes que representan el segundo grupo con mayor diversidad de especies en el mundo y cumplen con importantes funciones en el ecosistema como la de descomponer materia orgánica, además de poder existir como mutualistas ...
	En este sentido, estos organismos representan una fuente importante en términos de bioprospección. Algunos metabolitos fúngicos que han sido empleados en la clínica para el tratamiento de enfermedades infecciosas incluyen a la penicilina aislada en 19...
	Figura 6. Antimicrobianos de origen fúngico.
	1.3 Hongos endófitos y sus metabolitos
	El término endófito se deriva del griego endon (dentro) y phyton (planta) y hace referencia a aquellos microorganismos que colonizan tejidos internos de las plantas en estructuras como las raíces, flores, tallos, frutos o semillas y no causan daño apa...
	La relación establecida entre los hongos endófitos y su hospedero puede ir desde el mutualismo hasta la patogénesis. En el primer caso, la presencia del hongo afecta de manera positiva la fisiología de su hospedero protegiéndolo contra la invasión de ...
	Los hongos endófitos se han estudiado por más de cien años, siendo descritos por primera vez a partir de la especie Lolium temulentum L. en 1998 (Wen et al., 2022). Uno de los mayores descubrimientos dentro de este campo de estudio fue el del hongo Ta...
	Figura 7. Diversidad estructural de metabolitos producidos por hongos endófitos.
	1.4 Los manglares
	Los manglares son ecosistemas intercostales que cubren entre el 60 y 70% de las zonas tropicales o subtropicales y se componen principalmente por una o varias especies de mangle. Se caracterizan por presentar condiciones de salinidad variable, mareas ...
	La importancia de estos ecosistemas radica en su papel como protectores y estabilizadores de las zonas costeras, al fungir como barreras naturales que detienen la erosión, controlan inundaciones, protegen contra huracanes, retienen contaminantes, capt...
	Alrededor del mundo existen más de 50 especies de mangle pertenecientes a 20 géneros y 16 familias, siendo el continente asiático el que alberga a la mayor cantidad de manglares del mundo (Figura 8) (Kathiresan y Bingham, 2001). México se encuentra en...
	Figura 8. Distribución de manglares en el mundo.
	En cuanto a la biodiversidad de los manglares en nuestro país, además de las especies de mangle mencionadas anteriormente, se encuentran algunas otras especies vegetales con menor resistencia a la salinidad, dentro de las cuales se incluyen las conoci...
	1.5 Hongos endófitos de mangle
	Los microorganismos también forman parte importante del ecosistema de los manglares por su participación activa en la transformación de nutrientes en estos ambientes, donde las bacterias y los hongos representan alrededor del 91% del microbioma de los...
	Con respecto a la distribución geográfica, el Océano Pacífico alberga al mayor número de hongos endófitos descritos, seguido del Océano Índico y finalmente el Atlántico (Devadatha et al., 2020). Sin embargo, la diversidad de especies fúngicas que habi...
	Diversos estudios realizados con fines de conocer la diversidad fúngica en los manglares del mundo han mostrado que el grupo con mayor presencia es el de los Ascomicetos. Algunos géneros previamente descritos como endófitos de las diversas especies de...
	Los hongos endófitos de manglar representan el segundo grupo más largo de hongos marinos estudiados y han resultado de gran interés en años recientes por su habilidad de sobrevivir a condiciones ambientales adversas del ecosistema (Cheng et al., 2009;...
	Los estudios de microorganismos endófitos de mangle se han centrado en manglares del sureste de Asia, mientras que la diversidad microbiana en manglares de América se encuentra aún inexplorada a profundidad (Demers et al., 2018).
	1.6 Reserva de la Biósfera Pantanos de Centla enTabasco
	Ubicada al noreste del estado de Tabasco y abarcando 302,706 ha que representan el 12% de la superficie de la entidad, la Reserva de la Biósfera Pantanos de Centla (RBPC) representa el área de humedales más amplia en Norteamérica, albergando uno de lo...
	Este sistema se encuentra sobre la llanura formada por los ríos mencionados anteriormente, convirtiendo a la zona en un terreno fácilmente inundable con una altitud que no rebasa los 10 m sobre el nivel del mar. El clima de la RBPC se caracteriza por ...
	Figura 9. Ubicación geográfica de la RBPC.
	La estructura del manglar en esta región se compone por elementos característicos del estado de Tabasco, encontrando en mayor cantidad ejemplares de R. mangle a la orilla de ríos y lagunas costeras de la Reserva. Esta especie es la que controla mejor ...
	Las actividades productivas que se realizan en la RBPC son la ganadería, industria del petróleo, pesca y agricultura, sin embargo son éstas mismas las principales amenazas debido al cambio de uso de suelo y la contaminación por las actividades antropo...
	A la fecha, existen diversos reportes centrados principalmente en explorar la biodiversidad de la RBPC, sin embargo, ninguno de ellos ha estudiado la comunidad microbiana, y menos aún la diversidad de organismos fúngicos endófitos con fines de biopros...
	2. HIPÓTESIS
	El estudio químico de hongos endófitos de los manglares de Centla, Tabasco, seleccionados con base en estudios biológicos y de metabolómica preliminares, permitirá el descubrimiento de metabolitos secundarios con una diversidad química estructural inu...
	3. OBJETIVOS
	El objetivo general del presente proyecto consiste en descubrir nuevos PNs biodinámicos a partir de especies fúngicas endófitas aisladas de manglares de los humedales de Centla, Tabasco. Para el cumplimiento de éste, se plantearon los siguientes objet...
	1. Aislar y acondicionar una serie de taxones fúngicos obtenidos a partir de muestras vegetales recolectadas en los humedales de Centla, Tabasco.
	2. Identificar los hongos endófitos mediante ensayos moleculares.
	3. Preparar los cultivos en pequeña escala y obtener los extractos orgánicos de cada cepa.
	4. Realizar los ensayos biológicos y de metabolómica dirigida y no dirigida sobre los extractos para la selección de las especies más adecuadas para los estudios químicos biodirigidos y/o que contengan metabolitos potencialmente novedosos.
	4. Cultivar en mediana escala a las especies seleccionadas y realizar el fraccionamiento, separación y purificación de metabolitos secundarios de interés mediante el empleo de técnicas de vanguardia en el área de los PNs.
	5. Caracterizar los compuestos aislados mediante técnicas espectroscópicas y espectrométricas convencionales y establecer su potencial biológico con los ensayos pertinentes.
	4. MATERIALES Y MÉTODOS
	4.1 Aislamiento de endófitos
	Los organismos fúngicos endófitos fueron obtenidos a partir de muestras de hojas de las especies R. mangle, A. germinans y Tabernaemontana sp., recolectadas en la región de la RBPC, en el estado de Tabasco, México. Todas las hojas, se lavaron con jabó...
	4.2 Caracterización taxonómica de los organismos fúngicos
	La identificación taxonómica preliminar de los hongos estudiados se realizó mediante el análisis de las regiones del espaciador de transcripción interno del ADN ribosomal (ITS), para lo cual los organismos se cultivaron en APD; una vez observado el cr...
	4.3 Cultivos en pequeña escala
	El acondicionamiento de los 45 hongos endófitos se realizó mediante la transferencia de los organismos a cajas de Petri con APD, los cuales fueron cultivados a temperatura ambiente hasta observar un crecimiento uniforme. Posteriormente, los cultivos f...
	4.4 Preparación de extractos orgánicos
	A partir de los cultivos obtenidos mediante el procedimiento descrito anteriormente, se obtuvieron los extractos orgánicos empleando la técnica de maceración (60 mL de CHCl3-MeOH (1:1)), fragmentado del medio y agitación a 100 rpm por 8 h. Transcurrid...
	4.5 Pruebas de actividad antimicrobiana
	La actividad antimicrobiana de todos los extractos en pequeña escala se determinó utilizando el método de microdilución en placa de 96 pozos con el colorante bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) contra un conjunto de microo...
	Las muestras fueron evaluadas por duplicado a las concentraciones finales de 20 μg/mL y 200 μg/mL de extracto y 2% de DMSO. La suspensión de los microorganismos de prueba se ajustó aproximadamente a 1x108 células/mL (0.5% del estándar turbidimétrico d...
	La evaluación cualitativa del potencial anti-ESKAPE de los extractos obtenidos en mediana escala, así como de las fracciones primarias se realizó siguiendo la metodología descrita anteriormente en este punto, con excepción de E. faecalis ATCC51299 deb...
	%𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛=100−,,,𝐴𝑏𝑠-𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠+𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎.−,𝐴𝑏𝑠-𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜.-,𝐴𝑏𝑠-𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠+𝐷𝑀𝑆𝑂.−,𝐴𝑏𝑠-𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜..𝑥100.
	4.6 Cultivos en mediana escala y obtención de los extractos orgánicos
	Como criterios para la selección de organismos para realizar el estudio químico correspondiente se consideraron los resultados del ensayo de actividad anti-ESKAPE, la complejidad de los perfiles cromatográficos y los rendimientos obtenidos de los extr...
	4.7 Fraccionamiento primario de los extractos en mediana escala
	El fraccionamiento primario de los extractos en mediana escala, así como de algunos en pequeña escala, se realizó mediante cromatografía en columna de tipo flash, en un cromatógrafo CombiFlash Rf+ Lumen (Teledyne ISCO), equipado con una bomba binaria ...
	4.8 Separación y purificación de los metabolitos presentes en las fracciones activas y en extractos en pequeña escala
	Con base en los resultados de la evaluación de la actividad antimicrobiana de los extractos en mediana escala y sus respectivas fracciones primarias, así como la complejidad observada mediante el análisis por cromatografía de líquidos de alta eficienc...
	4.9 Caracterización de los productos obtenidos
	Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de 1H y 13C, mono- y bidimensionales (1D y 2D) se registraron en los equipos VARIAN VNRMS 400, Bruker Avance III o JEOL ECA-500. Los desplazamientos químicos (() se expresan en ppm y se empleó CDCl3 ...
	El registro de los espectros de RMN y MS se llevó a cabo en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigación y la Industria (USAII), Facultad de Química, UNAM, el Instituto de Química, UNAM y en la Universidad de Carolina del Norte en Greensboro, Ca...
	4.10 Estudios de metabolómica mediante análisis de redes moleculares
	Para complementar el estudio de la diversidad química de las especies seleccionadas, se realizó el análisis de los extractos obtenidos mediante la construcción de redes moleculares, para lo cual, los archivos de espectros de masas de alta resolución (...
	5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	La presente investigación forma parte de un proyecto enfocado a la búsqueda de nuevos compuestos con actividad biológica a partir de especies fúngicas aisladas de áreas poco exploradas de México y tiene como objetivo contribuir al conocimiento científ...
	5.1 Acondicionamiento y cultivo de los organismos fúngicos
	Se realizó la resiembra en condiciones axénicas de 45 organismos fúngicos endófitos (Cuadro 6) aislados de las especies R. mangle, A. germinans y Tabernaemontana sp. colectadas en la RBPC, en el estado de Tabasco, México La ubicación exacta donde se o...
	Figura 11. Ejemplo de cultivos fúngicos en medio APD (A; 5 días) y de arroz (B; 21 días).
	5.2 Identificación molecular preliminar de los hongos endófitos
	La identificación taxonómica preliminar de los organismos fúngicos se llevó a cabo mediante el análisis de las regiones ITS del ADN ribosomal, las cuales fueron comparadas con la base de datos del GenBank mediante un análisis tipo BLAST. Los organismo...
	Estos resultados coinciden con las descripciones previas de la diversidad de endófitos en estos géneros de mangle y en especies de Tabernaemontana (Wanderley-Costa, et al., 2012; De Souza-Sebastianes et al., 2013; Zhou y Xu, 2018; Bhavana et al., 2020).
	5.3 Evaluación de la actividad biológica de los extractos orgánicos
	El potencial anti-ESKAPE de los extractos obtenidos en pequeña escala, así como de los exudados producidos por los hongos Centla07, Centla09, Centla10 y Centla17, se estableció mediante el ensayo descrito en el inciso 4.5. Como criterio de actividad s...
	5.4 Estudio químico de Fusarium spp. (Centla04 y Centla05)
	5.4.1 Cultivo en mediana escala y fraccionamiento primario
	Con base en los resultados de la actividad antimicrobiana (Cuadro 8) se seleccionaron a los organismos Fusarium spp. (Centla04 y Centla05) para continuar con su estudio químico (Figura 12).
	Figura 12. Cultivos en medio APD de Fusarium spp. (Centla04 y Centla05).
	El género Fusarium, compuesto por casi 10 mil especies, es uno de los más importantes y mejor conocidos debido a su amplia distribución alrededor del mundo (Summerell et al., 2010). Algunos organismos pertenecientes a este género han sido descritos co...
	Figura 13. Ejemplos de metabolitos producidos por Fusarium spp.
	Una vez preparados los extractos orgánicos de los cultivos en mediana escala de ambos organismos (Cuadro 9), de acuerdo con la metodología descrita en el inciso 4.4, se realizó el fraccionamiento primario obteniendo los resultados mostrados en la Figu...
	Figura 14. Fraccionamiento por cromatografía en columna tipo flash de los extractos de los hongos Fusarium spp. Centla04 (A) y Centla05 (B). Las líneas verdes y amarillas corresponden a los detectores ELSD y PDA, respectivamente, y la línea azul al gr...
	5.4.2 Evaluación biológica de extractos en mediana escala y fracciones primarias
	Una vez realizado el fraccionamiento primario de los extractos en escala 5x, se llevó a cabo la evaluación del potencial anti-ESKAPE de los extractos y sus fracciones primarias empleando el mismo ensayo descrito previamente. Como criterio de inclusión...
	5.4.3 Separación y purificación de los componentes mayoritarios
	El análisis por HPLC de los extractos de los hongos Centla04 y Centla05, reveló una gran similitud entre ellos (Figura 15), por lo que se decidió continuar con el aislamiento de los metabolitos a partir de la especie Centla05.
	Figura 15. Comparación de perfiles cromatográficos por ELSD de los extractos de Fusarium sp. (Centla04 (A) y Centla05 (B)). Gradiente de elución: isocrático 5 min 15% de MeCN, gradiete 15 a 100% de MeCN en 15 min, 5 min 100% MeCN (en ácido fórmico acu...
	Con base en los resultados de la evaluación del potencial antimicrobiano de las fracciones primarias, se seleccionaron aquellas que presentaron mayor actividad para su análisis por HPLC a nivel analítico y la separación de los metabolitos mediante HPL...
	Figura 16. Separación por HPLC a nivel preparativo de la fracción Centla05-F7 (PDA 254 nm). Gradiente de elución: 30% ácido fórmico acuoso (0.1%) y 70% MeCN a 100% MeCN en 10 min, flujo de 21.24 mL/min; columna Kinetex.
	5.4.4 Caracterización de los compuestos 1 y 2
	La fórmula molecular de tanto de 1, como de 2, se estableció como C22H31NO4 con base en los iones en m/z 374.2325 [M+H]+ y 372.2180 [M–H]– (calculado para C22H32NO4, Δ=–0.2 ppm, IDH=8) obtenidos por HRESIMS (Figura 17).
	Figura 17. Espectros en ESI+ (izquierda) y ESI- (derecha) de los compuestos 1 (A), 2 (B) y en el UV de 1 (C) y de 2 (D).
	El análisis detallado de los espectros de RMN de 1H y 13C (Figuras 18 y 19 y Cuadro 12) permitió identificar los siguientes grupos de señales:
	- En (H 3.63 (dd, J= 4.5, 4.5), 5.19 (s), 5.26 (m) y 5.40 (s), se observaron señales atribuibles a protones vinílicos H-5, H-14, H-13 y H-4, respectivamente.
	- En (H 0.89 (m), 1.05 (m), 1.11 (dddd, (J=12.1, 12.1, 12.1, 3.2), 1.80 (m), 1.97 (m), 3.88 (m) y 4.02 (d, J=11.5) señales de cuatro grupos metileno (H-7, H-9, H-10 y H-6’).
	- En (H 3.05 una señal simple de un N-CH3 en la posición 7’.
	- En (H 1.50 (m), 1.68 (m), 1.82 (m), 3.33 (brs), 3.63 (dd, J=4.5, 4.5), y un grupo de señales atribuibles a los metinos H-8, H-11, H-6, H-3, H-5’.
	- Tres señales de grupos metilo H-16, H-12 y H-15 con desplazamientos en (H 0.92 (d, J= 6.5), 1.45 (s) y 1.54 (d, J= 5.8) respectivamente.
	- En (C 199.3 (C-1), 190.7 (C-4’) y 177.3 (C-2’) tres señales correspondientes a tres carbonos base oxígeno.
	- Cuatro señales en (C 131.1 (C-14), 130.1 (C-4), 127.2 (C-13), 126.7 (C-5) atribuibles a cuatro carbonos de tipo vinílico.
	- Una señal atribuible a un carbono vinílico en posición alfa a un carbonilo (C-3’) en (C 100.1.
	- Un conjunto de señales de metinos en (C 66.8 (C-5’), 48.9 (C-2), 45.1 (C-3), 40.1 (C-11) y 38.8 (C-6).
	- En (C 60.6 (C-6’), 42.4 (C-7), 35.8 (C-9) y 28.4 (C-10) cuatro señales de cuatro grupos metileno
	- En (C 27.5 (C-7’), 22.6 (C-16), 18.1 (C-15) y 14.1 (C-12) se observaron señales de cuatro grupos metilo dentro de la molécula.
	Figura 18. Espectro de RMN 1H de la equisetina (1) (600 MHz, CDCl3).
	Figura 19. Espectro de RMN 13C de la equisetina (1) (150 MHZ, CDCl3).
	El análisis de los espectros antes descritos, así como la revisión en la literatura, permitieron identificar al compuesto 1 como la equisetina (Figura 20) (Kato et al, 2015). Este producto natural, fue por primera vez descrito en 1979 como un metaboli...
	Figura 20. Estructura química de la equisetina (1).
	Por otro lado, el análisis de RMN de 1H del compuesto 2 (Figuras 21 y 22 y Cuadro 12), mostró similitud con los grupos de señales previamente descritos para 1, difiriendo principalmente en el desplazamiento (H 4.05 (d, J= 8.9) y 3.83, (d, J= 8.8) corr...
	Figura 21. Espectro de RMN 1H de la epi-equisetina (2) (600 MHz, CDCl3).
	Figura 22. Espectro de RMN 13C de la epi-equisetina (2) (150 MHz, CDCl3).
	Figura 23. Estructura química de la epi-equisetina (2).
	5.4.5 Estudios de metabolómica no dirigida
	El análisis de la red molecular del extracto del hongo Fusarium sp. (Centla04) reveló que el principal grupo químico presente en este extracto corresponde a moléculas de naturaleza lipídica, seguido de ácidos grasos y en menor proporción compuestos ni...
	Figura 24. Red molecular de Fusarium sp. (Centla04) con la herramienta MolNetEnhancer. Los nodos que presentan el contorno coloreado corresponden a las moléculas anotadas manualmente.
	Por otro lado, la red molecular de Fusarium sp. (Centla05) evidenció la presencia de los mismos grupos químicos observados en la red del hongo Centla04 (Figura 25). Los metabolitos anotados en esta red coinciden con los identificados en Centla04, con ...
	Figura 25. Red molecular de Fusarium sp. (Centla05) con la herramienta MolNetEnhancer. Los nodos que presentan el contorno coloreado corresponden a las moléculas que fueron anotadas manualmente.
	5.5 Estudio químico de Daldinia eschscholtzii (Centla07)
	5.5.1 Cultivo en mediana escala y fraccionamiento primario
	El organismo Centla07 (Figura 26) fue identificado de manera preliminar como la especie Daldinia eschscholtzii. De acuerdo con la literatura, las 48 especies especies identificadas de este género se encuentran distribuidas principalmente en regiones t...
	Figura 26. Cultivo en medio APD de D. eschscholtzii (Centla07).
	Figura 27. Metabolitos producidos por Daldinia spp.
	Una vez obtenido el extracto orgánico en mediana escala (835.9 mg) se realizó su fraccionamiento primario obteniendo los resultados mostrados en la Figura 28 y el Cuadro 14.
	Figura 28. Fraccionamiento por cromatografía en columna tipo flash del extracto del hongo D. eschscholtzii (Centla07) Las líneas verdes y amarillas corresponden a los detectores ELSD y PDA respectivamente y la línea azul al gradiente de elución emplea...
	5.5.2 Evaluación biológica del extracto en mediana escala y fracciones primarias
	Una vez obtenidas las fracciones primarias, se seleccionaron aquellas con peso mayor a 3.0 mg para ser evaluadas en el ensayo de actividad biológica. Los resultados cualitativos y cuantitativos de esta evaluación se presentan en el Cuadro 15. Cabe men...
	5.5.3 Separación y purificación de compuestos mayoritarios
	A partir del análisis de las fracciones primarias por HPLC a nivel analítico y del resultado de la evaluación biológica, se seleccionó a las fracciones F6 y F7 para la separación de los metabolitos presentes en ellas (Figura 29 y 30), obteniendo así, ...
	Figura 29. Separación por HPLC a nivel preparativo de la fracción Centla07-F6 (PDA 254 nm). Gradiente de elución: 30% ácido fórmico acuoso (0.1%) y 70% MeCN a 100% MeCN en 10 min, flujo de 21.24 mL/min; columna Kinetex.
	Figura 30. Separación por HPLC a nivel preparativo de la fracción Centla07-F7 (PDA 200 nm). Gradiente de elución: 40% ácido fórmico acuoso (0.1%) y 60% MeCN a 100% MeCN en 10 min, flujo de 21.24 mL/min; columna Gemini.
	5.5.4 Caracterización de 1 y 2 aislados a partir de Centla07
	El análisis por HRESIMS de los compuestos aislados a partir de la fracción Centla07-F6 (Figura 31) mostró iones en m/z 374.2345 [M+H]+ y 372.2198 [M–H]– con patrones de fragmentación y espectros de UV similares a los observados para los compuestos 1 y...
	Figura 31. Espectros en ESI+ (izquierda) y ESI- (derecha) de los compuestos 1 (A), 2 (B) y en el UV de 1 (C) y de 2 (D) aislados de Centla07.
	Figura 32. Espectro de RMN 1H de 1 (400MHz, CDCl3).
	Figura 33. Espectro de RMN 1H de 2 (400MHz, CDCl3).
	5.5.5 Caracterización del compuesto 3
	La fórmula molecular de 3 se estableció como C22H31NO5 con base en los iones en m/z 390.2293 [M+H]+ y 388.2153 [M–H]– (calculado para C22H32NO5, Δ=4.2 ppm, IDH=8) obtenidos por HRESIMS (Figura 34).
	Figura 34. Espectros en ESI+ (izquierda) y ESI- (derecha) (A) y en el UV (B) del compuesto 3.
	En el espectro de RMN 1H (Cuadro 16 y Figura 35) se observaron las siguientes señales:
	- En (H 5.54 (d, J=9.8) y 5.73 (ddd, J=9.9, 4.8, 2.5) dos conjuntos de señales de hidrógenos vinílicos en H-9 y H-8, respectivamente.
	- Siete señales de metinos (H-15, H-12, H-10, H-7, H-6, H-3 y H-5), dos de ellos en posición alfa a heteroátomo, en (H 1.10 (m), 1.56 (m), 1.85 (m), 2.56 (dd, J=11.0, 4.7), 2.9 (dd, J=10.9, 5.7), 3.57 (dd, J=5.6, 2.7) y 4.39 (m), respectivamente.
	- En (H 1.56 (m) una señal de un metileno (H-14), además de un conjunto de dos metilenos diasterotópicos (H-13 y H-18) en (H 1.73 (m), 1.03 (m), 3.93 (dd, J= 11.8, 5.9), 3.97 (dd, J=11.9, 2.3).
	- En (H 0.90 (d, J=6.8), 0.99 (s) y 1.47 (d, J=6.5), tres señales correspondientes a tres grupos metilo en las posiciones 21, 22 y 20, respectivamente. Además de una señal simple en (H 2.93 de un grupo N-CH3.
	Figura 35. Espectro de RMN 1H de la fusarisetina A (3) (600 MHz, CDCl3).
	Estos desplazamientos observados y lo descrito en la literatura, permitieron caracterizar a 3 como la fusarisetina A (Figura 36) (Liu et al., 2016), misma que se describió por primera vez en 2011 como un metabolito producido por Fusarium sp. FN080326 ...
	Figura 36. Estructura química de la fusarisetina A (3).
	Debido a que los compuestos 1-3 aislados a partir del extracto en mediana escala del hongo Centla07 han sido previamente descritos como metabolitos del género Fusarium, además del cambio evidente en la actividad antimicrobiana del extracto en mediana ...
	Figura 37. Comparación de perfiles por UPLC- HRESIMS-MS/MS de los extractos de los hongos Centla04 (A), Centla05 (B) y Centla07 (C) en mediana escala.
	Finalmente, la presencia de 3 en los extractos de Centla04 y Centla05 también se confirmó mediante los análisis de HRESIMS-MS/MS (Figura 38) y de redes moleculares, como se muestra en la sección 5.4.5.
	Figura 38. Espectros en ESI+ (izquierda) y ESI– (derecha) de 3 en los extractos de Fusarium spp. (Centla04) (A); Centla05 (B) y Centla07(C).
	5.5.6 Fraccionamiento primario del extracto en pequeña escala de Centla07
	A pesar de lo descrito en la sección anterior, se decidió continuar con el estudio de la especie D. eschscholtzii, pero a partir del extracto obtenido a partir del cultivo en pequeña escala (311.2 mg), mismo que fue fraccionado de acuerdo con la metod...
	Figura 39. Fraccionamiento por cromatografía en columna tipo flash del extracto en pequeña escala del hongo D. eschscholtzii (Centla07). Las líneas verdes y amarillas corresponden a los detectores ELSD y PDA respectivamente y la línea azul al gradient...
	5.5.7 Separación y purificación de compuestos mayoritarios
	Tras el análisis por UPLC-MS de las fracciones obtenidas, se seleccionó a la fracción F1 para la separación de los compuestos mediante HPLC a nivel preparativo, proceso que permitió la purificación de 4 (4.0 mg, tR= 7.6 min) y 5 (3.2 mg, tR=8.3 min) (...
	Figura 40. Separación por HPLC a nivel preparativo de la fracción Centla07-F1 (PDA 254 nm). Gradiente de elución: 40% ácido fórmico acuoso (0.1%) y 60% MeCN a 100% MeCN en 15 min, flujo de 21.24 mL/min, columna Gemini.
	5.5.8 Caracterización de los compuestos 4 y 5
	La fórmula molecular de 4 se estableció como C12H12O2 con base en el ion con m/ z 189.0553 [M+H]+ (calculado para C12H13O2, Δ=0.8 ppm, IDH=7) obtenido por HRESIMS (Figura 41). El análisis de los espectros de RMN 1H y 13C mostró:
	Figura 41. Espectro en ESI+ (A) y en el UV (B) del compuesto 4.
	El análisis de los espectros de RMN 1H y 13C (Cuadro 18 y Figuras 42 y 42) mostró:
	- En (H 6.85 (dd, J=7.2, 1.6), 7.36 (dd, J=8.2, 7.1) y 7.40 (dd, J=8.1, 1.6) grupos de señales dobles de tres hidrógenos aromáticos (H-2/7, H-3/6 y H-4/5).
	- Una señal simple en (H 3.98 de un O-CH3 en la posición 1/8.
	- En (C 157.1 (C-1/8) una señal de un carbono unido a un heteroátomo.
	- Un conjunto de señales entre (C 137.4-106.1 correspondientes a carbonos aromáticos (C-2/7, C-3/6, C-4/5, C-4a y C-8a).
	- En (C 56.6 una señal de un O-CH3 en la molécula.
	Figura 42. Espectro de RMN 1H del 1,8-dimetoxinaftaleno (4) (500 MHz, CDCl3).
	Figura 43. Espectro de RMN 13C del 1,8-dimetoxinaftaleno (4) (125 MHz, CDCl3).
	Dado que el número de Hs y Cs observados en los espectros de RMN de 1H y 13C corresponden únicamente a la mitad de los planteados en la fórmula molecular, se propuso la posibilidad de que el compuesto 4 tuviera una estructura simétrica. Las evidencias...
	Figura 44. Espectro HSQC del 1,8-dimetoxinaftaleno (4) (500MHz, CDCl3).
	Figura 45. Espectro COSY del 1,8-dimetoxinaftaleno (4) (500 MHz, CDCl3).
	Figura 46. Espectro HMBC del 1,8-dimetoxinaftaleno (4) (500 MHz, CDCl3).
	Figura 47. Estructura química del 1,8-dimetoxinaftaleno (4).
	Por otro lado, para el compuesto 5 se observaron señales similares a las descritas para el compuesto 4 en el espectro de RMN 1H (Figura 48 y Cuadro 19), presentando como diferencias una señal observada en (H 7.31 (t, J=8.0) que mostró una integración ...
	El análisis por HRESIMS de 5 (Figura 49) permitió establecer la fórmula molecular preliminar C11H10O2 con base en el ion en m/z 175.0788 [M+H]+ (calculada para C11H11O2, Δ=2.5 ppm, IDH=7). Esta información, en conjunto con los desplazamientos descrito...
	Figura 48. Espectro de RMN 1H del 1-hidroxi-8-metoxinaftaleno (5) (600 MHz, CDCl3).
	Figura 49. Espectro en ESI+ (A) y en el UV (B) del compuesto 5.
	Figura 50. Estructura química del 1-hidroxi-8-metoxinaftaleno (5).
	Ambos compuestos, 4 y 5, fueron por primera vez descritos en 1960 como metabolitos de la especie D. concentrica (Allport y Bu’lock, 1960), y posteriormente fueron aislados a partir de Sporothrix sp. y D. eschscholtzii, endófitos de los mangles Kandeli...
	5.5.9 Estudios de metabolómica no dirigida
	La red molecular de D. eschscholtzii se formó por 252 nodos, agrupados en 7 clústeres de los cuáles, menos de la mitad fue clasificado químicamente (Figura 51). El análisis correspondiente evidenció la presencia de glicerofosfolípidos principalmente y...
	Figura 51. Red molecular de D. eschscholtzii (Centla07) con la herramienta MolNetEnhancer. Los nodos que presentan el contorno coloreado corresponden a las
	moléculas anotadas manualmente.
	5.6 Estudio químico de Leptosphaerulina sp. (Centla11)
	Durante la identificación taxonómica preliminar, se identificó el organismo Centla11 (Figura 52) como una especie perteneciente al género Leptosphaerulina. De acuerdo con la revisión en la base de datos del Diccionario de Productos Naturales (DNP), ún...
	Figura 52. Cultivo en APD de Leptosphaerulina sp. (Centla11).
	Figura 53. Metabolitos producidos por Leptosphaerulina spp.
	5.6.1 Purificación de metabolitos secundarios
	El análisis por HPLC a nivel analítico del extracto obtenido en pequeña escala de Leptosphaerulina sp. (Centla11), reveló la presencia de dos compuestos mayoritarios (Figura 54), los cuales fueron separados mediante HPLC a nivel preparativo, obteniénd...
	Figura 54. Perfil cromatográfico por ELSD del extracto en pequeña escala de Leptosphaerulina sp. (Centla11).
	Figura 55. Separación por HPLC a nivel preparativo (PDA 254 nm) del extracto de Leptosphaerulina sp. Gradiente de elución: 40% ácido fórmico acuoso (0.1%) y 60% MeCN a 100% MeCN en 10 min, flujo de 21.24 mL/min.
	5.6.2 Caracterización del compuesto 6
	La fórmula molecular de 6 se dedujo como C14H14O3 con base en los iones en m/z 231.1022 [M+H]+ y 229.0869 [M–H]– (calculado para C14H13O3, Δ=-0.5 ppm, IDH=8) obtenidos en el análisis por HRESIMS (Figura 56).
	Figura 56. Espectros en ESI+ (izquierda) y ESI- (derecha) (A) y en el UV (B) del compuesto 6.
	El conjunto de señales observadas en los espectros de RMN 1H y 13C (Cuadro 21 y Figuras 57 y 58) se resume a continuación:
	- Un grupo de señales de hidrógenos aromáticos, dos en (H 6.30 (t, J=2.0) correspondiente a H-4/4’ y H-6/6’ y una señal múltiple en (H 6.42 atribuible a la posición 2/2’.
	- En (H 2.27 una señal simple de un grupo metilo.
	- En el espectro de carbono se observaron dos señales en (C 158.2 (C-1/1’) y 156.6 (C-3/3’) que corresponden a carbonos aromáticos unidos a un heteroátomo.
	- Un conjunto de carbonos aromáticos entre (H 141.0 y 103.4 correspondientes a las posiciones 2/2’, 4/4’, 5/5’ y 6/6’.
	- En (C 21.4 una señal de un grupo metilo.
	Figura 57. Espectro de RMN 1H del diorcinol (6) (500 MHz, CDCl3).
	Figura 58. Espectro de RMN 13C del diorcinol (6) (125 MHz, CDCl3).
	Estas señales observadas corresponden a la mitad de los átomos de H y C de la fórmula molecular propuesta, indicando la posibilidad de una estructura simétrica. Los desplazamientos anteriormente descritos, así como las correlaciones observadas en los ...
	Figura 59 Espectro HSQC del diorcinol (6) (500 MHz, CDCl3).
	Figura 60. Espectro HMBC del diorcinol (6) (500 MHz, CDCl3).
	Figura 61. Estructura química del diorcinol (6).
	5.6.3 Caracterización del compuesto 7
	Figura 62. Espectros en ESI+ (izquierda) y ESI- (derecha) (A) y en el UV (B) del compuesto 7.
	El análisis detallado de los espectros de RMN 1H y 13C (Figuras 63 y 64 y Cuadro 22) permitió identificar las señales que se describen a continuación:
	- En (H 11.40 una señal de un grupo hidroxilo.
	- Un conjunto de señales de hidrógenos de tipo aromático en (H 6.36 (d, J=2.6), 6.38 (s, 2H), 6.48 (s) y 6.50 (s) correspondientes a los protones H-6, H-2, H-4, H-4’ y H-2’.
	- Una señal cuádruple de un metino base oxígeno en (H 4.43 (q, J=7.1).
	- En (H 1.40 (t, J=7.0), 2.30 (s) y 2.50 (s) tres señales de grupos metilo.
	- En (C 171.7 se observó una señal característica de un grupo éster en la posición 8.
	- Cuatro señales de carbonos de tipo aromático en (C 165.2 (C-5), 162.3 (C-5’), 156.7 (C-1) y 156.1 (C-1’).
	- En (C 143.8 (C-3), 141.4 (C-3’), 113.7 (C-4’), 113.1 (C-2), 112.6 (C-2’), 107.3 (C-4), 105.1 (C-6) y 103.4 (C-6’).
	- En (C 61.6 una señal atribuible a un carbono en posición alfa a un heteroátomo (C-9).
	- Tres señales en (C 24.6 (C-7), 21.6 (C-7’) y 14.4 (C-10) correspondientes a tres grupos metilo.
	Figura 63. Espectro de RMN 1H de la funicina (7) (500 MHZ, CDCl3).
	Figura 64. Espectro de RMN 13C de la funicina (7) (125 MHz, CDCl3).
	El análisis de los datos espectroscópicos y espectrométricos antes descritos, aunado a las correlaciones observadas en experimentos de RMN HSQC, COSY y HMBC (Figuras 65, 66 y 67) y lo descrito en la literatura, permitieron identificar al compuesto 7 c...
	Figura 65. Espectro COSY de la funicina (7) (500 MHz, CDCl3).
	Figura 66. Espectro HSQC de la funicina (7) (500 MHz, CDCl3).
	Figura 67. Espectro HMBC de la funicina (7) (500 MHz, CDCl3).
	Figura 68. Estructura química de la funicina (7).
	5.6.4 Estudios de metabolómica no dirigida
	El análisis de la red molecular de Leptosphaerulina sp. (Centla11) mostró que de los 147 nodos que la conforman, únicamente 62 se agruparon en 17 clústeres que pertenecen a los derivados de isocumarinas y glicerofosfolípidos (Figura 69). En esta red, ...
	Figura 69. Red molecular de Leptosphaerulina sp. (Centla11) con la herramienta MolNetEnhancer.
	6. CONCLUSIONES
	1. Se realizó el acondicionamiento de 45 organismos fúngicos endófitos de las especies R. mangle, A. germinans y Tabernaemontana sp. obtenidas en la RBPC, mismos que fueron identificados taxonómicamente de manera preliminar mediante el análisis de la ...
	2. La evaluación del portencial anti-ESKAPE de los extractos orgánicos fúngicos, su identificación taxonómica preliminar, los rendimientos y la complejidad de los perfiles cromatográficos, permitió la seleccionar cuatro organismos para continuar con s...
	3. El estudio de las especies Fusarium spp. (Centla04 y Centla05) permitió el aislamiento de la equisetina (1) y la epi-equisetina (2) a partir de las fracciones activas. Adicionalmente fue posible identificar la presencia de la fusarisetina (3) en lo...
	4. A partir de D. eschscholtzii (Centla07) se obtuvieron los compuestos 1,8-dimetoxinaftaleno (4) y 1-hidroxi-8-metoxinaftaleno(5).
	5. El estudio químico de Leptosphaerulina sp. (Centla11) permitió el aislamiento de diorcinol (6) y funicina (7), los cuales no han sido previamente descritos como metabolitos de especies de este género.
	6. Los estudios de metabolómica no dirigida de los organismos permitieron identificar la presencia de algunas entidades químicas que no fueron aisladas en el laboratorio. Adicionalmente se realizó la anotación manual de algunos compuestos caracterizad...
	7. Finalmente, los resultados de este proyecto contribuyen al conocimiento de la diversidad fúngica y química de la RBPC, Tabasco, representando el primer estudio de esta naturaleza en la zona. Por otra parte, se demuestra que los organismos endófitos...
	7. PERSPECTIVAS
	1. Continuar con el estudio químico de las especies D. eschscholtzii (Centla07) y Leptosphaerulina sp. (Centla11) por haber demostrado ser organismos productores de compuestos biactivos y de los cuales existen pocos estudios de bioprospección.
	2. Identificar a nivel de especie al hongo Leptosphaerulina sp. (Centla11).
	3. Cultivar en mediana escala aquellos organismos que hayan sido identificados como géneros o especies con pocos reportes previos para realizar su estudio químico.
	4. Contruir las redes moleculares de los organismos de esta colección con la finalidad de conocer la diversidad química de la RBPC.
	5. Establecer el posible mecanismo de acción de los compuestos caracterizados durante este estudio en su actividad como agentes antimicrobianos.
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