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ABSTRACT

Given the need to find antibacterial compounds that contribute to the development of treatments
for human infections, especially those caused by Gram-negative bacteria, a collection of fungal
morphotypes obtained from six species of ants, their nests and their surroundings, found on the
soil of the cloud forest of Veracruz, Mexico and its modified areas was bioprospected.
Thisecosystem that was selected because of its great biological richness and high humidity.
Initially, 792 microscopic fungi associated mainly with Atta mexicana and Solenopsis geminata
ants were isolated; however, only the organic extract of 252 randomly selected strains was
considered. Fungi were prioritized for chemical investigation based on their ability to /n vitroinhibit
the growth of multidrug-resistant Acintobacter baumannii and Klebsiella pneumoniae, as well as
their chemical composition according to metabolomic analysis by molecular networks and
presumptive identifications, which were supported by high-resolution spectrometric information.
Moreover, chemistry was combined with bioactivity information using a compound activity
mapping technique. As a result, 15 secondary metabolites classifiable mostly as polyketides and
alkaloids were tentatively identified from the fungal collection. In addition, 10 compounds, one of
which is mentioned for the first time, were isolated from T7richoderma, Clonostachys and
Cladosporium isolates. The identity of all compounds was established by spectroscopic and
spectrometric analyses, while their biological effect was additionally determined by bioassays.
The capability of PF1140 (44) and deoxy-PF1140 (45) to inhibit A. baurmannii growth at a minimum
concentration of 11.0 and 31.6 pg/mL, respectively, as well as to decrease biofilm formation at
lower concentrations was relevant. The reported bioactivity data represents one of the first
approaches to explore the antibacterial capacity of the mycobiota of ants and their nests.
Untargeted metabolomic analysis expands the available chemical information. This research
revalues cloud forest soil fungi as a current source of bioactive compounds and provides an
example of the importance of exploring atypical mycobiomes. The utilization of the isolated

pyridin-2-ones should be continued.
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RESUMEN

Ante la necesidad de encontrar compuestos antibacterianos que contribuyan al desarrollo de
tratamientos para infecciones humanas, especialmente para las causadas por bacterias Gram
negativas, se bioprospectd una coleccién de morfotipos fungicos obtenidos a partir de seis
especies de hormigas, sus nidos y los alrededores de estos, halladas en el suelo del bosque de
niebla de Veracruz, México y sus areas modificadas. Este ecosistema que fue seleccionado dada
su gran riqueza bioldgica y alta humedad. Inicialmente, se aislaron 792 hongos microscépicos
asociados principalmente a las hormigas Atta mexicanay Solenopsis geminata, sin embargo,
Unicamente el extracto organico de 252 cepas elegidas al azar fue considerado. La priorizacion
para el estudio quimico de los hongos tomd en cuenta su capacidad para inhibir /n vitro el
crecimiento de Acintobacter baumanniiy Klebsiella pneurnoniae multirresistentes, asi como su
composicidn quimica de acuerdo con analisis metaboldmicos por redes moleculares e
identificaciones presuntivas, que se sustentaron en informacidon espectrométrica de alta
resolucion. Ademas, la informacién quimica se combind con la de bioactividad mediante una
técnica de mapeo de la actividad de compuestos. Como resultado, 15 metabolitos secundarios
clasificables en su mayoria como policétidos y alcaloides fueron identificados tentativamente a
partir de la coleccion fungica. Adicionalmente, del estudio quimico de seis hongos identificados
como ascomicetos de los géneros Trichoderma, Clonostachysy Cladosporium se aislaron 10
compuestos, de uno de los cuales se hace la primera mencién. La identidad de los compuestos
fue establecida mediante analisis espectroscdpicos y espectrométricos, al mismo tiempo que se
determind su efecto bioldgico por bioensayos. Fue relevante la capacidad de PF1140 (44) y deoxi-
PF1140 (45) para inhibir el crecimiento de A. baumannii a una concentracion minima de 11.0y
31.6 pyg/mL, respectivamente, asi como menguar la formacién de biopelicula a concentraciones
menores. Los datos de bioactividad que se reportan son uno de los primeros acercamientos al
estudio de la capacidad antibacteriana de la micobiota de las hormigas y sus nidos, asimismo,
los analisis metaboldmicos no dirigidos amplian su informaciéon quimica disponible. Esta
investigacion revaloriza los hongos del suelo del bosque de niebla como una fuente vigente de
compuestos bioactivos y constituye un ejemplo sobre la importancia de explorar micobiomas

atipicos. El aprovechamiento de las piridin-2-onas aisladas deberia continuarse.
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INTRODUCCION

Los organismos vivos sintetizan una variedad de compuestos quimicos denominados
metabolitos o productos naturales, clasificados de forma general en primarios o secundarios, los
ultimos también referidos como especializados. Los primeros incluyen a los carbohidratos, las
proteinas, los acidos grasos, las vitaminas y los acidos nucleicos, que intervienen en funciones
basicas celulares como el crecimiento, el desarrollo y la reproduccién. En cambio, los
metabolitos especializados son moléculas de bajo peso molecular que poseen una amplia
diversidad de estructuras, responsables de conferir a los seres vivos ventajas evolutivas y de
adaptacion alentorno, almismo tiempo que son taxonédmicamente restringidos y se biosintetizan

a partir de metabolitos primarios.’

Uno de los grupos de organismos mas diverso y extendido que biosintetizan metabolitos
especializados son los hongos, pues se ha calculado que el reino Fungi podria reunir a casi 3.8
millones de especies y ser el segundo reino mas grande.? No obstante, se conocen los
constituyentes quimicos de una reducida cantidad de hongos y, en consecuencia, el
aprovechamiento de su acervo quimico es limitado.? Al respecto, los metabolitos especializados
ostentan una incomparable variedad de estructuras quimicas con actividades bioldgicas utiles
en medicina y muchos se han convertido en farmacos o en prototipos estructurales de los
mismos.“ En este sentido, la diversidad quimica de los metabolitos fungicos puede explorarse a
fin de contribuir al tratamiento de problemas de salud, como la resistencia a los antibiéticos y la
diabetes mellitus tipo 1.7 Uno de los habitats rezagados desde el punto de vista de la
composiciéon quimica de su micobiota son los insectos, particularmente el de las hormigas cuya
situacion contrasta con la profundizacién quimica de sus actinobacterias asociadas.>%’ Por otro
lado, también hay ecosistemas cuya micobiota ha sido desaprovechaday se encuentra en peligro
de desaparecer, tal es el caso del bosque mesdfilo de montafa o bosque de niebla, que se
caracteriza por una alta humedad, gran riqueza bioldgica y una distribucién limitada que lo hace

vulnerable a las actividades humanas.’”®’’

La resistencia a los antibacterianos es una de las mayores amenazas para la humanidad ya que
hace mortales a infecciones agudas y crénicas comuUnmente tratables. Actualmente, algunos de
los patégenos resistentes mas preocupantes son Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y

Enterobactersp.’ Entre las estrategias promovidas para su combate se contempla la necesidad



de investigar y desarrollar nuevos antimicrobianos.” En vista de todo lo mencionado, este
proyecto propone la bioprospeccién de metabolitos secundarios a partir de hongos relacionados
con hormigueros a fin de encontrar compuestos antibacterianos promisorios para combatir
bacterias resistentes. Para lo cual, una coleccion de micromicetos aislados de hormigas y
hormigueros encontrados en el suelo de areas modificadas del bosque de niebla de Veracruz,
México, fue cribado con el propodsito de optimizar los recursos humanos y econdmicos
involucrados. Algunos morfotipos fungicos fueron seleccionados por su actividad antibacteriana
in vitro contra bacterias Gram negativas multirresistentes y su quimiotipo basado en analisis
metabolémicos no dirigidos con datos espectrométricos. El estudio quimico de los hongos
elegidos condujo al aislamiento de una variedad de compuestos cuyo potencial antibacteriano
fue determinado. Los resultados revalorizan los hongos del suelo, contribuyen a la informacion
quimico-biolégica de la micobiota de las hormigas y posiciona a algunos compuestos como

antibacterianos a seguir estudiandose.



ANTECEDENTES

La resistencia a los antimicrobianos (RAM)

Los antimicrobianos son medicamentos utilizados para tratar infecciones provocadas por
bacterias, virus, parasitos y hongos, los cuales pueden desarrollar tolerancia a los tratamientos
y entonces considerarse resistentes.’#Una de las mayores preocupaciones es la resistencia a los
antibacterianos o antibidticos, que se conoce desde 1924 cuando se informd la resistencia de
Treponema pallidum, agente etioldgico de la sifilis, al salvarsan.’” Para 1940, el empleo de la
penicilina inicio la era dorada de los antibidticos, pero poco después la resistencia a la misma se
convirtié en un inconveniente. Hoy en dia, la RAM es un problema de salud publica ocasionado
por el sobreuso, la prescripcidon inapropiada y la extensiva aplicacidon en la ganaderia y la
agricultura de los farmacos.’? Adicionalmente, un microbio puede denominarse multirresistente
cuando de forma adquirida ha perdido la sensibilidad a mas de un farmaco, sin embargo, debido
a la falta de una definicion estandarizada se han propuesto tres niveles: la multirresistencia, que
se entiende como la insensibilidad a minimo un compuesto de tres familias farmacolégicas; la
resistencia extendida, cuando el patégeno unicamente es sensible a por lo menos un antibidtico
de una o dos categorias y la panresistencia, cuando se es insensible a todos los farmacos

disponibles.”

Entre 1940y 1960 cerca de 16 clases de compuestos antibacterianos fueron descubiertos a partir
de fuentes naturales, semisintetizados o totalmente sintetizados; podemos mencionar a los
aminoglucésidos, las tetraciclinas, los macrdlidos, las penicilinas, las cefalosporinas, las
sulfonas y las quinolonas. Posteriormente, otras seis clases de compuestos como los
carbapenémicos y los lipopéptidos fueron reportados al 2023.77¢ Cabe sefialar que, para fines
comparativos, los antibiéticos se denominan de espectro amplio o limitado en la medida en que
afecten a un grupo mayor o menor de especies patogenas.’® Actualmente, aunque la eficacia en
ciertos casos estd comprometida por la RAM varios de los antibiéticos mencionados siguen
empleandose (Figura 1).%° Los antibidticos atacan bioquimica o estructuralmente a las células
bacterianas para limitar su crecimiento o provocar su muerte, llaméandose de forma
correspondiente bacteriostaticos o bactericidas; los mecanismos de accidon pueden consistir en
la alteracidon de la membrana plasmatica o la inhibicidn de la sintesis de la membrana, de la pared
celular, de proteinas biosintéticas, de acidos nucleicos o del metabolismo del acido félico, mas

otras vias en el caso de los antituberculosos.’”?” No obstante, las bacterias pueden adquirir



resistencia endégenamente, por un proceso de mutaciony seleccion natural tras exponerse a los
antimicrobianos, o de forma exdgena al tomarla de otras bacterias mediante la transmision
horizontal de genes; un ejemplo de estos elementos genéticos moviles es el gen blaNDM-1,
codificante para una enzima carbapenemasa, cuya transferencia medida por plasmidos confiere
resistencia a los carbapenémicos en varias especies de Enterobacteriaceae.’’?? Algunos de los
mecanismos de resistencia pueden radicar en la inactivaciéon enzimatica del antibidtico, la
mutacion o la sobrexpresion de los sitios diana, reducir su concentracion intracelular o reducir la

absorcion del farmaco (Figura 2).7¢

Sulfonamidas

Carbapenémicos

Fluoroquinolonas

Adaptado de Zhgun (2023).%°

Figura 1. Cuota de mercado mundial al 2023 de los antibacterianos por familia quimica

Los microorganismos resistentes amenazan la salud humana, animal y vegetal, pues en los
humanos provocan infecciones dificiles de tratar, mas largas y letales, al mismo tiempo que son
un riesgo para lainocuidady la seguridad de los alimentos y del medio ambiente. Ademas, la RAM
genera pérdidas econdmicas debido al menoscabo de la productividad y el incremento de los
costos de los tratamientos.#?’ En el 2021 se calculd que 21.7 millones de personas en el mundo
murieron por sepsis de forma directa o concurrente con otro padecimiento; las infecciones
bacterianas provocaron 7.7 millones de esos decesos, de los cuales 5.8 millones se atribuyeron
a bacterias resistentes.?*? Por otro lado, sin acciones para contrarrestarlo se espera que los
decesos atribuibles a la RAM alcancen anualmente los 10 millones en 2050, acompafados de
pérdidas econémicas por 100 billones de ddlares; situacién que podria agravarse debido al
cambio climatico.?*%” Las bacterias resistentes responsables de la mayoria de los fallecimientos
se han agrupadoy denominado ESKAPE por: E. faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii,
P. aeruginosay Enterobacter spp.? Adicionalmente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

ha publicado una clasificacion de 15 patédgenos en tres niveles de atencidn prioritaria, de acuerdo



con su mortalidad, incidencia, transmisibilidad, tratabilidad y otros criterios. Los cuatro
patégenos de prioridad critica son A. baumanniiresistente a carbapenémicos, Enterobacterspp.
resistentes a cefalosporinas de tercera generacion y resistentes a carbapenémicos, asi como

Mycobacterium tuberculosis resistente a rifampicina.?
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Figura 2. Mecanismos que median la resistencia de los patégenos ESKAPE



Afrontar la RAM requiere de un enfoque que integre diferentes perspectivas y actores, como se ha
propuesto en un plan mundial de la OMS bajo el concepto de “Una sola Salud”. En este sentido,
las acciones que principalmente se han implementado para combatirla son la concientizacién
acerca de la RAM, reforzar la vigilancia epidemioldgica, desarrollar nuevos tratamientos, reducir
laincidencia de las infecciones, utilizar de manera éptima los antibiéticos disponibles y favorecer
la inversion sostenible en estos objetivos.’®#%* México oficializé estas directrices en 2018.%
Algunas terapias en investigacion que pueden mencionarse son las basadas en bacterioéfagos, la
modulacion inmunitaria, los anticuerpos, el reposicionamiento de farmacos, los probidticos, las
nanoparticulas y la terapia combinatoria.?””*? En cuanto a la necesidad de nuevos compuestos
bioactivos, preferiblemente multiobjetivo, y otros mecanismos de accion, se sabe que el
problema fue agravado debido al abandono de su descubrimiento, investigacién y desarrollo
después de 1960, propiciado por los elevados costos y las estrictas regulaciones que todavia
conllevan.”™% Conjuntamente, el desplazamiento en las uUltimas dos décadas de las ventas de
antibidticos hacia los medicamentos genéricos ha desincentivado el financiamiento privado para

mas tratamientos.®*

Situacion en México

Las estimaciones desde 1990 indican un aumento constante de los decesos provocados por
enfermedades infecciosas en México. De estas, para el 2021 se calculé que las causadas por
bacterias representaron el 24% o 102,462 casos; las muertes relacionadas con infecciones por
bacterias resistentes fueron de forma directa 16,134, mas 66,541 en las que se conjuntd con
otros padecimientos. El 87.7% de los decesos exclusivamente provocados por bacterias
resistentes se debieron a Escherichia coli, S. aureus, A baumannil, K. pneumoniae, P. aeruginosa

y Streptococcus pneumoniae.?**

En cuanto a la vigilancia epidemiolégica, para el afio 2010 ya se habia reportado el aislamiento de
patégenos ESKAPE y M. tuberculosis resistente, a partir de pacientes con infecciones adquiridas
en hospitales o en la comunidad.? Desde entonces, una variedad de estudios ha tratado la
susceptibilidad antibacteriana y su tendencia a partir de aislados clinicos de varios centros
hospitalarios;** a la vez que otros se han enfocado en rastrear patégenos particulares como S.
aureus,”’ K. pneumoniae® y A. baumannii”®* Uno de los reportes mas recientes a partir de
urocultivos y hemocultivos de 56 instituciones en 14 estados del pais, destacoé el incremento de

los aislamientos de bacterias resistentes entre 2017 y 2022.“ Podemos precisar el aumento de



E. coliy K. pneumoniae productoras de betalactamasas de espectro extendido, P. aeruginosa
panresistente y A. baumanni multirresistente, las primeras tres halladas particularmente en
pacientes bajo cuidados intensivos y la ultima en hospitalizados; también el lento crecimiento de
laresistencia a la colistina favorecida por el mercado negroy un continuo desconocimiento sobre
la resistencia de Neisseria gonorrhoeaey Clostridioides difficile.* ¢ Desafortunadamente, se ha
considerado que las medidas adoptadas para evitar el aumento de la RAM han tenido poco

impacto.#

Sobre el consumo de antibacterianos, se ha encontrado que en los hospitales de tercer nivel los
mas prescritos son de uso sistémico, principalmente los de espectro extendido, y que
desacertadamente, los tratamientos pueden tener bases muy empiricas, sin proveer su duracioén
o fechas de revision.?” En general, los mas usados en hospitales son las cefalosporinas, los
carbapenémicosy la vancomicina. Ademas, cada vez se emplean mas los costosos y no siempre

disponibles farmacos de reserva.*

Los metabolitos especializados

Los metabolitos secundarios o especializados son moléculas sintetizadas por los seres vivos,
producto de la evolucién durante millones de anos del metabolismo. Confieren ventajas
evolutivas al organismo que los produce en relacién con su ecosistema, aunque en algun
momento se les consideré errdneamente no esenciales; en general, cumplen funciones de
defensa, comunicacion y competencia contra otros seres vivos.’ Los metabolitos especializados
son sintetizados a partir de blogues de construccidon mediante las rutas metabdlicas del acetato-
malonato, del acido shikimico, del mevalonato y del metileritritol fofato, asi como una
combinacién de ellas. Entre las familias de compuestos podemos mencionar a los policetidos,

los fenilpropanoides, los terpenos, los esteroides, los alcaloides y los glicésidos.?

El empleo medicinal de ciertas plantas y hongos desde la antigiedad se ha explicado por la
actividad farmacoldgica de sus metabolitos secundarios.’” Hoy en dia, muchos metabolitos son
farmacos de manera directa o como derivados semisintéticos, también estan presentes en
preparados herbolarios y han inspirado los farmacoéforos de varios medicamentos.?
Adicionalmente, desplazan a los pesticidas de sintesis en la agricultura organica.*** Estas
moléculas son un recurso util para el descubrimiento de prototipos estructurales para el
desarrollo de farmacos, debido al tamafio de su espacio quimico y la complejidad estructural que

alcanzan.’” Asimismo, aventajan por su capacidad innata para interactuar con dianas



moleculares y su biodegradabilidad.* Se especula que el nimero de metabolitos conocidos
puede superar el medio millén y los bioactivos van de 200,000 a 250,000.°**/ Cabe destacar el
caso de los microorganismos, cuyo genoma esta formado en un 75% por clusteres de genes

biosintéticos silentes, los cuales podrian dar lugar a metabolitos cripticos valiosos.*>*®

El descubrimiento de moléculas bioactivas comunmente implica la seleccion de una fuente
prometedora, su recoleccidon o fermentacidon a mayor escala, el fraccionamiento de un extractoy
la identificacién de los compuestos con actividad bioldgica.®” No obstante, se dispone de
estrategias adicionales como el aislamiento de cepas por chips microfluidicos, los estudios
quimicobiodirigidos, el cribado de alto rendimiento, “una cepa, muchos compuestos” u OSMAC,
las fermentaciones sumergidas, los cocultivos, los analisis metabolémicos, la desreplicacion, la
espectrometria de masas de imagen, la mineria gendmica y la expresion heteréloga de clusteres
biosintéticos.’®°2%” En 2023 casi el 80% de los compuestos descubiertos a partir de hongos se
llevé a cabo por técnicas convencionales, seguido del 10% con estrategias basadas en redes

moleculares.*

Antibacterianos de origen flingico

Una de las aplicaciones principales de los metabolitos especializados es como medicamentos
antimicrobianos, en conjunto con los antitumorales y los tratamientos para enfermedades
metabdlicas.® Sin embargo, solo una porcién pequefa de los antimicrobianos descubiertos se
convierten en farmacos, pues se conocen cerca de ~ 66,060 metabolitos bioactivos, pero en la
actualidad unicamente hay ~ 100 principios activos en uso; que se aislaron en su mayoria de
actinobacterias, hongos microscépicos (o micromicetos) y basidiomicetos.**%’ En general, los
microorganismos son una fuente prometedora de antibidticos debido a que habitan nichos muy
competitivos, como el suelo, en los que estas moléculas cumplen una funcidn natural defensiva,

ofensiva o de sefalizacidn, intraespecifica o interespecifica, que les permite sobrevivir. >4

Hasta el 2023 se habian desarrollado 22 clases de antibacterianos, cuatro de las cuales son de
origen fungico: las penicilinas, las cefalosporinas, las pleuromutilinas y el acido fusidico,
descubiertos en 1929, 1948, 1951 y 1958, respectivamente. A los que se suman las enniatinas,
introducidas en 1963 y retiradas del mercado en 2016. Sus estructuras quimicas se caracterizan
por tener un anillo B-lactamico unido a un anillo tiazolidinico o dihidrotiacinico, ser diterpenoides
triciclicos, tener una base estructural esteroidea o ser depsipéptidos ciclicos. Especies como

Penicillium chrysogenum, Fusidium coccineum, Fusarium lateritium, Acremonium chrysogenum



y Pleurotus mutilusbiosintetizan algunas de las moléculas de estas familias; tratandose todos de
hongos filamentosos.*® Entre sus mecanismos de accidn destacan la inhibicidn de la sintesis o la
disrupcién de la membrana plasmatica y el bloqueo de la sintesis proteica, por union al factor G
de elongacién peptidica o a la subunidad ribosomal 50s.%° Aunque el Ultimo antibidtico de origen
fungico llegd al mercado en 2007, la bioprospeccién a partir de este tipo de compuestos no ha
cesado dado que cuentan con propiedades fisicoquimicas deseables y nucleos estructurales
exclusivos.??% En la literatura se ha informado acerca de varios metabolitos y extractos
antibacterianos obtenidos de hongos de origen marino y terrestre, por ejemplo, del suelo
marino®, de cenotes® y de manglares® %; en muchos casos bioactivos contra patdgenos
multirresistentes.®*%”7 Entre los compuestos reportados hay derivados del acido benzoico,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, merotepernos, alcaloides, péptidos, esteroides y otros;
las estadisticas del 2023 reflejan que los policétidos son la familia quimica mas comun de

moléculas antibacterianas que se publica.®%5

El microbioma de los insectos

Motivados por la necesidad de comprender la diversidad biolégica y beneficiarse del potencial
biotecnoldgico de los seres vivos de tamano microscdépico, la humanidad ha sometido una
variedad de lugares al escrutinio de las bacterias, las arqueas, los protozoos, las microalgas, los
micromicetos (0 microhongos) y otros organismos que los habitan.”>”? Sin embargo, una gran
parte de los espacios contintan inexplorados dado el tamafio de la Tierra y la cantidad de
especies que los microbios representan, aun con el advenimiento de la metagendmica, que
facilita la identificacién de especies a través de marcadores genéticos.”””® Estimaciones
recientes colocan a los insectos como uno de los mayores reservorios de microorganismos, de
acuerdo con el sondeo de una variedad de sus taxones y en virtud de ser uno de los grupos de

animales mas diversos del planeta.”™”%””

Los insectos componen hasta el 85% delfilo Arthropoda, al mismo tiempo que los artrépodos son
el filo de animales mas grande y es el reino Animalia quien agrupa al 70.9% de todas las especies
conocidas.” De una manera muy general, los insectos son animales invertebrados, de cuerpo
segmentado, exoesqueleto y apéndices articulados.” Se conocen 995,231 especies de insectos
clasificados en 44 6rdenes, de los que podemos mencionar por su contribucidon a Coleoptera,
Diptera, Lepidoptera e Hymenoptera, denominados comuUnmente escarabajos, moscas,

mosquitos, mariposas, polillas, abejorros y avispas, por mencionar algunos ejemplos.®%?’ Las



comunidades microbianas de una variedad de insectos como termitas®?, abejas?®%"y arafnas®
han sido investigadas, llegandose a describir de forma individual o en su conjunto como influyen
de en los procesos fisioldgicos, el comportamiento y la ecologia de los insectos; aunque la
bacteriobiota y los hongos entomopatdgenos ha recibido especial atencién. Con frecuencia se
estudian sus intestinos, su exoesqueleto y los espacios que habitan como capullos, galerias o
nidos.?*? Desde hace afos, los productos naturales de su microbioma han resultado de

interes.9~%

Entre los insectos cuyo microbioma se ha tratado estan las hormigas, animales eusociales
clasificados en la familia Formicidaey del que se cuentan con 10,213 especies. En México se
hallan 887 especies, 95.5% de las cuales son nativas; casi la mitad de los registros corresponden
a Chiapasy Veracruz. #>%“ Las hormigas viven en casi todos los ambientes terrestres, a excepcion
de la Antartida, Islandia, Groenlandia y las islas del Pacifico central; son uno de los conjuntos
mas abundantes de la macrofauna edafica, asentandose dentro de ramas, en madera muerta,
debajo de la hojarasca, bajo las rocas y la minoria anidan en el suelo.®’ Los microorganismos mas
investigados asociados con estos insectos son las actinobacterias y los hongos, de los que se
han identificado simbiontes que fungen como alimento, material de construccién y productores
de metabolitos de defensa.?”?*?” Por ejemplo, el estudio quimico de Streptomyces spp. y
Pseudonocardia spp. provenientes de la cuticula de hormigas fungicultoras del género Atta ha
llevado al aislamiento de varios antifungicos, usados por las hormigas como sanitizantes para
contrarrestar la infeccion de sus cultivares fungicos por otros hongos, particularmente
Escovopsis spp.* En lo que concierne a la busqueda de metabolitos antibacterianos, también a
partir de actinobacterias se aislaron la nocamicina V* (1), GE374687%°(2), la griseorhodina A7’ (3),

la griseorhodina C’%" (4) y ECO-0501"%2 (5; Figura 3).

10



z \O HOM o
£

EC0-0501 (5)

H,N_ N x X

Iz

NH, 0
N

Figura 3. Compuestos antibacterianos de actinobacterias provenientes de hormigueros

Micobiota de las hormigas y sus nidos

Las investigaciones acerca de los micromicetos de las hormigas y hormigueros han cubierto
apenas una parte de la diversidad esperada, en virtud del gran numero de especies de estos
insectos, la variedad de estilos de vida que llevan, su distribucién en muchos ecosistemasy las
limitaciones técnicas para abordarlo, por ejemplo, hay hormigas seminémadas llamadas
“guerreras” o “legionarias” que anidan como grupos de hormigas vivas entrelazadas entre si.%’%
Al presente, para conocer las poblaciones microbianas de muestras ambientales se emplean
métodos de aislamiento microbiolégico y la metagendmica, esta Ultima consiste en la estimacion
de indices de biodiversidad con base en los datos genéticos obtenidos por técnicas de
secuenciacidon masiva. No obstante, el aislamiento en medios de cultivo esta limitado a los
microbios viables bajo condiciones de laboratorio y la metagendmica, aunque es exhaustiva en

cuanto a la diversidad que registra, no provee de un cepario.? Sobre los microorganismos no

cultivables, se ha informado de endosimbiontes intracelulares, gammaproteobacterias en
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hormigas “carpinteras” del género Camponotusy Wolbachia spp. en hormigas “tortuga” del
género Cephalotes.”” % La poblacion fungica de los hormigueros puede dividirse de forma

general en los unicelulares o levaduras y los filamentosos o pluricelulares.

Un caso particular son los hongos filamentosos melanizados denominados “levaduras negras”,
del orden Chaetothyriales, asociados con hormigas arboricolas. Estos habitan naturalmente
dentro de estructuras llamadas domatia, que ciertas plantas tienen para alojar a las hormigas, o
fungen directamente como el material de construccidon o cartdn con que se arma el nido. En el
primer caso predominan una variedad de los hongos clasificados en el clado Domatia y en el
segundo los de las familias 7richomeriaceae, Cyphellophoracerey Herpotrichiellaceae.”%%” Al

respecto, los hongos Chaetothyriales son reconocidos oligétrofos y patdgenos humanos. %

Para los nidos en el suelo, los sitios investigados han sido el cuerpo de las hormigas y la parte
exterior e interior de sus nidos, estos ultimos varian en estructura y de ello depende la forma del
monticulo y el tipo de cdmaras que lo componen (Figura 4). Al 2023 las investigaciones
disponibles analizaron mayoritariamente nidos de hormigas de la tribu A¢tin/ de algunos paises
de América Centraly del Sur, principalmente Brasil, Estados Unidos de América (EUA) y Canada.
Se han estudiado 34 especies de hormigas de 13 géneros distintos, principalmente del género
Acromyrmexy Atta, en consecuencia, casi el 99.7% de las especies de hormigas en el mundo
permanecen sin registros. La identificacién molecular y en menor medida la morfolégica de los
hongos, se puede resumir en 229 géneros con 120 especies filamentosas y 53 géneros con 131

especies levaduriformes.?
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Figura 4. Sitios de los que se han aislado hongos en hormigueros

En cuanto los nidos en el suelo, casi el 50% de las especies de levaduras halladas se acumulan
en los géneros Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Trichosporony Hannaella, clasificadas
mayoritariamente en el subfilo de Saccharomycotina.’ El orden hallado con mas frecuencia al
interior de los nidos de hormigas fungicultoras es Saccharomycetalesy a nivel de género lo son
Aureobasidium, Candida, Papiliotrema, Starmerella y Sugiyamaella; asimismo, se han
identificado algunas “levaduras asesinas”.’’’Por otra parte, la diversidad de hongos filamentosos
se ve representada principalmente por los géneros 7richoderma, Penicilliumy Aspergillus, que
contribuyen con casi el 25% de los registros para este tipo de hongos a partir de hormigueros. Sin
embargo, la diversidad de géneros representados por solo una especie es poco mas de la mitad
del 75% restante (42.7%). Las subdivisiones fungicas méas comunes son Pezizomycotina y
Agaricomycotina, que incluyen a la mayor parte de los ascomicetos y basidiomicetos.’ A nivel de
genero podemos destacar a los hongos entomopatégenos de los géneros Metarhizium y

Beauveria, comunmente hallados dentro y fuera de los hormigueros.’’’

Gracias a las investigaciones que se han dado a la tarea de comparar la diversidad fungica al
exterior e interior de los hormigueros a nivel del suelo se observé que esta tiende a ser mayor en
cuanto aespecies Unicas elinterior, tanto para hongos levaduriformes como filamentosos (Figura
5y Figura 6).” Se ha informado que la estructura de la comunidad flngica varia incluso entre
colonias de la misma especie de hormiga, sin embargo, el estado de conservacién de los sitios

donde se hallan las colonias no provoca cambios.”’%""?
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Especies de hormigas:
* Atta sexdens rubropilosa
* Solenopsis invicta

*  Formica aquilonia >

J

Especies de hongos:

Alrededores 7

27

Nido
(hormiga,
monticulo e
interiores)

22

Hongos de los alrededores Hongos del nido

Rhodotorula(3)
Candida (2)
Mrakia
Torulaspora

En paréntesis de indica el nimero (> 1) de especies de hongos distintas por género. Modificado de

Aguilar-Colorado y Rivera-Chavez (2023).°

Candida (9)
Cryptococcus (5)
Trichosporon (3)
Cystofilobasidium (2)
Rhodosporidium (2)
Cystobasidium
Debaryomyces
Geotrichum
Nadsonia
Schwanniomyces
Tausonia

Cryptococcus (5)
Hannaella (5)
Candida (2)
Rhodotorula(2)
Trichosporon (2)
Aureobasidium (1)
Holtermanniella
Kazachstania
Ogataea
Rhodosporidium
Saccharomyces

Figura 5. Distribucion de la micobiota levaduriforme en los hormigueros

Especies de hormigas: \
* Aphaenogaster texana
* Atta bisphaerica

e Camponotus spp.

*  Formica ulkei

* Solenopsis invicta

* Tapinoma sessile

* TJetramorium caespitum j

* Atta sexdens rubropilosa >

Especies de hongos:

Alrededores 19

26

Nido
32 (monticulo e
interiores)

Hongos de los alrededores Hongos del nido

Penicillium (3)
Fusarium (3)
Aspergillus (2)
Rhizopus (2)
Cladosporium
Cunninghamella
Gliocladium
Mortierella
Mucor
Pochonia
Purpureocillium
Talaromyces
Verticillium

En paréntesis de indica el nimero (> 1) de especies de hongos distintas por género. Modificado de

Aguilar-Colorado y Rivera-Chavez (2023).°

Trichoderma (4)
Cladosporium (3)
Penicillium (3)
Absidia (2)
Aspergillus (2)
Curvularia (2)
Clonostachys
Fusarium
Geomyces
Gongronella
[driella
Metarhizium
Myrmecridium
Paecilomyces
Thermoascus
Zygorhynchus

Trichoderma (17)
Penicillium (3)
Aspergillus (2)
Acremonium
Alternaria
Aureobasidium
Fusarium
Metarhizium
Mucor
Papulaspora
Phoma
Ramichloridium
Stachybotrys

Figura 6. Distribucion de la micobiota filamentosa en los hormigueros
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En cuanto ala interaccion del microbioma en los hormigueros. Se conjetura que en el caso de las
hormigas fungicultoras de los géneros Atta, Apterostigma, Acromyrmex, Cyphomyrmex y
Trachymirmex, los metabolitos antifungicos biosintetizados por sus simbiontes de los géneros

115115y Pseudonocardia’’®’’” podrian participar en el modelaje de la micobiota al

Streptomyces
interior de los nidos. Se ha probado que los simbiontes producen inhibidores del hongo parasito
Escovopsis sp., sin embargo, su efecto es inespecifico.’”® De Pseudonocardia podemos
mencionar a la dentigerumicina® (6), dentigerumicina F'®* (7) y attinimicina® (8; Figura 7),
mientras que de Streptomyces se ha aislado la candicidina C'?" (9), nigericina®? (10), dinactina'®
(11), mer-A2026B'?? (12), piericidina-A;'?? (13), cyphomicina'® (14), caniferolida C'* (15) y GT-

35?3 (16, Figura 8).

N ‘. _OH
A
H

\)J\OH

Attinimicina (8)

Figura 7. Compuestos inhibidores de Escovopsis spp. aislados de Pseudonocardia
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Figura 8. Compuestos inhibidores de Escovopsis spp. aislados de Streptomyces
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Metabolitos especializados

La informacién disponible demuestra la capacidad de esta micobiota para biosintetizar una
variedad de familias quimicas, llegandose en algunos casos a conjeturar una funcion natural de
las moléculas a partir de ensayos /n vitro e in vivo. Todos los hongos que se han estudiado son
filamentosos, la mayoria de los cuales estan asocian con hormigas Atta.’ En cuanto a la mineria
gendmica, se predijo un cluster de genes biosintéticos para alcaloides y dicetopiperazinas en una
cepa de Escovopsis weberi.”” También se han identificado metabolitos de forma presuntiva a

través de datos espectrométricos. 4%

Uno de los géneros mas estudiados es £scovopsis (Figura 9) debido al interés en su papel como
hongo patégeno de Leucoagaricus spp., un simbionte que habita en el interior de los nidos de las
hormigas Atta.’ Del cultivo axénico de Escovopsis weberien medio de harina de soja se aislaron
cinco triterpenos inddlicos de tipo shearinina (17-19, 21, 22), la emodina (20) y la cicloartropsona
(23), determinandose que la shereanina L (21) disminuye /n vivo el forrajeo de la hormiga
Acromyrmex octospinosus, asi como que 20 y 23 inhiben el crecimiento del simbionte
Leucoagaricus gongylophorus en ensayos de difusion en agar.’?° El policétido lineal conocandina
B (24) y su derivado la conocandina C (26), se aislaron de una cepa de £scovopsis proveniente de
un nido de 7Trachymyrmex sp. del Amazonas, que se cultivé en caldo de extracto de levadura 'y
malta. En experimentos /n vitro el compuesto 24 inhibié el crecimiento de varias cepas de
Pseudonocardia sp., otro simbionte de hormigas Atta.’? A partir de varias cepas cultivadas en
agar papa glucosa de E. weberihalladas en nidos de Atta colombica, Acromyrmex echinatiory
Trachymyrmex cornetzide Colombiay Panama, se identificaron 20, el 22,23-dehidroshearinina A
(25) y las dicetopiperazinas azufradas melinacidina IV (27), melinacidina Il (28), chetracina B (29)
y chetracina C (30). También se informdé que 25 y 27 inhiben el crecimiento de Pseudonocardia

achinatiory P. octospinosus.’

Como se describe a continuacion, los hongos simbiontes de algunas hormigas fungicultoras
también se han sometido a estudios quimicos (Figura 10). A partir de un hormiguero de
Apterostigma dentigerumen Costa Rica se obtuvo el hongo Bionectriasp., de cuyo cultivo en agar
papa dextrosa (PD) se aislé el policétido glicosilado bionectriol A (31); el cual no resultd
antifingico en ensayos de cocultivo con Escovopsis sp.y Cyida albicans.’? La lepioclorina (32)
proviene de un hongo presuntamente identificado como Lepiota sp. que se aislé de un nido de

Cyphomyrmex costatus; el hongo se cultivd en un medio compuesto de sales minerales,
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sacarosa y suplementado con vitaminas.”?’? Del hongo Tyridiomyces formicatum del
hormiguero de Cyphomyrmex minutus, cultivado en caldo PD suplementado con triptona, se
aislaron una variedad de dicetopiperacinas (33, 34 y 35). Estos compuestos inhibieron de forma

no significativa el crecimiento de Candidasp.’”

OH O OH

Shearinina A (17), R=H O‘O
HO

Shearinina D (18), R = OH
Shearinina E (19), R = OMe O

Emodina (20) P
0}
HO™ o
Shearinina L (21), R=H
Shearinina M (22), R = OH Cicloartropsona (23) OH
o o) OH

HO
Conocandina B (24)

Melinacidina IV (27), X =2,Y =2, R = OH
Melinacidina Ill (28), X=2,Y=2,R=H
Chetracina B (29), X=2,Y =3,R=0H
Chetracina C (30), X=3,Y=3,R=0H

Figura 9. Moléculas aisladas de Escovopsis spp.
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Figura 10. Moléculas aisladas de hongos encontrados en el jardin fungico de hormigueros



Algunos estudios de bioprospecciéon han llevado al aislamiento de metabolitos bioactivos de
hongos asociados con hormigueros, asimismo, también ha sido atractiva la composicion de sus
entomopatogenos (Figura 11). De una muestra del monticulo de un nido en Nigeria se aislo el
hongo Fusarium compactumy de su cultivo axénico en un medio de tomate y avena se aislaron
los triterpenos sulfatados A-108835 (36) y A-108336 (37), el primero es un diastereoisémero de
otro compuesto descrito originalmente del fitopatégeno Fusarium graminearum. Los
compuestos no inhibieron el crecimiento /n vitro de bacterias y hongos patdégenos para el
humano, pero 37 inhibid la actividad proteolitica de la proteasa 3 del rinovirus, un blanco
molecular para el tratamiento del resfriado comun.’’ Del hongo entomopatdgeno Aspergillus
nomiusaislado de hormigas Atta sexdens rubropilosainfectadas, se asilaron de su cultivo en agar
PD las aflatoxinas B1 (38) y G1 (39). A partir de un hormiguero en la huasteca Hidalguense en
México, se obtuvo el hongo 7alaromyces sp., de cuyo cultivo en cereales se aislaron cuatro
fenalenonas diméricas (40-43) inhibidoras de la proteina PTP1B1.400 de cadena completa, diana

terapéutica de la diabetes mellitustipo 2.%

o]

H\//
OS

A-108835 (36)

O
H\//
OS

Duclauxina (40) Talaromicesona B (41) Xenoclauxina (42) Basilosporina G (43)

Figura 11. Moléculas aisladas de hongos asociados con hormigas y sus nidos
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JUSTIFICACION

Desde que las bacterias resistentes a la penicilina comenzaron a ser un problema de salud en la
década de los 50s, esta adaptacién evolutiva de los patdgenos se ha observado hacia casi todos
los antibidticos desarrollados. Hoy en dia, la RAM es una de las mayores amenazas a la salud
publica, como lo reconocen algunas de las organizaciones de salud, economia y politica mas
importantes: la OMS, el Fondo Monetario Internacional, el Banco Mundialy el G8.72"**En 2019 se
estimo que las infecciones por bacterias resistentes provocaron anualmente 1.3 millones de
muertes y contribuyeron a otras 3.7 millones, aunque de no tomarse acciones correctivas su
impacto incrementara gradualmente hasta los 10 millones de defunciones en el afio en 2050.%>%°
Algunas de las bacterias mas preocupantes en el ambito intrahospitalario se han agrupado y
denominado ESKAPE, sin embargo, la OMS mantiene una lista mas amplia.?>’* Debido al riesgo
que las bacterias resistentes a los farmacos convencionales representan para la humanidad
tanto por su efecto sobre la salud humana, animal y del medio ambiente, se han propuesto una
serie de acciones entre cuyos objetivos se reconoce la necesidad de nuevos tratamientos
eficaces y seguros.’ En este sentido, los metabolitos secundarios o especializados son una
fuente conocida de prototipos estructurales para farmacos, destacandose por su gran diversidad
y complejidad quimico estructural, asi como por su capacidad para interactuar con dianas
moleculares.**>*? Aunque pueden aislarse de una variedad de fuentes, los hongos destacan por
poseer un amplio espacio quimico por explorar debido a su amplia diversidad y el bajo niumero
de especies que se han investigado.?%°Un ejemplo es la micobiota asociada a los insectos como
las hormigas, cuya bacteriobiota en contraste se ha tratado mas a fondo.”’”’?" Los metabolitos
fungicos tienen bases estructurales Unicas asociadas con unas variedad de actividades
biolégicas como la antibacteriana, la antifingica, la anticancerigena, entre otras.*%? Es por los
motivos planteados que esta investigacién se basa en la bioprospeccién de micromicetos y
compuestos antibacterianos a partir de la micobiota de los hormigueros en el suelo, a fin de
asistir en la busqueda de tratamientos para infecciones provocadas por bacterias

multirresistentes de atencién prioritaria para la OMS.
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HIPOTESIS

Los hongos microscoépicos aislables de hormigas y sus nidos en el suelo son una fuente de
metabolitos secundarios con actividad antibacteriana contra patogenos humanos

multirresistentes.

OBJETIVOS

El objetivo general es contribuir al conocimiento de los metabolitos secundarios de origen
fungico, provenientes de morfotipos aislados de hormigas y hormigueros en el suelo del bosque
de niebla, que presenten actividad antibacteriana contra al menos un patégeno Gram negativo

resistente a farmacos. Para lo que se proponen los siguientes objetivos particulares:

0 Obtenerunacoleccion de morfotipos de hongos microscoépicos a partir de las hormigasy sus
nidos presentes en el suelo del bosque de niebla de Veracruz, México, y sus areas
modificadas.

0 Obtener una coleccion de extractos a partir de la maceracion con disolventes organicos de
cultivos a pequena escala de los morfotipos.

0 Evaluar por un método /n vitro la capacidad de los extractos para inhibir el crecimiento y la
formacion de biopelicula de las bacterias multirresistentes A. baumanniiy K. pneumoniae.

0 Estudiar la diversidad quimica de la coleccion de extractos mediante metabolémica no
dirigida basada en el andlisis de datos espectrométricos de alta resolucidon por redes
moleculares, redes de bioactividad e identificaciones presuntivas.

0 Seleccionar los morfotipos promisorios para el aislamiento de compuestos bioactivos
mediante la integracion de la informacidn quimico-biolégica.

0 Aislar los constituyentes quimicos mayoritarios de los morfotipos priorizados mediante
técnicas cromatograficas.

0 Caracterizar quimicamente los compuestos aislados y determinar su actividad biolégica.
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MATERIALES Y METODOS

Equipos

Los analisis de espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS) mediante analisis directo en
tiempo real (DART) se adquirieron en modo positivo en un equipo JEOL AccuTOFTM JMS-T100LC
(Akishima, Japon) con analizador de tiempo de vuelo (TOF), para lo cual las muestras se
disolvieron en metanol (MeOH). Para otros analisis de HRMS, incluidos los metabolémicos, se
empled un sistema de cromatografia de liquidos de alto rendimiento (CLAR) acoplado a un
espectrometro de masas en tandem (MS/MS) con analizadores de ionizacidn por
electronebulizacion (ESI) en modo positivo y cuadrupolo-TOF (QTOF), asi como un detector de
absorcién de luz ultravioleta (UV) y visible (vis) de arreglo de fotodiodos (PDA), modelo G6530BA
de Agilent (Santa Clara, California, EUA).

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) unidimensional y bidimensional se
adquirieron a temperatura ambiente en equipos Bruker Avance Il 400 MHz o Bruker Avance 700
MHz (Billerica, Massachusetts, EUA). La rotacién éptica de las muestras se determiné en un
polarimetro Perkin Elmer 343 (Waltham, Massachusetts, EUA); la unidad de concentracién para
las mediciones fue gramos por 100 mL. Los puntos de fusién sin corregir se determinaron en un

equipo Fisher-Johns (EUA).

Las separaciones por cromatografia rdpida (o flash) se realizaron en un equipo BUCHI (Flawil,
Suecia) modelo Pure C-810 con un detector UV-vis PDA. Los analisis cromatograficos de tipo
analitico y los fraccionamientos por cromatografia liquida a nivel preparativo y semipreparativo
se llevaron a cabo en un equipo de CLAR Waters™ (Milford, Massachusetts, EUA), con una bomba
de gradiente cuaternario modelo 2535, un automuestreador, un detector UV-vis PDA modelo
2998 y un detector evaporativo de dispersién de luz (ELS) modelo 2424. El control del equipo se

realizé con la interfaz Empower 3.0.

Rutinariamente, se empleé una centrifuga C1108-C MyFUGE™ Mini de Bechmark Scientific
(Sayreville, Nueva Jersey, EUA), un agitador New Brunswick Scientific Excella E24 de Fisher
Scientific (Waltham, Massachusetts, EUA), un bano ultrasénico Cole-Parmer modelo 8893
(Vernon Hills, Illinois, EUA), una incubadora INCU-SHAKER™ Mini de Bechmark Scientific, un
espectrofotometro UV BioPhotometer plus modelo 6132 de Eppendorf (Hamburgo, Alemania), un

microscopio 6ptico VELAB modelo VE-T50 (Texas, EUA), un lector de microplacas BioTek Cytation
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5 de Agilent, ELx808 BioTek de Agilent o MULTISKAN SkyHigh de Thermo Fisher Scientific

(Waltham, Massachusetts, EUA).

Disolventes y reactivos

A no ser que se indique de otra forma los disolventes y reactivos igualaron o excedieron las
especificaciones de pureza de la ACS (Sociedad Quimica Estadounidense; = 95-99%).'% Para las
separaciones cromatograficas y los analisis polarimétricos se usaron disolventes grado CLAR:
acetonitrilo (MeCN) marca Supelco® (Bellefonte, Pensilvania, EUA), MeOH de Sigma-Aldrich
(Burlington, Massachusetts, EUA), 1,4-dioxano y acido formico de Fermont (Monterrey, Nuevo
Ledn, México). MeCN y MeOH grado espectrometria de masas marca Honeywell (Charlotte,
Carolina del Norte, EUA) se emplearon en los analisis correspondientes. El agua empleada fue
tipo 1 ASTM (Sociedad Americana de Pruebas y Materiales; ultrapura o mili-Q®). Los espectros
RMN se registraron en disolventes deuterados de Sigma-Aldrich o Cambridge Isotope
Laboratories, Inc. (Tewksbury, Massachusetts, EUA); los analisis se referenciaron respecto a su
sefal residual. De grado reactivo se empled dimetilsulféoxido (DMSO) de Fermont, sulfato de
gentamicina C de GOLDBIO® (San Luis, Misuri, EUA) y sulfato de colistina, cristal violeta, cloruro
de sodio, glicerol, sulfato de sodio anhidro, formaldehido al 37%, azul de lactofenol y celita de
Sigma-Aldrich. Por otro lado, para extracciones se emplearon disolventes de grado industrial
destilados, sin residuos segun analisis por cromatografia en capa fina. Elgel de silice con tamafo
de poro 60 A y malla 230-400 se adquiri6 de grado técnico con Sigma-Aldrich. El agar y el caldo
PD se adquirieron de MCD LAB (San Jacinto Amilpas, Oaxaca, México) y el caldo Mueller-Hinton
(MH) de Condalab (Madrid, Espana); todos los medios de crecimiento se prepararon con agua

destilada. El cereal para los cultivos sélidos fue Cheerios® miel de Nestlé® (Vevey, Suiza).

Recoleccion de hormigas y tierra
Los nidos de hormigas fueron buscados en una reserva y ciertas areas perturbadas del bosque
mesodfilo de montafia ubicado en los municipios de Xalapa de Enriquez, Coatepec y Teocelo, en

Veracruz, México (Figura 12 y Anexo 1).%
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Veracruz

Teocelo

Santuario del Bosque de
Niebla

En la esquina superior izquierda se indica a nivel nacional (A), estatal (B) y municipal (C) la localizacién de
los puntos de recoleccion. A la derecha, los marcadores de posicidon estan numerados por orden de
hallazgo y agrupados seglin su ubicacion en el rancho El Aguila (a), la finca Los Magueyes (b), la reserva
natural “Santuario del Bosque de Niebla” (c), la localidad “La Ordufia” (d, e), la finca “El Trianon” (f) y el
parque ecoldgico “ElHaya” (g); unaimagen representativa de la vegetacion se encuentra en la parte inferior
de la figura. Ademas, el color de los marcadores varia con la vegetacidon en potrero (naranja), cafetal
sombreado (verde), bosque de niebla (morado), camino agricola (café; area rural) y parque ecolégico (azul;
area suburbana). Imagenes aéreas procedentes de Esri.”*

Figura 12. Ubicacion geograficay vegetacion de los puntos de recoleccion
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Debido a los alcances de la investigacion no se planted un muestreo representativo de la
mirmecofauna en cada sitio. Las hormigas y sus nidos se recolectaron a nivel del suelo a lo largo
de los caminos de los puntos visitados. De cada hormiguero activo se recolectaron dos muestras
de 40 mL de tierra, una de la zona proxima a su entrada, monticulo o area de transitoy otraabm
de estos puntos, donde la actividad de las hormigas no se observo (Figura 13); en todos los casos
sin considerar la hojarasca y desde la superficie hasta los 10 cm de profundidad. También se
muestred el interior de dos nidos, en cuyo caso se recolecto la tierra de las paredes de un tunel
que se hallo al excavar horizontalmente desde una zanja hecha al lado de un monticulo. La tierra
se conservo en recipientes herméticos, protegida de la luz y en refrigeracion a 0-5 °C, durante el
trabajo de campo y por maximo 14 dias hasta ser cultivadas. Las palas y espatulas utilizadas se
lavaron con agua y se enjuagaron con etanol absoluto antes de cada recoleccion.”"%#
Adicionalmente, de cada nido se recolectaron hormigas de indistinta casta y se conservaron en
etanol para su identificacién taxondmica.’® Una segunda muestra de hormigas se conservaron
vivas en unrecipiente hermético, protegido de la luzy en refrigeracion, por maximo 12 h hasta que
se procesaron. El exoesqueleto de estos insectos se esterilizé a través de la inmersion de cada
muestra en etanol por 120-150 s, seguido de un enjuagué con agua destilada estéril y su secado,
en un area de asepsia generada con una lampara de alcohol. Los especimenes secos se

refrigeraron.’# 7" os insectos se trataron seguln las técnicas de capturay conservacion descritas

139

en la bibliografia.
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Figura 13. Puntos de recoleccion de tierra
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Identificacion de las hormigas

Las hormigas fueron identificadas a nivel de especie segun claves morfoldgicas por el Dr. Jorge
ErnestoValenzuela Gonzales adscrito al area de Ecologia Funcional del Instituto de Ecologia, A.C.
(INECOL).’ Los especimenes fueron montados con el apoyo de la Bidloga Dora Luz Martinez
Tlapa y se depositaron en la Coleccion Entomoldgica IEXA del INECOL en Xalapa, Veracruz,
México, con ayuda de su curadora Dra. Viridiana Vega Badillo, bajo el identificador

IEXA-2024-IM12.

Aislamiento de morfotipos fungicos

Este apartado se enfocd en obtener la mayor diversidad de morfotipos cultivables mediante
aislamientos microbiolégicos (Figura 14). En el caso de la tierra se aplicé una técnica de dilucién,
limitada al aislamiento de la poblacién flungica capaz de crecer en medio agar PD. En orden
aleatorio, a partir cada muestra se prepard una suspension 1:10 peso/volumen en agua destilada
estéril que se diluyé de manera seriada 1:10 en cuatro ocasiones. A continuacién, 350 pL de las
3 suspensiones menos concentradas se sembraron por duplicado en cajas Petri de 10 cm de
diametro con agar PD suplementado con gentamicina a una concentracion de 150 pg/mL. Los
cultivos se incubaron por varias semanas a temperatura ambiente bajo ciclos normales de
luz-oscuridad y de las colonias que se desarrollaron se obtuvieron morfotipos axénicos mediante
resiembras consecutivas. 7% Por otro lado, para el aislamiento de los hongos del interior de las
hormigas o endégenos, en orden aleatorio entre 9y 90 hormigas de cada nido se trituraron en la
cantidad suficiente de agua destilada estéril que las cubrié (350 o 500 pL) y se continud con la
siembra directa de la suspension en agar PD suplementado con gentamicina, bajo las
condiciones y los pasos subsecuentes que se indicaron previamente para las muestras de
tierra.”* En este trabajo, las colonias axénicas se denominaron morfotipos, que se diferenciaron
por caracteristicas macroscépicas como el tamafo, elevacién, borde, color (anverso y reverso),
tipo de micelio, presencia de exudados y forma de sus colonias; la coleccidn se clasificd en dos
grandes grupos segun su aspecto filamentoso o mucoide.# A todos los morfotipos se les asigné
al azar una clave alfanumérica compuesta por “IQ-" seguida de un numeral desde 751 a 1539y
de 1544 a 1546, también fueron fotografiados y se les resguardé en agar PD conservado a

temperatura ambiente (Anexo 2).
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Morfotipos aislados de los alrededores Morfotipos aislados de monticulos
= \ y <

1Q-1023

1Q-1016 1Q-1443 1Q-1078
Morfotipos aislados de areas de

i Morfotipos aislados de hormigas
transito _ ) o

1Q-1479 1Q-1480 1Q-1323

Figura 14. Ejemplos selectos de morfotipos aislados

Identificacion de los morfotipos fungicos

La determinacién a nivel de genero se basdé en el alineamiento de la region espaciadora transcrita
interna 2 (ITS; Anexo 3) con las secuencias en el repositorio del Centro Nacional de Informacién
Biotecnolégica (NCBI). Se empleé la herramienta de busqueda de alineacion local basica (BLAST)
optimizada para secuencias altamente similares (megablast) a fin de hallar materiales de
referencia “tipo” con mas del 97% de coincidencia y 80% de cobertura.’* La extraccion de ADN
ribosémico, suamplificaciény secuenciacion se realizé en colaboraciéon con el Dr. Jesus Morales
Jiménez adscrito al Departamento de El Hombre y su Ambiente de la Universidad Auténoma
Metropolitana (UAM), segln el método descrito por Martinez-Aldino y colaboradores (2023).5”
Ademas, algunos morfotipos fueron clasificados a nivel de division segun sus caracteristicas

morfolégicas observadas en tinciones con azul de lactofenol (Anexo 4).7#
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Cultivo y extraccion a escala pequena

Para el caso de los hongos filamentosos (248), primeramente, de cada morfotipo elegido al azar
se prepardé un cultivo liquido en 5 mL de caldo PD en tubos de plastico cerrados herméticamente,
gue se inoculd con un trozo de 1 cm? de agar con micelio y se incubd por ~11 dias en agitacion
orbital a 100 rpm, con periodos normales de luz-oscuridad y a temperatura ambiente. Con el
cultivo liquido se inocularon 3 g de cereal Cheerios® contenido en tubos de plastico o matraces
Erlenmeyer de 25 mL de vidrio, cerrados un tapén de papel y tela, que se incubaron por ~25 dias
en reposo bajo las condiciones ya mencionadas. Cuando el micelio cubrié en su totalidad el
cereal se extrajo mediante maceracion con agitacion a 100 rpm por 24 h con una mezcla 50:25:25
de acetato de etilo-metanol-diclorometano (AcOEt-MeOH-DCM). El disolvente de extraccion se
filtré por algoddn desengrasado, se llevé a sequedad y se calculd su rendimiento (Anexo 2).7%%746
Por otro lado, el extracto de los hongos de consistencia mucoide (4) se obtuvo en orden aleatorio
a partir de un nimero variable de cultivos liquidos. Cada cultivé consistié en 70 mL de caldo PD
en un matraz Erlenmeyer de 250 mL que se inoculd con un trozo de agar con colonias, incubado
por ~30 dias en agitacién y bajo las condiciones referidas. Para obtener el extracto los cultivos
liquidos se sometieron a 3 ciclos consistentes en su congelamiento a —23 °C y sonicacién por 31
min. Los cultivos lisados se extrajeron mediante particidon liquido-liquido con un volumen
equivalente de DCM en cuatro ocasiones. El disolvente de extraccion se filtré por sulfato de sodio
anhidro, se concentré y se calculé su rendimiento. Adicionalmente, se incubaron y se extrajeron
controles del medio de crecimiento en su versiéon para morfotipos filamentosos y mucoides, de

forma intercaladay regular a los cultivos fungicos.

Cultivo y extraccion a escala media

Para el estudio quimico, el proceso de cultivo se escalé atamafio medio. En el caso de los hongos
filamentosos se realizé en concordancia con lo descrito para la versién pequena, pero
ajustandose lo necesario a un numero variable de cultivos con 9 g de Cheerios® en matraces
Erlenmeyer de 250 mL (Cuadro 1). El proceso de extraccioén se realizé con ajustes en el volumen
del disolvente, pero también seglin el método que se menciond. Asimismo, un control del medio

de crecimiento también fue considerado.
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Cuadro 1. Condiciones de cultivo a escala media

. Numero de Dias deincubacion Dias de incubacion Extracto
Morfotipo . .
cultivos del caldo en cereal obtenido (g)
1Q-807 26 13 21 1.8
1Q-814 1 13 21 5.2
1Q-819 16 13 21 4.0
IQ-1038 13 13 21 3.9
1Q-1129 4 13 21 1.7
Medio de crecimiento* 2 13 21 1.0

* Cultivos control.

Analisis metabolémico no dirigido
Analisis por espectrometria de masas en tandem

Las adquisiciones se realizaron con un equipo CLAR-HRMS-ESI-PDA-QTOF en el Laboratorio
Nacional de Ciencias para la Investigacion y Conservacion del Patrimonio Cultural (LANCIC) en
el Instituto de Quimica (IQ) de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) con el apoyo
del M. en C. Everardo Tapia Mendoza. En orden aleatorio, los extractos se disolvieron en DMSO a
una concentracion de 2 mg/mL y mediante centrifugacion a 6000 rpm durante 1 min, se retird
cualquier sedimento para analizar sin réplicas el sobrenadante. Las separaciones
cromatograficas se realizaron con una columna de silice modificada C1s Gemini® NX-Cqg (2 x 75
mm, 3 um de tamafo de particula) de Phenomenex® (Torrance, California, EUA) a 30 °C. La fase
mavil consistié en la mezcla de MeCN y agua acida (al 0.1% con acido férmico) a un flujo de 0.4
mL/min, empleandose un gradiente que inicié con el aumento lineal de 15% a 100% de MeCN en
8 min y que se mantuvo en 100% de MeCN por 1.5 min antes de regresar a las condiciones
iniciales. La fuente de ionizacidn por electronebulizaciéon funcioné en modo positivo. Como gas
auxiliar y envolvente se utilizé nitrégeno a 275 °C y 300 °C, respectivamente. El voltaje del capilar
fue 4.5 kV y el de la boquilla 1 kV. Los espectros se adquirieron con el analizador en modo de
barrido completo en un intervalo m/z100 a 2500 y para el analisis en tandem se seleccionaron
los 2 iones precursores mas abundantes por ciclo, que fueron fragmentados mediante
disociacion activada por colisiéon a una energia normalizada de 30 eV. El detector UV-vis PDA

registro las absorbancias a 220, 254 y 320 nm."#-7%

29



Analisis por redes moleculares e identificaciones promisorias

Mediante la Red Molecular Global Social de Productos Naturales (GNPS) se realizaron los analisis
por redes moleculares, estos se basan en la similitud de los patrones de fragmentacion de los
iones precursores a lo largo de los cromatogramas de iones totales (TIC) de la coleccion de
extractos. Una red molecular se compone de nodos unidos por aristas, cada nodo representa un
hipotético compuesto caracterizado por un patrén de fragmentacion consenso y se une por
aristas con otros cuyos patrones superan un umbral de similitud. Asimismo, dicha plataforma
facilita la identificaciéon presuntiva de los nodos mediante el comparativo de sus patrones de
fragmentacion consenso contra una libreria.’#”*’ Los espectros de masas en tdndem se
procesaron con el programa MSConvert de ProteoWizard para anotar los picos mediante al
algoritmo Vendor y transformar los archivos a la extension publica mzML.”’ Los espectros de los
252 morfotipos se cargaron en el servidor de GNPS y se construyeron 2 redes moleculares
clasicas, una para los 248 hongos filamentosos y otra para los 4 mucoides, con los parametros
basicos de 0.02 Da como tolerancia de la masa del ion precursor y de los iones fragmento, 0.7
como puntuacion minima del coseno, un minimo de 6 iones fragmento para conectar dos
espectros consenso, 1999 Da como la diferencia maxima del ion precursor entre dos nodos
vecinos, un maximo de 10 conexiones por nodo, 2 como tamafo minimo de agrupacion, el
agrupamiento en espectros consenso activo, 100 como el nimero maximo de nodos en una red
y restandose las sefiales de 5 muestras de DMSO y de los extractos del medio crecimiento, doce
obtenidos de medio sélido para el analisis de los hongos filamentosos y un cultivo liquido para el

caso de los hongos mucoides. Las redes se editaron con el programa Cytoscape 3.10.3.7%?

La busqueda de los espectros consenso en las librerias se realizé a un nivel 2 de confianza segun
la Iniciativa de Estandares de Metabolédmica (Metabolomics Standards Initiative).®® Se basé en la
coincidencia de la masa exacta del ion precursor con une error menor a 5.1 ppm, una diferencia
de masa menor a 0.0033 Da, que 5 o mas fragmentos fueran compartidosy el coseno de similitud
de los espectros superar un valor de 0.7. Ademas, las librerias se limitaron a los registros de
analisis por ionizacién ESI+ y denominados clase 1 u “oro”, es decir, aguellos cuya informacién
espectrométrica proviene de compuestos aislados y ha sido revisada por pares para serintegrada
a GNPS. Las identificaciones fueron verificadas manualmente para cada morfotipo de acuerdo

con el TIC correspondiente, corroborandose que el error y la diferencia de masa respetaran los
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limites establecidos (Anexo 5). El proceso de realizar identificaciones presuntivas con la finalidad

de evitar su aislamiento se conoce como desreplicar.”

Mapeo de la actividad de compuestos

Mediante la plataforma en linea NP Analyst los datos espectrométricos y de bioactividad fueron
correlacionados a través de puntuaciones basadas en coeficientes de correlacién de Pearsony
medias aritméticas, a fin de identificar promisoriamente las relaciones m7/z responsables del
efecto.’® En este anélisis se consideraron los valores normalizados entre 0y 1 de cada réplica,
por tipo de determinacién y patégeno. Los datos espectrométricos consistieron en la red
molecular clasica generada por GPNS. Para construir una red se fijo la puntuacién de actividad y
agrupamiento en 0.25y 0.1, respectivamente. La red se editd y visualizé en Cytoscape 3.10.3, asi

como en un formato de diagrama de dispersién en el portal de NP Analyst.

Determinacion de la actividad antibacteriana
Patogenos

Las bacterias de trabajo fueron A. baurmannii cepa A564 y K. pneumoniae serotipo K2, la primera
es una bacteria multirresistente sensible a colistina y la segunda se trata de una cepa
hipervirulenta multirresistente.?’*® Estas especies Gram negativas son de origen
intrahospitalario y fueron donadas por el Dr. Rodolfo Garcia Contreras adscrito al Departamento
de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina de la UNAM. Las bacterias se

conservaron criogénicamente a -80 °C en una mezcla 4:1 de caldo Mueller Hinton (MH) y glicerol.

Determinacion del porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano

Se basoé en las directrices del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) para
ensayos de microdilucién en caldo.”™” Se partié de cultivos de las bacterias en caldo MH
incubados por 16-24 h en agitacién a 37 °C. Del cultivo liquido se preparé una suspension
ajustadaa0.5en laescalade McFarland (equivalente a 1.5 x 108 UFC/mL de E. coll) cuya densidad
6ptima medida a 600 nm en una celda de plastico de 1 cm de paso dptico fue 0.08-0.13 unidades
de absorbancia (UA). Sin embargo, los ensayos requirieron una diluciéon 1:20 en caldo MH que se
consideré viable por hasta 15 min una vez preparada. Se emplearon microplacas de 96 pozos, de
300 pL de volumen por pozo y de fondo plano, en experimentos por triplicado en cada una se
distribuyeron 29 muestras, el control positivo, de crecimiento y de esterilidad. A no ser que ese

indique algo mas el vehiculo fue DMSO. El control positivo fue sulfato de gentamicina C o sulfato
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de colistina. Para evaluar las muestras y el control positivo en cada pozo se depositaron 2 uL de
ésta, 88 L de caldo MH y 10 pyL de suspensién bacteriana diluida, para evaluar el control de
crecimiento la alicuota de la muestra consistio en vehiculo y en el caso del control de esterilidad
también se sustituyé la suspension bacteriana por caldo MH. La densidad dptica de los
tratamientos se midié en un lector de microplacas a 600 nm alinicio del periodo de incubaciény
tras 16-24 h de crecimiento a 37 °C, siempre con previa agitacion lineal por 5-10 segundos. Todas
las absorbancias fueron corregidas mediante la resta de la lectura inicial a la final, entonces el
porcentaje de inhibicion se calculd para cada pozo respecto al promedio del control de
crecimiento con la Ecuacién 1. El resultado de cada tratamiento se reporté como el promedio y
la desviacién estandar de las réplicas. Los valores negativos se consideraron un 0% de inhibicién

y el valor maximo a reportar fue 100%.

e g L . Absorbancia sz
Inhibicién del crecimiento bacteriano en % = (1 - - muestra ) (100) Ecuacioén 1
Absorbanciacontrol de crecimiento

La concentracion minima inhibitoria (CMI) se definid como aquella méas pequefa que generd
100% de inhibicion cuando se evalud una serie de concentraciones seriadas a 200, 100, 50, 10, 1
y 0.1 pyg/mL, sin embargo, también se calculé una CMI estimada a partir de la aplicacion de una
funcién modificada de Gompertz sobre la curva concentracidén-respuesta.’”® Ademas, se
determind la concentraciéon minima bactericida (CMB) a partir de un método que siguié las
directrices de la Sociedad Americana de Microbiologia.’* Para lo cual, una vez realizada la curva
concentracion-respuesta se estimo el numero de UFC/mL a las concentraciones con un 100% de
inhibicion del crecimiento. Una dilucion adecuada del contenido de los pozos de cada
concentracidon se sembroé por estriado en cajas Petri de 10 cm de diametro con agar MH, por
triplicadoy se incubaron en oscuridad por 24 h a 37 °C de temperatura. La CMB fue aquella donde
el numero estimado de UFC/mL no excedio el 0.1% de las contadas al inicio del experimento en

los pozos del control de crecimiento.

Determinacion del porcentaje de inhibicion de la formacién de biopelicula

Los compuestos que no inhibieron el crecimiento de A. baumannii cepa A564 en mas del 10%
fueron candidatos idéneos para la busqueda de inhibidores de la formacién de biopelicula. Esta
determinacion se basé en la cuantificacién espectrofotométrica de la biopelicula a través de su
tincién con una disolucién de cristal violeta. El colorante se preparé mediante la disolucién de

750 mg de cristal violetay 250 mg de cloruro de sodio en una mezcla conformada por 4.8 mL de
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formaldehido y 100 mL de una disolucién de etanol al 50% en agua destilada. En resumen, tras
finalizar el ensayo de inhibicion del crecimiento el contenido de la microplaca se retird
minuciosamente mediante suinmersién 3veces en agua corriente, se dejé secary a continuacién
cada pozo se tind con 125 pL del colorante, a temperatura ambiente y por minimo 15 min. El
exceso de colorante se descartd por enjuagues con agua corriente en 3 ocasionesy se dejo secar.
En seguida, el cristal violeta de la biopelicula de cada pozo se solubilizé en 125 pL de acido
acético al 30% en agua destilada y después de un periodo de espera de 15 min a temperatura
ambiente, se determind la absorcidon de luz UV a 570 nm en un lector de microplacas, previa
agitacion lineal por 5-10 segundos. El porcentaje de inhibicién de la formacién de biopelicula se
calculd para cada pozo respecto al promedio del control de crecimiento con la Ecuacién 2. El
resultado de cada tratamiento se reporté como el promedio de las réplicas acompanado de su
desviacion estandar. Los valores negativos se consideraron un 0% de inhibiciéon y el valor maximo

a reportar fue 100%.

Absorbanciamyestra

Inhibicién de la formacién de biopelicula en % = (1— ) (100) Ecuacién 2

Absorbanciagentrol de crecimiento

Estudio quimico
Perfilamiento de la composicién quimica

A fin de conocer la composicién de los extractos y las fracciones de interés, asi como purificar
sus constituyentes, se partié de un método general de anélisis por CLAR (Figura 15); el gradiente
de elusidon se optimizé a partir de este, a fin de lograr sefales cromatograficas resueltas de
acuerdo con los maximos de absorcidon de luz UV y las senales del detector ELS. Como fase
estacionaria se empleé una columna de silice modificada C1s Phenomenex® Gemini NX-C1s (4.6 *
250 mm, 5 um de tamafo de particula) o Waters™ Symmetry® (250 x 4.6 mm, 5 um de tamafio de
particula). La fase movil eluyé a un flujo de 1 mL/min y el método de analisis consistié en un
gradiente de MeCN o MeOH (A) y agua mili-Q al 0.1% con acido férmico (B); el gradiente inicio con
el aumento lineal de 20 a 100% de A en 30 min y se mantuvo constante por 4.5 min antes de
regresar a las condiciones iniciales. El detector UV-vis PDA adquirié en modo de barrido desde
200 a 800 nm, mientras que el detector ELS funcioné con una ganancia de 300, la presidon de gas
nitrégeno fue 25 psi, el tubo de secado se calenté a 50 °Cy el nebulizador al 59% se calenté a 35.4
°C. Las muestras se disolvieron en DMSO o una mezcla dioxano-MeOH 1:1 a una concentracién

de 15 mg/mLy analizé el sobrenadante tras su centrifugacién por al menos 1 min.
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Las fracciones de mediana polaridad consistieron en la fase MeCN-MeOH 1:1 del fraccionamiento
primario. Se reporta la absorcién de luz UV (A1 aAb5)y la sefial del detector ELS (B1 a B5), los cromatogramas
en color azul corresponden a los morfotipos y los cromatogramas en verde al medio de crecimiento.
Muestras analizadas por el método general basado en un gradiente de aguay MeCN.

Figura 15. Cromatogramas de las fracciones de mediana polaridad de algunos morfotipos
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Aislamiento de compuestos y determinacion quimico estructural

El fraccionamiento primario de los extractos escalados se realizé por extracciones
liquido-liquido. En un inicio cada extracto se disolvid y se extrajo en el volumen minimo necesario
(120-300 mL) de una mezcla 1:1 de DCM y agua-MeOH (8:2). A continuacion, la fase en
agua-MeOH se extrajo en al menos cuatro ocasiones adicionales con un volumen equivalente de
DCM. Las fases se filtraron por algoddén desgrasado, la fase de DCM se secd con sulfato de sodio
anhidro; ambas fases se llevaron a sequedad mediante destilacion a presién reducida y se
determind su rendimiento. En la siguiente etapa la fase de DCM se disolvid en el volumen minimo
necesario (< 40 mL) de MeCN-MeOH (1:1) y se sometié a un proceso de desgrase mediante
extraccion con un volumen similar de hexano en al menos 5 ocasiones. Ambas fases también se
filtraron, se secaron y se determind su rendimiento. Para fines comparativos los extractos del

medio de crecimiento solido y liquido también fueron fraccionados de manera similar (Anexo 6).

El fraccionamiento secundario de los extractos se efectud por cromatografia rapida en fase
reversa empleando como fase estacionaria gel de silice modificada C1s Biotage® HP-Sphere™
(Uppsala, Suecia) con tamano de particula de 25 um, en cartuchos y columnas de tamano
variable. Las muestras se aplicaron preadsorbidas en una mezcla de celita® 545y gel de silice de
60 A de tamanio de poro (2:4) o en disolucién. El detector UV-vis PDA adquirié a 254, 360, 450, 580
nm y en modo de barrido desde 200 a 800 nm. Como fase movil se utilizaron mezclas de
agua-acido férmico al 0.1 % y MeOH o MeCN en diferentes gradientes segun el caso, a un flujo de
10-25 mL/min. Los lavados de la columna se realizaron con MeOH o mezcla de MeOH-DCM (8:2).
Se recolectaron automaticamente eluatos de volumen variable (£ 50 mL) de acuerdo con los
cambios del maximo de absorcion, los cuales se agruparon en diferentes fracciones de acuerdo

con el analisis del cromatograma.

El fraccionamiento primario de los extractos escalados se realizé por extracciones
liquido-liquido. En un inicio cada extracto se disolvié en el volumen minimo necesario (120-300
mL)de unamezcla 1:1 de DCMy 8:2 agua-MeOH. A continuacion, lafase en agua-MeOH se extrajo
minimo cuatro ocasiones adicionales con un volumen equivalente de DCM. Las fases se filtraron
por algodén desgrasado, la de DCM ademas por sulfato de sodio anhidro; todas se llevaron a
sequedad mediante destilacidn a presiéon reduciday se determind su rendimiento. En la siguiente
etapa la fase de DCM se disolvié en el volumen minimo necesario (< 40 mL) de MeCN-MeOH 1:1

y se sometié a un proceso de desgrase con un volumen similar de hexano al menos en 5
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ocasiones. Estas fases también se filtraron, se secarony se determind su rendimiento. Para fines

comparativos el extracto del control del medio de crecimiento sélido también fue fraccionado

Para el fraccionamiento secundario por cromatografia rapida se empleé como fase estacionaria
gel de silice modificada Cs Biotage® HP-Sphere™ (Uppsala, Suecia) con un tamafio de particula
de 25 ym, empacadas en cartuchos y columnas de tamafio variable. Las muestras se aplicaron
absorbidas en una mezcla 2:4 de celita® 545 y gel de silice de 60 A de tamafio de poro o en
disolucién. El detector UV-vis PDA del equipo adquirié a 254, 360, 450, 580 nm y en modo de
barrido desde 200 a 800 nm. La fase movil eluyé a un flujo de 10-25 mL/min en una variedad de
gradientes en fase reversa, todos consistentes en una mezcla de agua al 0.1% con acido formico
con MeOH o MeCN y lavados de la columna con MeOH o una mezcla 8:2 de MeOH-DCM. Los
eluatos se recolectaron automaticamente a volumen variable (<50 mL) segun los cambios en el
maximo de absorcién de la fase mdovil, pero un analisis consecuente del cromatograma condujo

a su agrupacion en las fracciones finales.

Los constituyentes mayoritarios de algunas fracciones se aislarony purificaron por cromatografia
de liquidos preparativa y semipreparativa en un equipo de CLAR. Como fase estacionaria se
empled gel de silice modificada C1s empacada en una columna Phenomenex® Gemini NX-Cis (5
pm de tamano de particula) con un tamano de 7.8 x 100 mm y 250 x 21.6 mm. Como fase moévil
se emplearon diversos gradientes a un flujo de 4 y 13-15 mL/min compuesto por la mezcla de
agua al 0.1% con acido férmico y MeOH o MeCN (Anexo 7). Las muestras se disolvieron en el
volumen minimo necesario de dioxano-MeOH 1:1 (30-120 mg/mL), pero por fraccionamiento se
inyectaron manualmente hasta 500 pL del sobrenadante, una vez que la disoluciéon fue
centrifugada por mas de 1 min. El detector UV-vis PDA registro la absorcion de luz a 254 nmy en
modo de barrido desde 200 a 800 nm. Los eluatos se colectaron a volumen variable segun los
cambios en el maximo de absorcién de la fase moévil, pero un analisis cuidadoso del
cromatograma condujo a las fracciones finales. La estructura quimica de los compuestos
aislados se determind a partir del analisis de su informacidn de rotacién éptica, espectroscépica
y espetrométrica, en conjunto con la consulta de las bases de datos SciFinder®, Reaxys® vy el

Dictionary of Natural Products.
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Compuestos aislados de la cepa lQ-1129

El extracto a escala media (1.7 g) se fraccioné mediante separacidn por particién liquido-liquido,
obteniéndose las fases agua-MeOH 8:2 (624 mg), MeCN-MeOH 1:1 (425 mg) y hexano (455 mg). A
continuacion, lafase MeCN-MeOH se adsorbid en una mezcla de celita® (1.7 g) y gel de silice (150
mg) para fraccionarse por cromatografia rapida en fase reversa. Se empled un sistema de elusién
a 20 mL/min consistente en un gradiente de MeCN y agua acida 5:95>5:95 durante 8.5 min,
5:95>100:0 en 10 min y 100:0>100:0 durante 16.5 min, que finalizé con un lavado con
MeCN-MeOH 5:95 durante 20 min. Se obtuvieron ocho fracciones secundarias. Posteriormente,
la fraccion secundaria F7 (48.1 mg) se separd mediante cromatografia de liquidos preparativa a
razén de dos elusiones; la muestra se inyectd disuelta en dioxano-MeOH 1:1 a una concentracién
de 120.3 mg/mL. A un flujo de 14 mL/min el gradiente que se aplicé fue de MeOH y agua acida
70:30~>85:15en 23 min, que prosiguié con un lavado con MeOH. Los eluatos se agruparon entrece
fracciones terciarias. La fraccion terciaria F7.8 (13 mg) se identificé como PF1140 (44, Figura 16).
La fraccién terciaria F7.13 (16.8 mg) se separd mediante cromatografia de liquidos
semipreparativa. La muerta se inyectd a una concentracion de 56 mg/mL en dioxano-MeOH y se
eluyo con un sistema de MeCN y agua acida 75:25>85:15 en 30 min, a un flujo de 4.6 mL/min, del
que se obtuvieron siete fracciones. La fraccidon cuaternaria F7.12.2 (1.3 mg) se identificé como
deoxi-PF1140 (45, Figura 16). El diagrama de fraccionamiento puede consultarse en el Anexo 8.
Las constantes fisicas, la informacién espectroscépicay espectrométrica de los compuestos son

comparables a las de publicaciones previas.’®*7¢’

OH PF1140 (44) H  Deoxi-PF1140 (45)

Figura 16. Compuestos aislados de 1Q-1129

PF1140 (44): polvo ligeramente amarillo; punto de fusion 168-169 °C; HRMS-DART, m/z278.1749
[M+H]" (calculado para CicH2uNQOs, 278.1756, A -2.5 ppm); [a]*®> -146.00 (¢ 0.15, MeOH); la

informacién de RMN puede consultarse en el Cuadro 2y los espectros del Anexo 13 al Anexo 16.
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Deoxi-PF1140 (45): polvo ligeramente amarillo; punto de fusion 155-157 °C; HRMS-DART, m/z
262.1817 [M+H]" (calculado para C1sH24NO,, 262.1807, A 3.8 ppm); [a]**5 -130.53 (¢ 0.19, MeOH);

la informacién de RMN se encuentra en el Cuadro 2y los espectros del Anexo 17 al Anexo 20.

Cuadro 2. Informaciéon de RMN *Cy 'H de 44 y 45

PF1140 (44) Deoxi-PF1140 (45)
Posicion  Tipode L Tipo de L
Oc OH Multiplicidad Oc OH Multiplicidad
carbono carbono
1 C 160.2 C 160.0
3 CH 129.5 7.48 d, /=7.6 CH 128.1 7.49 d,/=7.6
4 CH 98.6 5.87 d, /=7.6 CH 98.2 5.87 d,/=7.6
4a C 159.2 C 158.6
6 CH 74.6 4.63 c,/=6.6 CH 74.5 4.64 c,/=6.5
6a C 33.9 C 33.9
7 CH, 44.6 1.71 m CH, 44.6 1.73 m
1.02 dd, /=141, 1.04 t,/=13.5
12.7
8 CH 27.0 1.54 m CH 27.1 1.56 m
9 CH. 44.3 1.66 m CH. 44.4 1.69 m
0.89 m 0.90 m
10 CH 37.9 1.60 m CH 38.0 1.62 m
10a CH 45.3 2.26 d, /=10.8 CH 45.4 2.27 d, /=10.9
10b C 109.8 C 109.5
" CHs; 14.8 1.25 d,/=6.6 CHs; 14.8 1.26 d,/=6.6
12 CHs 21.6 0.70 S CHs 21.7 0.71 s
13 CHs 23.0 0.86 d,/=6.4 CHs 23.0 0.87 d,/=6.5
14 CHs; 20.5 0.88 d, /=6.6 CH; 20.6 0.94 d,/=6.6

Anélisis de RMN "*C a 100 MHzy RMN 'H a 400 MHz para 44 y RMN *C a 175 MHzy RMN 'H a 700 MHz
para 45. Adquisiciones en CDCls.

Compuestos aislados de la cepa IQ-1038

Elextracto de escala media (3.9 g) se fracciond mediante separacién por particiéon liquido-liquido,
obteniéndose las fases agua-MeOH 8:2 (1.1 g), MeCN-MeOH 1:1 (1.5 g) y hexano (1.1 g). A
continuacion, lafase MeCN-MeOH se adsorbié en una mezcla de celita® (2.5 g) y gel de silice (700
mg) para fraccionarse por cromatografia rapida en fase reversa. A un flujo de 20 mL/min se
empled como fase mévil un gradiente de MeCN y agua acida 5:95->5:95 durante 7 min, 5:95>100:0
en 12 miny 100:0>100:0 durante 17.8 min, que finalizé de un lavado con MeOH por 20 min. Se
obtuvieron ocho fracciones secundarias. Posteriormente, la fracciéon secundaria F3 (185.3 mg) se
separoé por cromatografia liquida preparativa a razén de cuatro elusiones; la muestra se inyecté
disuelta en dioxano-MeOH 1:1 a una concentracion de 280.8 mg/mL. Se aplicé un gradiente a 15

mL/min de MeOH y agua acida 30:70>57:43 en 20 min, que prosiguié con un lavado con MeOH.
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Los eluatos se agruparon en siete fracciones terciarias. En la fraccion terciaria F3.3 se formaron
cristales espontaneamente (112.8 mg), que se decantaron y correspondieron a acido penicilico
(18, Figura 17) de acuerdo con la coincidencia de sus constantes fisicas, datos espectrométricos
y espectroscdépicos disponibles.”®27%° El diagrama de separacion puede consultarse en el Anexo

9.

9

020 7
16

3 ("5 "OH
4
o

s/ Figura 17. Compuesto aislado de 1Q-1038

Acido penicilico (46)

Acido penicilico (46): polvo blanco; punto de fusién 86-87 °C; HRMS-DART, m/2323.1134 [2M+H-
H,O]"* (calculado para CisH1907, 323.1130, A 1.2 ppm); [a]*5 -0.16 (¢ 0.25, MeOH); la informacion

de RMN se halla en el Cuadro 3y los espectros del Anexo 21 al Anexo 23.

Cuadro 3. Informacion de RMN *Cy "H de 46
Acido penicilico (46)

Posicion Tipo de carbono Oc OH Multiplicidad

2 C 171.6

3 CH 89.4 5.12 s

4 C 179.5

5 C 103.2

6 C 139.6

7 CH, 116.5 5.18 s

5.46 S

8 CH; 60.1 3.91 s

9 CH; 17.5 1.75 s
Anélisis de RMN 3C a 100 MHz y RMN 'H a 400 MHz. Adquisiciones en
CDCl.

Compuestos aislados de la cepa lQ-1017

En el extracto a escala pequefia del morfotipo 1Q-1017 (Figura 18) se obtuvo por cristalizacién
espontanea, cristales transparentes que fueron separados por decantacién y se lavaron con
hexano. El material obtenido (58.9 mg) se identificé como brefeldina A (Figura 19) de acuerdo con
la coincidencia de sus contantes fisicas, su informacidon espectrométrica y espectroscépica con

reportes previos. 6476
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Brefeldina A (47)

Figura 18. Morfotipo 1Q-1017 Figura 19. Compuesto aislado de 1Q-1017

Brefeldina (47): cristales transparentes; punto de fusién 204-205 °C; HRMS-DART, m/2281.1763
[M+H]" (calculado para CisH2504, 281.1752, A 3.9 ppm); [a]®> +20.00 (¢ 0.17, MeOH); la

informacién de RMN puede consultarse en el Cuadro 4 y los espectros del Anexo 24 al Anexo 27.

Cuadro 4. Informacion de RMN *Cy "H de 47
Brefeldina A (47)

T LT B 5 Multiplicidad
1 CH 743  3.92 dt, /=9.9,2.6
2 CH 154.4  7.34 dd, /=15.5,3.0
3 CH 116.3  5.71 dd, /=15.6, 2.0
4 c 165.7
6 CH 708 470 ded, /=12.7,6.5,1.7
7 CH. 33.4  1.48 m
1.72 m
8 CH. 26.4  0.75 m
1.79 dd, /=6.6,3.3
9 CH, 314 1.92 tdd, /=10.3, 4.8, 2.4
1.76 ddd, /=4.3,2.7,1.3
10 CH 129.2  5.66 ddd, /=15.1,10.3, 4.6
11 CH 1371 5.20 dd, /=15.3,9.7
11a CH 433 2.30 m
12 CH, 430  1.97 ddd, /=11.6, 8.7, 5.1
1.29 dddd, /=13.1, 8.0, 5.4, 1.3
13 CH 705  4.04 q,/=5.4
14 CH, 40.9  1.65 m
1.82 dddd, /=13.1, 8.6, 4.7, 1.4
14a CH 517 1.70 dd, /=9.7,8.0
15 CHs 207  1.18 d,/=6.2

RMN ®C a 175 MHz y RMN 'H a 700 MHz para 45. Adquisiciones en dimetilsulféxido
deuterado (DMSO-dk).
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Compuestos aislados de la cepa IQ-819

Elextracto de escala media (4.0 g) se fracciond mediante separacion por particion liquido-liquido,
obteniéndose las fases 8:2 agua-MeOH (613.7 mg), 1:1 MeCN-MeOH (1.6 g) y hexano (1.6 g). A
continuacion, la fase MeCN-MeOH se adsorbié en una mezcla de celita® (22.0 g) y gel de silice
(4.6 g) para fraccionarse por cromatografia rapida en fase reversa. Se empled un sistema de
elucion a 10 mL/min consistente en un gradiente de MeCN y agua acida 5:95>5:95 durante 10
min, seguido por ajustes hasta alcanzar 100% de MeCN en 23 miny un lavado con MeOH por 16.6
min; el gradiente se detalla en el Anexo 7. Se obtuvieron diez fracciones secundarias.
Posteriormente, la fraccion secundaria F3 (193.1 mg) se fraccioné mediante cromatografia de
liquidos preparativa a razén de tres elusiones; la muestra se inyectd disuelta en dioxano-MeOH
1:1 a una concentracion de 203.3 mg/mL. El gradiente que se aplicé a un flujo de 14 mL/min fue
MeOH y agua acida 45:55>90:10 en 25 min, que prosiguié con un lavado con MeOH. Los eluatos

se agruparon en 16 fracciones terciarias (F3.1 a F3.16).

La fraccion terciaria F3.3 (18.7 mg) se fraccioné por cromatografia de liquidos semipreparativa.
Esta se inyecté a una concentraciéon de 53.4 mg/mL en dioxano-MeOH y se eluyd con un sistema
de MeCNYy agua acida 45:55>62:38 en 15 min a un flujo de 4.6 mL/min del que se obtuvieron cinco
fracciones (F3.3.1-F3.3.5). La fraccion cuaternaria F3.3.2 (2.7 mg) se identificé como la

tricodermamida A (48, Figura 20).

La fraccion terciaria F3.11 (94.5 mg) se identificé como el acido tricodérmico A (49, Figura 20). La
fraccion terciaria F3.12 (10.7 mg) se fracciond mediante cromatografia de liquidos
semipreparativa. Esta se inyectd a una concentracion de 42.8 mg/mL en dioxano-MeOHy se eluyd
con un sistema de MeCN y agua acida 60:40~>87:13 en 20 min a un flujo de 4.6 mL/min que se
unieron en diez fracciones cuaternarias (F3.12.1 a F3.12.10). La fracciéon cuaternaria F3.12.6 (1.5

mg) se identificé como el acido tricodérmico C (50, Figura 20).

Por otro parte, en la fraccion secundaria F5 (129 mg) se formaron espontdneamente cristales
transparentes que se recristalizaron en MeOH y se decantaron. El precipitado (40.1 mg) se
identific6 como acido tricodérmico o AMF-14 (51, Figura 20). La identidad de los compuestos
48-51 se determiné a través del comparativo de sus contantes fisicas, su informacion
espectrométricay espectroscopica con investigaciones previas.’®7?El diagrama de separacion

puede consultarse en el Anexo 10.
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Figura 20. Compuestos aislados de 1Q-819

Tricodermamida A (48): cristales transparentes; descomposicién térmica a partir de 206-208 °C;
HR-DART, m/z433.1253 [M+H]" (calculado para CyH21N,Og, 433.1247, A 1.4 ppm); [a]*®s +134.29
(c 0.14, MeOH); la informacion de RMN puede consultarse en el Cuadro 5 y los espectros del

Anexo 28 al Anexo 32.

Acido tricodérmico A (49): solido blanco; punto de fusién 104-106 °C; HR-DART, m/z321.2067
[M+H]" (calculado para CisH»90.4, 321.2065, A 0.6 ppm); [a]®> +50.94 (¢ 0.70, MeOH); la

informacién de RMN se reporta en el Cuadro 6y los espectros del Anexo 33 al Anexo 37.

Acido tricodérmico C (50): cristales transparentes; HR-DART, m/z 303.1949 [M+H-H,O]"
(calculado para Cq9H»,03, 303.1960, A -3.6 ppm); la informacion de RMN puede consultarse en el

Cuadro 6y los espectros del Anexo 38 al Anexo 42.

Acido tricodérmico (51): cristales transparentes; punto de fusion 216-218 °C; HR-ESI+-QTOF, m/z
305.2130 [M+H]" (calculado para Ci9H2003, 305.2116, A 4.6 ppm); [a]*®> +50.00 (¢ 0.14, MeOH); la

informacién de RMN se halla en el Cuadro 6y los espectros del Anexo 43 al Anexo 46.
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Cuadro 5. Informacion de RMN *Cy 'H de 48

Tricodermamida A (48)

Posicion

Tipo de carbono Oc On Multiplicidad
3 C 151.3
4 CH, 24.5 2.73 dd, /=19.3,2.3
2.27 d, /=19.3
4a C 69.1
5 CH 75.0 4.48 dc,/=5.1,2.5
6 CH 130.9 5.60 dt, /=10.4,2.1
7 CH 129.0 5.55 dt, /=10.4,2.3
8 CH 68.1 4.23 ddt, /=7.9,5.4,2.7
8a CH 85.7 4.15 dd, /=7.8,2.3
2' C 159.1
3' C 122.6
4 CH 124.0 8.60 s
4'a C 115.3
5’ CH 123.7 7.42 d, /=8.7
6' CH 111.0 7.13 d, /=8.7
7' C 155.4
8' C 137.2
8'a C 145.1
9' CHs 57.0 3.96 s
10' CHs 61.5 3.92 s
-CONH- C 162.4
-CONH- 9.40 s
4a-OH 2.76 S
5-OH 4.53 d,/=4.9
8-OH 4.62 d, /=5.7

Analisis de RMN "*C a 175 MHzy RMN 'H a 700 MHz. Adquisiciones en CD3(CO)CDs.
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Cuadro 6. Informacion de RMN *Cy 'H de 49, 50 y 51

Acido tricodérmico A (49)

Acido tricodérmico C (50)

Acido tricodérmico (51)

Posicién

Tipo de

Tipo de

Tipo de

Oc O Multiplicidad Oc On Multiplicidad dc O Multiplicidad
carbono carbono carbono
1 C 172.8 C 172.6 C 172.7
2 C 124.4 C 126.8 C 124.2
3 CH 140.7 7.29 d, /=121 CH 139.8 7.18 d,/=11.3 CH 140.9 7.29 dd, /=11.0,1.6
4 CH 124.7 6.29 dd,/=14.9,11.2 CH 125.7 6.35 dd,/=15.0,11.3 CH 1246 6.28 dd,/=15.0,11.1
5 CH 149.1 6.19 dd,/=14.1,10.5 CH 149.3 6.18 dd,/=15.0,10.6 CH 149.5 6.20 dd,/=15.0,10.5
6 CHs 12.5 1.94 d,/=1.4 CHjs 12.8 1.91 d,/=1.3 CHs; 12.5 1.94 d,/=1.5
1 CH 49.7 2.51 ddd, /=10.5, CH 51.1 2.54 ddd, /=10.6, CH 50.0 2.50 ddd, /=10.5,
9.1,5.5 9.1,5.5 9.1,5.5
2' CH 36.7 2.22 m CH 37.63% 2.22 m CH 36.7 2.22 qt, /=7.2,5.2
3 CH 133.2 5.61 ddd, /=9.6, 4.4, CH 133.9 5.62 ddd,/=9.6,4.4, CH 1329 5.59 ddd, /=9.6, 4.4,
2.7 2.8 2.8
4 CH 131.1 5.45 dt, /=9.5,2.0 CH 132.7 5.43 dt, /=9.5,2.1 CH 131.6 5.46 dt, /=9.6,2.0
4'a CH 41.6 1.92 sbp. CH 37.99% 2.28 ddt, /=12.9, CH 42.0 1.88 ddt, /=12.8,
10.3,2.6 10.2,2.7
5' CH. 33.1 1.67 dt, /=13.1, 3.5 CH. 45.0 1.26 t,/=13.5 CH. 39.4 1.76 dt, /=13.3,3.5
0.91 c,/=12.9 1.78 dd,/=13.7,3.3 0.97 sbp.
6' CH 45.5% 1.76 m C 72.4 CH 39.7 1.49 m
7' CH 81.9 3.15 t, /=9.6 CH 81.8 2.83 d,/=10.0 CH 82.4 2.74 t,/=9.6
8' CH 43.9 1.41 ddc, /=10.6,9.5, CH 40.4 1.57 tc,/=10.3,6.3 CH 44.0 1.32 m
6.3
8'a CH 45.3% 1.05 sbp. CH 47.2 1.05 sbp. CH 46.0 1.09 sbp.
9' CH. 68.8 3.66 dd, /=10.7,8.7 CH; 28.0 1.24 S CHs; 19.2 1.04 d,/=6.5
3.75 dd, /=10.7,3.7
10' CHs 17.5 1.08 d, /=6.4 CHjs 18.6 1.08 d,/=6.4 CHs 18.2 1.08 d,/=6.4
11 CHjs 16.6 0.96 d, /=71 CHjs 17.0 0.98 d, /=71 CHs 16.7 0.96 d, /=71

*, ¥ Asignamientos intercambiables.
sbp.: Sefial sobrepuesta.
Analisis de RMN "*C a 175 MHzy RMN 'H a 700 MHz. Adquisiciones de 49y 51 en CDCl; y 50 en metanol deuterado CD;0D.
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Compuestos aislados de la cepa IQ-814

Elextracto de escala media (5.1 g) se fracciond mediante separacion por particion liquido-liquido,
obteniéndose las fases agua-MeOH 8:2 (3.1 g), MeCN-MeOH 1:1 (472.5 mg) y hexano (699 mg). A
continuacion, la fase MeCN-MeOH se adsorbid en una mezcla de celita® (2 g) y gel de silice (6.7
g) para fraccionarse mediante cromatografia rapida en fase reversa. Se empled un sistema de
elusién a 10 mL/min consistente en un gradiente de MeCN y agua acida 5:95->5:95 durante 12
min, seguido por ajustes hasta alcanzar 100% de MeCN en 43.7 min y un lavado con MeOH por
42 min; el gradiente se detalla en el Anexo 7. Se obtuvieron ocho fracciones secundarias.
Posteriormente, la fraccién secundaria F3 (86.3 mg) se separd6 mediante cromatografia de
liquidos preparativa a razén de dos eluciones; la muestra se inyecté disuelta en dioxano-MEOH
1:1 a una concentracion de 123.3 mg/mL. El gradiente que se aplicé a un flujo de 15 mL/min fue
MeOH y agua acida 40:60~>73:27 en 20 min, que prosiguié con un lavado con MeOH. Los eluatos
se agruparon en doce fracciones terciarias. La fraccidn terciaria F3.8 (9.2 mg) se separdé mediante
cromatografia de liquidos semipreparativa. Esta se inyectd a una concentracion de 61.3 mg/mL
en dioxano-MeOH y se eluyd con un sistema de MeCN y agua acida 45:55>70:30 en 30 min a un
flujo de 4.6 mL/min, del que se obtuvieron seis fracciones. La fraccién cuaternaria F3.8.4 (2.2 mg)
se elucidé segun se explica en el apartado de Resultados y discusién como (£)-tridec-7-eno-

3,5,6,10-tetraol (52, Figura 21). El diagrama de separacion puede consultarse en el Anexo 11.

OH OH
2 4

8
3 5 6 / 10
1 7 9 1 13 (E)-tridec-7-eno-3,5,6,10-tetraol (52)
OH OH

Figura 21. Compuesto aislado de 1Q-814

(£)-tridec-7-eno0-3,5,6,10-tetraol (52): liquido amarillo; HR-ESI-QTOF, m/z229.1812 [M+H-H,0]"
(calculado para Ci3H250s, 229.1803, A 3.9 ppm; Anexo 47); [a]*®s> +11.67 (¢ 0.06, MeOH); la

informacién de RMN se reporta en el Cuadro 7 y los espectros del Anexo 48 al Anexo 53.
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Cuadro 7. Informacion de RMN *Cy 'H de 52
(£E)-tridec-7-eno-3,5,6,10-tetraol (52)

Posicion

Tipo de carbono dc On Multiplicidad

1 CHs 10.3 0.94 t,/=7.4

2 CH, 29.7 1.56 ddd, /=13.7,7.5,6.4
1.71 ddd, /=13.9,7.5,6.6

3 CH 79.0 4.00 dc, /=7.9,6.7

4 CH, 39.8 1.63 ddd, /=12.7,7.7,6.5
2.35 dt, /=12.6,6.8

5 CH 76.8 4.11 td, /=6.6,5.3

6 CH 85.3 4.15 t, /=6.1

7 CH 131.9 5.55 ddt, /=15.3,7.0,1.3

8 CH 130.1 5.78 dddd, /=15.5,7.7,6.8, 1.1

9 CH, 40.5 2.28 m
2.16 dt, /=15.4,7.6

10 CH 70.8 3.67 m

11 CH, 39.1 1.45 sbp.

12 CH, 19.0 1.36 c,/=7.5
1.45 sbhp.

13 CHs; 14.2 0.93 t,/=7.1

sbp.: Sefal sobrepuesta.
Anélisis de RMN '3C a 175 MHzy RMN "H a 700 MHz. Adquisiciones en CDCls.

Compuestos aislados de la cepa 1Q-807

Elextracto de escala media (1.8 g) se fracciond mediante separacion por particiéon liquido-liquido,
obteniéndose las fases agua-MeOH 8:2 (350.6 mg), MeCN-MeOH 1:1 (459.1 mg) y hexano (997.1
mg). A continuacién, la fase MeCN-MeOH se adsorbidé sobre una mezcla de celita (2 g) y gel de
silice (3.2 g) para fraccionarse por cromatografia rapida en fase reversa. Como fase movil se
empled un sistema de elucién a 10 mL/min que consistié en un flujo isocratico de MeCN y agua
acida 5:95 por 12 min, seguido de un gradiente hasta alcanzar el 100% de MeCN en 42.5 miny
finalizar con un lavado con MeCN y MeOH; el gradiente se describe por completo en el Anexo 7.
Se obtuvieron siete fracciones secundarias. Posteriormente, la fraccion secundaria F1 (50.2 mg)
se separd mediante cromatografia de liquidos preparativa; la muestra se inyectd disuelta en
dioxano-MeOH 1:1 a una concentraciéon de 111.6 mg/mL. El gradiente que se aplicé a un flujo de
14 mL/min fue MeOH y agua acida 20:80>76:24 en 26 min, que prosiguié con un lavado con
MeOH. Los eluatos se agruparon en doce fracciones terciarias. La fraccién terciaria F1.5 (14.5
mg) se separé mediante cromatografia de liquidos semipreparativa. Esta se inyectd a una
concentracion de 45.3 mg/mL en dioxano-MeOH y se eluyd con un sistema de MeCN y agua acida
45:55>68:32 en 20 min a un flujo de 4.6 mL/min. Se obtuvieron cinco fracciones cuaternarias. La

fraccion cuaternaria F1.5.2 (11.7 mg) se identificé como /so-cladospodlida B (53, Figura 22)

46



tomandose en consideracidn la informacion espectrométrica y espectroscoépica disponible.””

El diagrama de fraccionamiento se presenta en el Anexo 12.

OH OH iso-Cladospolida B (53)

Figura 22. Compuesto aislado de 1Q-807

iso-Cladospolida B (53): solido blanco; punto de fusion 86-87 °C; HR-ESI-QTOF, /2 229.1448
[M+H]" (calculada para C1,H2104, 229.1439, A 3.9 ppm); la informacién de RMN se reporta en el

Cuadro 8 y los espectros del Anexo 54 al Anexo 57.

Cuadro 8. Informacion de RMN *Cy "H de 53
iso-Cladospolida B (53)

Posicion

Tipo de carbono Oc O Multtiplicidad

2 C 172.9

3 CH 123.0 6.19 dd, /=5.7,2.1
4 CH 153.7 7.45 dd, /=5.8,1.6
5 CH 86.2 4.98 dt, /=4.7,1.8
6 CH 72.0 3.75 dt, /=6.5,4.8
7 CH: 33.3 1.6 m

8 CH: 29.5 1.33-1.39 m

O% CH, 25.55 1.39-1.48 m

10% CH: 25.72 1.54 m

11 CH, 39.3 1.46 m

12 CH 68.2 3.80 m

13 CHj; 23.7 1.19 d, /=6.1

* Asignamientos intercambiables.

Analisis de RMN "*C a 175 MHzy RMN 'H a 700 MHz. Adquisiciones en CDCls.
Analisis estadisticos
Los anélisis se realizaron con IBM SPSS Statistics versiéon 30 (IBM®, Armonk, Nueva York, EUA). Se
utilizaron las pruebas de Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov para comprobar la normalidad. La
prueba de Levene se utilizd6 para determinar la igualdad de varianzas. Para la significacion
estadistica se considerd un valor de p < 0.05. Las graficas se realizaron con Prism 8 (GraphPad
Software; Boston, Massachusetts, EUA); los diagramas de Sankey fueron creados con

SankeyMATIC y los diagramas de Venn en una pagina electrénica del VIB-UGent Center.””>"7
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RESULTADOS Y DISCUSION

Hormigas y hormigueros bajo estudio

La busqueda de hormigueros activos a nivel del suelo, en el bosque de niebla de la region central
de Veracruz en México, condujo a la recoleccién de 18 muestras de hormigas y 36 muestras de
tierra, divididas en 17 de los alrededores del nido, 17 de los hormigueros y 2 de las areas de
transito. Sin embargo, debido a la actividad humana el bosque esta dividido en fragmentos por lo
que los puntos de colecta fueron una reserva natural y varios espacios modificados
caracterizados por su vegetacion: cafetales, un potrero, un parque ecolégico y un camino
agricola, de los cuales los primeros dos son los menos modificados (Figura 12).””7"” Las especies
de hormigas identificadas fueron Solenopsis geminata, Atta mexicana, Dorymyrmex bicolor,
Nomamyrmex esenbeckii, Cheliomyrmex morosus y Camponotus sericeiventris, que se
clasifican en las familias Mymicinae, Dolichoderinae, Ecitoninaey Formicinae (Figura 23 y Anexo
1). Los nidos de S. geminatay A. mexicanafueron los mas abundantes, al sumar mas de la mitad

de los puntos registrados, en concordancia con los registros previos para la zona de estudio.?
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Figura 23. Clasificaciéon taxondmica de las especies de hormigas recolectadas
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Las variaciones en el estilo de vida de las hormigas, la formay el tamano de sus nidos impactaron
positivamente en la diversidad de los puntos muestreados y, en consecuencia, de la micobiota
bioprospectada. N. esenbeckiiy C. morosus de la subfamilia Ecitoniane son llamadas hormigas
“legionarias” y debido a que no anidan en el suelo se tom¢ tierra de sus areas de transito o
caminos. De S. geminatala muestra de tierra representé de forma integra sus nidos, pero de A.
mexicanase muestreo por separado la parte externa e interna, esto es, elmonticuloy sus tuneles;
ambas especies estan clasificadas en Myrmicinae. De D. bicolor, subfamilia Dolichoderinae, se
muestred un monticulo correspondiente a la porcion externa de su hormiguero. El sitio de
anidacion de lahormiga “carpintera” C. sericeiventris, subfamilia Formicinae, no fue considerado

dado que esta anida en los arboles.

Coleccion de morfotipos flingicos

Del proceso de aislamiento se obtuvieron 698 cultivos fungicos axénicos, asi como 35 cultivos no
axénicos cuya separacion excedia el tiempo disponible para esta fase del proyecto y 59 cultivos
que perdieron viabilidad antes de su aislamiento. En cuanto a la coleccién de cultivos o
morfotipos axénicos, de las muestras de tierra se aislaron 666 hongos filamentosos y cuatro de
consistencia mucoide, mientras que de los enddégenos fueron 28 filamentosos (Cuadro 9 a
Cuadro 11). De acuerdo con lo observado durante el proceso de aislamiento, los hongos
enddégenos crecieron particularmente lento respecto al resto. En general, por cada muestra de
tierra se obtuvieron en promedio 18 morfotipos filamentosos y de las hormigas cuatro; los
mucoides se aislaron mayormente de tierra de monticulos de A. mexicana. Es importante indicar
que en cuanto al aislamiento de hongos entomaégenos, no se aislaron morfotipos del interior de
las hormigas S. geminata y D. bicolor, proponiéndose que el tiempo de esterilizacion del
exoesqueleto segun se describe en los Métodos resulté excesivo para estas hormigas pequefias.
La coleccién de morfotipos es la primera en abordar la micobiota cultivable de hormigas y
hormigueros en areas modificadas y conservadas del bosque de niebla, asimismo, también lo es
desde el punto de vista de las especies de hormigas, a excepcion de A. mexicana.”’® %’ Aunque,
por otro lado, si hay reportes sobre los hongos filamentosos del suelo del bosque de niebla en la
region central de Veracruz. La poblacién de micromicetos se ha descrito como rica, diversa,
equitativa, con un alto recambio y varios organismos exclusivos entre sitios, mientras que el
estudio de los hongos macroscopicos ha llevado al descubrimiento de especies nuevas. "% En

lo que concierne a especies de hormigas, los reportes mas cercanos a nivel de género tratan la
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micobiota de Solenopsis invicta en colonias en EUA y China, asi como entomopatdgenos de

varias especies de Camponotus.’®*7'%

Cuadro 9. Morfotipos mucoides aislados del suelo

. . Ti " . ti
Especie de hormiga PO d.e, Sitio de muestreo Nido Can Id?d de
vegetacion morfotipos
i 14 1
Cafetal Hac!enqa
. El Triandn 17 1
Atta mexicana
Camino Localidad 10 1
agricola La Ordufa
Solenopsis geminata Cafetal Finca 5 1

Los Magueyes

Cuadro 10. Morfotipos filamentosos aislados del suelo

Cantidad de morfotipos por origen

Especie de Tipo de Sitio de

. ., Nido Del monticulo o De los De los
hormiga vegetacion muestreo . o .
sitio de transito tuneles alrededores
R h 2 20 - 18
Potrero a,nc .0 4 19 - 17
ElAguila
1 19 - 23
Finca 5 32 - 34
Cafetal Los Magueyes 6 30 - 34
Solenopsis afeta Hacienda
; L 1 2 - 2
geminata El Trian6n 3 3 0
Bos‘que de Reserva 7 13 i 14
niebla natural
Parque
esslrguizo ecologico 16 21 - 21
g El Haya
Subtotal: 177 - Subtotal: 181
2 - 1
Camino Localidad 9 3 5
agricola La Orduna 10 7 ) 15
Atta mexicana g 11 14 - 13
. 14 8 7 19
Cafetal ;aTcr;Z:gi 15 16 ; 11
17 12 20 12
Subtotal: 90 Subtotal: 27  Subtotal: 85
Dorymyrmex Rancho
bicolor Potrero El Aguila 8 12 i 21
Nomamyrmex Bosque de Reserva
. . 8 20 - 18
esenbeckii niebla natural
Camponotus Hacienda
Cafetal L, 12 20 - 15
morosus El Trianon

Se aislaron un total de 666 morfotipos: 279 provienen de monticulos, 40 de areas de transito, 27 de
tunelesy 320 del terreno circundante. Adicionalmente, 35 morfotipos no lograron ser aislados mediante
resiembrasy 57 fueron inviables bajo las condiciones de crecimiento.
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Cuadro 11. Morfotipos filamentosos aislados de hormigas

Especie de hormiga Tipo de vegetacion Sitio de muestreo Hormiga Cantlda!d de
morfotipos
Camino agricola Localidad 14 4
. g La Orduna 17 4
Atta mexicana
Hacienda 9 2
Cafetal L
ElTrianon 10 12
Subtotal: 22
Campgnotu; Camino agricola Locallda~d 18 4
sericelventris La Ordufa
Nomamyrmf;x Bosque de niebla Reserva natural 8 1
esenbeckil
Cheliomyrmex Cafetal Hac!ent?la 12 1
morosus ElTrian6n

Se aislaron un total de 28 morfotipos. Adicionalmente, 2 fueron inviables bajo las condiciones
de crecimiento.

Coleccion de extractos

La coleccion de 252 extractos organicos se conforma a partir de los cuatro morfotipos mucoides
y 248 filamentosos, los ultimos consistentes en casi todos los enddgenos de hormigas (25) y una
porcion de los aislados de la tierra (223, Figura 24); aunque otros 22 morfotipos también fueron
considerados, pero no se desarrollaron en el medio de crecimiento. Por su elevado numero sélo
el 33.5% de los morfotipos filamentosos aislados de la tierra se cultivd, aplicandose para tal fin
un muestreo estratificado proporcional que conservd representadas las variables acerca del
origen del morfotipo: la especie de hormiga, la vegetacion asociada y el punto de muestreo por
nido, area de transito o alrededor (Anexo 2). Los morfotipos excluidos podrian estudiarse en el
futuro tomando en cuenta la informacién quimico-biolégica reportada en este proyecto. El
rendimiento obtenido a partir del cultivo de los morfotipos filamentosos fue de 2.9 a 158.3 mg de
extracto por gramo de cereal y el de los mucoides fue de 2.4 a 234.8 mg por litro de caldo PD
(Anexo 2). ElL menor rendimiento de cultivo de algunos morfotipos puede explicarse
principalmente por el pobre ajuste de las condiciones de crecimiento y el medio de cultivo a los
requerimientos del microorganismo; lo cual se acentud en los que fueron incapaces de crecer en

cereal en la fase de escalamiento.’®%®"
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Tipo de hongo: Especie de hormiga asociada:

M Colonia filamentosa (248) S. geminata (1)

l Colonia mucoide (4) I M A. mexicana (3)

Especie de hormiga
asociada:

M S. geminata (108)

M A. mexicana (95)

Alrededores Area de transito Hormigas )
M D. bicolor (10
(106) (16) (25) icaiore)
B N. esenbeckii (16)
M C. morosus (15)
Mo(nti;ulo Tuneles M C. sericeiventris (4)
93

Distribucién de los morfotipos bioprospectados segun el aspecto de su colonia (A) y origen de los
morfotipos mucoides (B) y filamentosos (C) por especie de hormiga a la que se asocian. En paréntesis se
indica el total de morfotipos representados.

Figura 24. Clasificacion de los morfotipos bioprospectados

Actividad antibacteriana

La actividad inhibitoria del crecimiento bacteriano fue determinada para la coleccion de
extractos, contra dos patégenos Gram negativos a una concentracion de 250 ppm. Varios hongos
filamentosos fueron bioactivos, pero ninguno de los mucoides fue destacable. Se descubrié que
el desempefno de los hongos filamentosos fue mejor contra la cepa de A. baumannii
multirresistente, que contra K. pneumoniae hipervirulenta; el valor maximo de inhibicion sobre la
primera fue del 73.4% y contra la segunda del 34.7%. Ademas, 222 extractos inhibieron a la
primera bacteria y 128 a la segunda (Figura 25A). Las comparaciones estadisticas acerca de la
bioactividad frente a A. baumannii de los morfotipos filamentosos, segun el punto de muestreo,
no evidenciaron diferencias significativas entre las medianas de los grupos (Figura 25B). Tampoco
se encontré una diferencia entre las medianas cuando el comparativo se limité a las especies de
hormigas mejor representadas: S. geminatay A. mexicana (Figura 25C). Varios estudios han
reportado que las comunidades fungicas difirieren entre los hormigueros y el suelo, sin embargo,

en esta investigacion esa diferencia no se ve reflejada en la bioactividad de sus extractos.?’#?
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Comparativa sobre la bioactividad de los morfotipos, una linea conecta al mismo hongo (A). Las graficas de violin comparan el efecto en relacién con el
origen del morfotipo (By C), las medianas de los grupos no difieren estadisticamente (prueba de Kruskal-Wallis, p=0.13en By p=0.09 en C). Las graficas
de barras (Dy E) muestran los diez valores de inhibicion mas altos por patdgeno, se reporta el promedio y la desviacion estandar de minimo un triplicado;
los asteriscos sefialan los morfotipos asociados con hormigueros. Muestras evaluadas a una concentracion final de 250 ug/mL, el control positivo fue
gentamicina en agua a 64 mg/L (C1+) y en DMSO a 8 mg/L (C2+); también colistina en agua a 20 pg/mL (C3+). C-: control negativo. Modificado de Aguilar-
Colorado, Morales-Jiménezy Rivera-Chavez (2025). %%

Figura 25. Inhibicién del crecimiento bacteriano por los morfotipos bioprospectados
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Los mejores porcentajes de inhibicion (media = desviacidon estandar) contra A. baumannii
corresponden a los morfotipos 1Q-1129 (73.4 + 3.2%) e IQ-814 (66.7 = 3.8%), cuyo efecto difirié de
manera estadisticamente significativa de entre los 10 mejores porcentajes (analisis de varianza
de Welch, p < 0.05; pos hoc prueba de Games-Howell al 95% de nivel de confianza; Figura 25D).
En cambio, contra K. pnuemoniae no puede destacarse ninguno de entre los 10 mejores
resultados (analisis de varianza de Welch, p <0.05; pos Aoc prueba de Games-Howell al 95% de
nivel de confianza; Figura 25E). Los morfotipos asociados con los 10 extractos de mayor actividad
bioldgica contra A. baumannii provienen segun su punto de muestreo de los alrededores (5), los
monticulos (3), los sitios de transito (1) y los tuneles (1); mientras que por la especie de hormiga
se asociaron con S. geminata (6), A. mexicana (2), D. bicolor(1)y C. morosus (1); finalmente, en
cuanto a la vegetacion del area de muestreo provinieron de los cafetales (4), del potrero (3), del
bosque de niebla (2) y de un parque ecolégico (1). Se ha propuesto que las actividades agricolas
y humanas provocan un incremento de la abundancia de genes de resistencia en las bacterias
delsuelo, debido a su exposicidn a los antibidticos; especulamos que esto puede explicar porque
algunos de los mejores morfotipos contra A. baumanniiprovienen de areas perturbadas.’* ¥ En
cuanto a A. mexicana, puede sospecharse que la actividad antibacteriana de los extractos de su
micobiota no sobresalio debido a la sanitizacidén que las hormigas aplican aliinterior de sus nidos
para controlar la poblacién fungica; también porque su cuticula es un reservorio de Acinetobacter
spp. Yy Klebsiella spp., lo que puede reflejar un ambiente propicio para estas bacterias al interior
de los nidos.’ Los resultados de bioactividad presentados son de los primeros en evaluar la

susceptibilidad de las bacterias multirresistentes a la micobiota de las hormigas en estudio.

Analisis metabolomico no dirigido

La diversidad quimica de la coleccion de extractos se visualizd en redes moleculares clasicas, de
manera separada para los hongos filamentosos y mucoides (Figura 26). En general, en un analisis
por redes moleculares la composicion quimica se representa como nodos, que son en realidad
un espectro de masas consenso. Cada espectro consenso es creado a partir del alineamiento de
la fragmentacidon secundaria correspondiente, en los analisis de espectrometria de masas en
tandem de los extractos; la similitud entre los espectros consenso determina la unién de los
nodos con aristas. Cada nodo puede interpretarse como un presunto compuesto y las redes de
estos indican que comparten una base estructural. La puntuaciéon de coseno mide la similitud

entre pares de espectros desde cero a uno, 1 significa que la fragmentacién es idéntica. Los
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analisis de tipo clasico adolecen de representar como nodos diferentes los aductos de una

misma molécula, pero en general, son Utiles para representar la diversidad quimica.’?®

Red de morfotipos filamentosos (A) y mucoides (B). Las redes formadas por al menos tres nodos con el
mismo origen estan encerradas en un ovalo punteado. Modificado de Aguilar-Colorado, Morales-Jiménezy
Rivera-Chavez (2025).7%

Figura 26. Red molecular global de los morfotipos bioprospectados
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El andlisis por redes moleculares de los hongos mucoides refleja la diversidad quimica de cuatro
morfotipos, la mayoria provenientes de monticulos de A. mexicana. Dada la inactividad biolégica,
su estudio quimico todavia puede ser valioso para otras investigaciones ya que ninguno de los 58
nodos fue identificado de manera presuntiva. Por otro lado, las redes de los hongos filamentosos
se componen de 3036 nodos, provenientes de 248 morfotipos, la mayoria clasificables como
probables moléculas pequefias (Figura 27A).7*”EL 35.8% de los nodos son solitarios, es decir, que
el espectro consenso difirio lo suficiente del resto y podrian considerarse estructuras inusuales,
mientras que el 64.2% se organiza en redes, interpretables como grupos de derivados
estructurales. Son de importancia los nodos cuyos morfotipos asociados comparten origeny que
constituyen una diversidad quimica exclusiva (1863), solo accesible a través del estudio quimico
de los hongos aislados de un punto del nido o los alrededores (Figura 27B); con morfotipos de
diversos origenes se asociaron 1173 nodos. Al respecto, la diversidad quimica exclusiva de la
micobiota de los monticulosy los alrededores se hallé similar en magnitud, seguin el comparativo
de la cantidad de nodos, de redes y de aristas por nodos (Figura 27C); la composicion de los
hongos de los tuneles, las areas de transito y los endégenos no pudo contrastarse debido a su
subrepresentacion en la coleccidn fungica. También son aprovechables desde un punto de vista
quimico.
La grafica de dispersion
muestra en orden
ascendente la relacion m/z
de los iones precursores de
todos los nodos (A). El
diagrama de Venn refleja la
distribuciéon de los nodos
segun el origen de su
morfotipo asociado (B). La
grafica de columnas
representa el porcentaje de
nodos exclusivos en
relacion con el nimero de
aristas que poseen (C).
Modificado de Aguilar-

Colorado, Morales-Jiménez
y Rivera-Chavez (2025).7%

Figura 27. Atributos de los nodos y las aristas de la red molecular global
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A partir de 16 hongos filamentosos se identificaron promisoriamente 15 metabolitos secundarios
clasificables mayoritariamente como policétidos, alcaloides y péptidos cuyo nucleo estructural
incluye meroterpenos, xantonas, antraquinonas, naftalenos, esteroides, poliprenoles,
azafilonas, dipéptidos, cumarinas, por mencionar algunos ejemplos (Figura 28 y Anexo 5). Cabe
decir que este analisis desreplicativo no asegura la identificacion del estereocisémero disponible
en la libreria por lo que no se indica en las estructuras dibujadas. Ademas, las identificaciones
presuntivas siempre requeriran evidencia experimental para asegurar la presencia de la molécula
en el extracto. Los compuestos identificados fueron pirenocina A (54), secosterigmatocistina
(55), versiconol (56), oxalicina B (57), deacetilcloronectrina (58), LL-Z 1272 £ (59), azafilona 60,
policétido ciclico 61, triterpenoide tipo oleanano 62, SCH 60059 (63), asperversiamida F (64),
fonsecina (65), 1',2'-deshidropenicillida (66), vermixocina A (67). y austalida 68. Cabe mencionar
que los nodos de algunos compuestos forman parte de redesy por talrazén sus correspondientes
morfotipos son candidatos para encontrar derivados estructurales. No obstante, puede notarse
que ciertas moléculas similares no forman parte de la misma red (55-56 y 66-67), esto se debe a
que el algoritmo de agrupacion de GNPS no es 6ptimo para todos los casos cuando se construyen
las redes. La dereplicacion facilité la identificacion de varios morfotipos cuyo estudio quimico no
fue considerado porque podrian llevar al aislamiento de moléculas conocidas, pero al mismo
tiempo incrementé el conocimiento sobre la probable composicidon de los hongos del suelo del

bosque de niebla y de los provenientes de hormigueros y hormigas.

La diversidad quimica se unificé con la informacién biolégica mediante el mapeo de la actividad
de compuestos, realizado con la plataforma NP Analyst y que identifica los iones precursores de
las supuestas moléculas bioactivas.” En este tipo de red de bioactividad los morfotipos se
representan por nodos cuadrados y los iones precursores por nodos circulares, unidos entre si
por aristas cuando estan relacionados. La prediccién se mide en dos puntajes, que se codifican
en eltamanoy el color de los nodos circulares. El tamafo del nodo incrementa con el puntaje de
actividad, que mide la intensidad de la actividad biolégica predicha, y el color se oscure a mayor
puntaje de agrupamiento, el cual mide la similitud del efecto bioldgico entre los extractos que
poseen la relacién m/z. De acuerdo con los creadores de NP Analyst, para el rastreo de los

compuestos bioactivos se prefieren puntajes altos.
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Cada molécula se une a su nodo, en cuyo interior se indica la relacidon m/zdelion precursor. En las redes
el coseno de similitud esta codificado en el grosor de las aristas. Modificado de Aguilar-Colorado, Morales-
Jiménez y Rivera-Chavez (2025).7%

Figura 28. Compuestos presuntamente identificados en la red global
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Debido a lo promisorio de los resultados, se maped la inhibicion del crecimiento de A. baumannii
por la coleccién de hongos filamentosos (Figura 29). Las redes correlacionaron 90 iones
precursores con valores de 121 a 1804 m/z. Algunos nodos representaron hasta 50 morfotipos
distintos y se les predijo una bioactividad baja, ya que el valor maximo del puntaje de bioactividad
fue 0.7, pero el valor mas alto posible fue 3. Una revision de los nodos con puntajes de
agrupamiento de 0 a 0.099 reveld relaciones m/z con buenas a moderadas predicciones de
bioactividad (~1.7; Figura 30). De forma general, un puntaje de agrupamiento pequefio implica
poca coherencia de la bioactividad a lo largo de los morfotipos en que se presento larelacion m/z,
en este sentido, para el analisis significa que a la relacidn m/z se le predice su efecto en solo
algunos de los morfotipos en que se encuentra. Esta informacién provisional fue considerada
para la seleccién de morfotipos a estudiar quimicamente, de entre los que destacaron las cepas
1Q-1129, 1Q-814 e 1Q-1103. Sin embargo, ya que las aplicaciones de NP Analyst son limitadas
dada su reciente publicacién, este trabajo puso a prueba las predicciones para todos los

compuestos aislados.
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Unicamente se muestran los nodos (90) presuntamente bioactivos con un puntaje de agrupamiento y de
bioactividad de minimo 0.25y 0.1, respectivamente. El nodo correspondiente al acido tricodérmico Ay C
(49 y 50) esta sefialado con una flecha (detectados como [2M+H]*). Modificado de Aguilar-Colorado,
Morales-Jiménez y Rivera-Chavez (2025).7%

Figura 29. Mapa de la inhibicion del crecimiento de A. baumanniipor los morfotipos
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Se representan 276 nodos con un puntaje de agrupamiento de 0 a 0.099 y un puntaje de bioactividad de
>0.25. Ay B representan el acido penicilico (46) y deoxi-PF1140 (45), respectivamente. Modificado de
Aguilar-Colorado, Morales-Jiménez y Rivera-Chavez (2025). 7%

Figura 30. Diagrama de dispersion de iones precursores presuntamente bioactivos

Estudio quimico

En consideracion de la actividad inhibitoria del crecimiento de A. baumannii, el rendimiento de
extraccion advertido en la etapa de cribado, los compuestos desreplicados y la prediccién de las
relaciones m/z bioactivas, se seleccionaron los morfotipos 1Q-1129, 1Q-814, 1Q-819, 1Q-1038 e
IQ-807 para ser estudiados quimicamente (Figura 18 y Figura 31). De acuerdo con la
determinacién taxondmica basada en la region ITS4 del ADN, los hongos 1Q-819, IQ-814 € 1Q-807
corresponden a Trichoderma sp., Clonostachys sp., y Cladosporium sp., de forma respectiva
(Anexo 3). En cuanto alQ-1129, 1Q-1038 e IQ-1017, fueron identificados a nivel morfolégico como
ascomicetos, pero se requerirdn estudios moleculares adicionales para profundizar en su
clasificacion (Anexo 4). El efecto inhibitorio de los extractos a mayor escala fue corroborado y la
evaluacion de sus fracciones primarias permitié enfocar el estudio a las de mediana polaridad
(solubles en MeCN-MeOH 1:1; Figura 32). Un caso particular fue el de 1Q-814, cuyo extracto
perdié actividad, pero la recuperd una de sus fracciones primarias, tal vez debido a efectos
antagonicos entre los multiples componentes del extracto. ’? La actividad del morfotipo 1Q-1038
se perdié desde el extracto, sin embargo, se optd por aislar su componente mayoritario mas

accesible (Figura 15).
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Ascomicete Ascomicete Trichoderma sp. Clonostachys sp. Cladosporium sp.

1Q-1129 1Q-1038 cepa lQ-819 cepa lQ-814 cepa 1Q-807
De un monticulo de De los alrededores De un tunel de De los alrededores De un monticulo de

S. geminata a S. geminata A. mexicana aD. bicolor S. geminata

Cada columna es un morfotipo sometido a estudio quimico. De arriba abajo se describe su origen, su
morfologia en agar PD y en cereal Nestlé Honey Cheerios®. Modificado de Aguilar-Colorado, Morales-
Jiménez y Rivera-Chavez (2025).7%

Figura 31. Morfotipos seleccionados para su estudio quimico

De cada morfotipo se reporta el efecto del extracto total del cultivo escalado y sus fracciones primarias en
orden de polaridad creciente. Las muestras disueltas en DMSO se evaluaron a una concentracién final de
250 pg/mL. Se grafica el promedio de minimo un duplicado y su desviacion estandar. El extracto de la cepa
IQ-1038 y sus fracciones primarias fueron inactivas. El control positivo (C+) consistié en gentamicina en
DMSO a 64 mg/mL. C-: control negativo. CE: control de esterilidad.

Figura 32. Inhibicion del crecimiento de A. baumanniipor las fracciones primarias
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Los fraccionamientos subsecuentes de las fracciones primarias condujeron al aislamiento de los
compuestos PF1140 (44) y deoxi-PF1140 (45) del ascomiceto 1Q-1129; el acido penicilico (46) del
ascomiceto 1Q-1038; la brefeldina A (también llamada decumbina; 47) del ascomiceto IQ-1017;
la tricodermamida A (48), el acido tricodérmico A (49), el acido tricodérmico C (50) y el acido
tricodérmico (también llamado AMF-14; 51) de 7richodermasp. 1Q-819; la /so-cladospolida B (53)
de Cladosporium sp. 1Q-807 y el nuevo polialcohol insaturado (£)-tridec-7-eno-3,5,6,10-tetraol
(52) de Clonostachys sp. 1Q-814 (Figura 33). Los diagramas de fraccionamiento del Anexo 8 al
Anexo 12 describen con mas detalles el aislamiento de los compuestos; cabe senalar que se
advirtid la transformacion de 44 en 45 cuando se conservo disuelto en CDCls. La identificacion de
los compuestos conocidos 44-51 y 53 se baso en el comparativo de sus puntos de fusién, su
rotacién dptica, sus constantes espectroscopicas de RMN ('H y "*C) y su masa exacta con lo
reportado en la bibliografia (Anexo 13 al Anexo 57). En cambio, por su novedad, en seguida se
describe brevemente la elucidacion estructural de 52. La formula molecular de 52 se determind
como Cy3H204 con un grado de instauracidon, segun se calculd a partir del ion [M+H-H20]"
observado en los andlisis HRMS (Anexo 47). El analisis de los espectros de RMN *C, 'H y HSQC
reveld que la molécula se compone de dos grupos metilos, cinco grupos metilenos y seis grupos
metinos. De acuerdo con sus desplazamientos quimicos, dos de los grupos metinos estan unidos
a los carbonos de un doble enlace en posicién trans (6¢/04 131.9/5.5y 130.1/5.7, /= 15.3 Hz),
mientras que el resto pertenecen a cuatro oximetinos (8¢ 79.0, 76.8, 85.3 y 70.8). Ya que la
molécula tiene un solo sistema de espin, su conectividad se establecié mediante el analisis de
los espectros COSY y HMBC. La configuracidn relativa se establecio a partir de las correlaciones
NOESY vy el anélisis de las constantes de acoplamiento. Los espectros de RMN de 52 pueden

consultarse del Anexo 48 al Anexo 53.

La busqueda de los compuestos aislados en el analisis por redes moleculares revela que en casi
todos los casos sus nodos se unen por aristas con otros (Figura 33). En este sentido, el tamafio
de lared en la que se encuentran permitio inferir la disponibilidad de varios derivados que pueden
explorarse en investigaciones consecuentes de los morfotipos de la coleccion; excepto en el caso
de 47, unicamente hallado en la cepa IQ-1017 y que esta representado por un nodo solitario.
Cabe decir que 53 de Clonostachys sp. 1Q-814 no aparece en el analisis por redes, tal vez como
consecuencia de una pobre ionizacién bajo las condiciones espectrométricas empleadas y que
llevod a su filtrado como ruido durante los analisis metabolémicos. Por otro lado, debido a la

actividad antibacteriana del hongo IQ-1129y de sus compuestos aislados seglin se explicaen la
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siguientes secciones, se realizé el marcaje manual de los derivados presuntivos de 44 y 45. El
nodo proximo a 44 con un coseno de similitud de 0.98 y una relaciéon m/2280.1902 (en el analisis
espectrométrico de 1Q-1129), se conjetura que corresponde al ion [M+H]" de la
deoxiakantomicina (69; calculado para C16H2sNO3, 280.1912, 3.6 ppm; Figura 34), que se reportd
como un producto de degradacién de 44 por De Silva y colaboradores (2009).%° Adicionalmente,
el nodo cercano a 45 con un coseno de similitud de 0.89 y una relacién m/z 264.1586 (en el
analisis espectrométrico de 1Q-1039), no pudo identificarse como el ion [M+H]* de ningun
compuesto descrito en la literatura (calculado para CisHNOs;, 264.1599, 4.9 ppm). Estos
ejercicios de identificacion presuntiva constatan la oportunidad de hallar otras piridinonas en la

coleccién fungica.
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PF1140 (44)

0.98 AWM
el 0.97 G2
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< Y
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OH OH Acido tricodérmico A (49)
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HO "

Brefeldina A (47)

OH

OH OH iso-Cladospolida B (53)
2

OH  OH (£).tridec-7-eno-3,5,6,10-tetraol (52) Coseno: 0.7 1.0

El nimero sobre las aristas indica el valor del coseno de similitud, que también se codifica en el grosor de
las aristas. Modificado de Aguilar-Colorado, Morales-Jiménez y Rivera-Chavez (2025).7%

Figura 33. Redes y nodos de los compuestos aislados
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aond

Figura 34. Deoxiakantomicina (69)

Acerca de los compuestos aislados

El compuesto 44 fue originalmente aislado de una especie de Eupenicilliumen 1995y patentado
araiz de su amplio efecto antiflingico contra una variedad de especies de Candida.’”®’ También se
ha aislado de varias especies de Penicillium, se conoce su ruta biosintética y su configuracién
absoluta.’® 79924 Se ha descrito su efecto fitotdxico /n vitro sobre el fresno (Fraxineus excelsion y
la lechuga (Lectuca sativa), asi como su efecto inhibidor del crecimiento del hongo fitopatdégeno
Hymenoscyphus fraxineus, de una variedad de lineas celulares de cancer y de algunos
microorganismos patégenos de interés en medicina, como £. coli cepa ATCC 9637 (CMI de 8.3
pg/mL) y el parasito intracelular Mycoplasma genitalium (CMI de 0.08 pg/mlL).76%202-204 E|
compuesto 45 fue aislado en 2009 a partir de Penicillium sp. de origen marino y fue inactivo en
ensayos /n vitro de inhibicidn del crecimiento bacteriano y de una linea celular de linfoma
murino.’® Actualmente, la familia quimica de las N-piridin-2-onas a la que pertenece 44y 45 se
compone de por lo menos otros 15 compuestos (Figura 35), de entre los que podemos destacar
a la cordypiridona D (79) por su efecto antibacteriano /n vitro, con una CMl de 62.5 pg/mL contra
S. aureus cepa ATCC 29213; 63 se aislé de Penicillium nothofagi endofito de la conifera Abies

beshanzuensis.?®®

El compuesto 46 es una micotoxina descrita entre los aflos 1910y 1913, comuUnmente aislada de
muchas especies del género Penicillium; su actividad citotéxica y antimicrobiana /n vitro es
conocida, pero se trata de un metabolito indeseable dada su toxicidad contra los mamiferos.?%%-
2% |a lactona 47 fue asilada originalmente del hongo del suelo Penicillium decumbens en 1958,
posee in vitro actividad antifingica, antiviral, fitotdxica, citotdxica y antiinflamatoria.?’>?’% Su
configuracion absoluta se ha determinado por cristalografia de rayos X, su sintesis y biosintesis
también han sido publicadas. #4242’ Recientemente, su capacidad para bloquear el trafico de
proteinas entre el aparato de Golgi y el reticulo endoplasmico en cultivos celulares lo ha

convertido en un reactivo Util en investigaciones sobre sistemas de secrecién.?*?"7

64



| | | |
OH  Cordypiridona A (70) OH' Cordypiridona B (71) OH ' pyridoxatina (72) OH ' 8-metilpyridoxatina (73)

:
N (0]

| | |
OH  Akantomicina (74) OH  peoxiakantomicina (75) OH  Fysaricida (76) SN Cordypiridona C (77)

0 (e]
|5| OH A
N o) N (0]
' o H_
O Cromenopiridina A (78) O~_ Cordypiridona D (79) >~ Asperpiridona A (80) Trichodina A (81)

H

K:
O
X

N~ "0

|
H .
Trichodina B (82) O._ Leporin A (83) OH  Leporin B (84)

Reportados por Silva et al., 2009 (75) %’; Isaka et al., 2001(70,71, 77, 79)?’%, Teshima et al., (72)??; Cai et al.,
1999 (73);%?° Wagenaar et al., (74)%"; Mcbrien et al., 1996 (76)??%; Zhu et al., 2022 (78)?%; Qiao et al., 2019
(80)%%% Wu et al., 2014 (81, 82) #?4 TePaske y Gloer, 1991 (83)??° Chaowei et al., 2003 (84)%%.

Figura 35. N-piridin-2-onas de origen natural

Los compuestos 48-51 se han encontrado en varias especies del género Trichoderma.’® 7”777 E|
dipéptido ciclico 48 se describid en el 2003 a partir de Trichoderma virens y afios después de
Trichoderma harzianum, Trichoderma cf. brevicompactum, Spicaria elegans, Penicillium
Janthinellumy otros hongos; se le ha evaluado /n vitro como citotéxico contra lineas de cancer
humano, inhibidor de la acetilcolinesterasay de la lipasa pancreatica, pero no presenté un efecto
significativo. 6% 76227-229 Egtructuralmente, 48 posee una rara oxazadecalina.?® El compuesto 51
se describié en 2005, publicdndose en una patente su aislamiento a partir de 7richoderma sp.
cepa NFS-932 y su aplicacién como inhibidor de la expresiéon de ICAM-1, una proteina de

adhesion intercelular empleada como blanco molecular para el tratamiento de enfermedades
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inflamatorias.””” Ademas, se reportd su actividad citotdxica /n vitro contra varias lineas celulares
de cancer, asi como la inhibicion de bacterias patdégenas para el humano y de hongos
fitopatdgenos, como Botrytis cinera (CMI de 4 pyg/mL). 77?3722 También se valud la capacidad de
51 como inhibidor del factor 1 de ribosilacidn-ADP, un blanco terapéutico contra el cancer, pero
no fue bioactivo.”® Desde el descubrimiento de 51 se han aislado varios acidos tricodérmicos,
los cuales comparten una base estructural de octahidronaftalenoy se diferencian por la posicion
de una insaturacién y los sustituyentes en el biciclo.’77"%3"2%2 | as moléculas 49 y 50 se han
aislado de T7richoderma sp. cepa HN-1.1, 7. virens, Trichoderma spirale y Penicillium
ochrochloronthe; en cuanto a su actividad bioldgica /n vitro, se ha evaluado su efecto contra
lineas celulares de cancer, bacterias de interés en medicina y hongos fitopatégenos, aunque
fueron inactivos.’®"7"?3" E| policétido 53 fue aislado por primera vez en el afio 2000 a partir del
tejido de una esponja marina y afios después del hongo Cladosporium tenuissimum.””*%%? Su
sintesis y determinacién estructural se aborda en varias publicaciones donde se han
caracterizado espectroscopicamente sus diasteroisémeros.’”#2%-2% A partir de ensayos /n vitro
se ha informado sobre su actividad inhibitoria contra una linea celular de adenocarcinoma
alveolar, la inhibicion de la enzima a-glucosidasa y se descarté que afectara el desarrollo de
varias bacterias y hongos de interés en medicina.?**?%” El poliol insaturado 10 se describe por
primera vez en este trabajo, no hay reportes de moléculas similares en el género Clonostachysy
las mas estructuralmente relacionadas son ciertos glicitoles y politerpenoides.#*?* Los alcances
de las investigaciones previas sobre los compuestos aislados reflejan que la evaluaciéon de su
efecto antibacteriano contra patégenos humanos multirresistentes es conveniente y revelan la

posibilidad de aprovechar sus cepas correspondientes para otras investigaciones.

Bioactividad de los compuestos aislados

A partir de la evaluacién de los compuestos aislados se determiné que 44, 45 y 46 pueden inhibir
el crecimiento de A. baumannii cepa A564 en mas del 50% a una concentracion de 100 pg/mL
(Cuadro 12). Estos compuestos fueron aislados del extracto de los ascomicetos 1Q-1129 e IQ-
1038, el primero hallado en un nido de S. geminatay el segundo de sus alrededores. Para el resto
de los morfotipos fraccionados queda abierta la posibilidad de continuar con su estudio quimico
basandose en la informacién presentada. Por otra parte, los compuestos inactivos (47-53) fueron
candidatos para evaluar su efecto sobre la formacion de la biopelicula de A. baumannii, sin

embargo, a una concentracion de 100 pg/mL ninguno inhibié su formacion (Anexo 58).
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Cuadro 12. Inhibicién del crecimiento de A. baurmanniicepa A564

Inhibicién en %

Compuestos aislados por morfotipo (media * desviacidn Concentracion (mM)
estandar)
1Q-1129
PF1140 (44) 101.2+1.7 0.36
Deoxi-PF1140 (45) 99.9+0.7 0.38
1Q-1038
Acido penicilico (46) 67.8+4.9 0.59
1Q-1017
Brefeldina A (47) 9.9+34 0.36
1Q-819
Acido tricodérmico (48) 0 0.33
Acido tricodérmico A (49) 5.4+3.9 0.31
Acido tricodérmico C (50) 0 0.31
Tricodermamida A (51) 0 0.23
1Q-814
(£)-tridec-7-eno0-3,5,6,10-tetraol (52) 0 0.44
1Q-807
iso-Cladospolida B (53) 6.7+5.0 0.44
*Colistina en agua a 20 pg/ mL 99.5+0.8 0.02
*Gentamicina en agua a 64 pg/ mL 30.0+x4.1 0.11
Control negativo 0 -
Control de esterilidad 99.9+0.1 -

Determinaciones realizadas al menos por quintuplicado, se reporta la mediay su desviacion
estandar. Los compuestos se disolvieron en DMSO y se evaluaron a una concentracion final
de 100 pg/mL. *Controles positivos. Modificado de Aguilar-Colorado, Morales-Jiménez y
Rivera-Chavez (2025).'%*

Debido a su naturaleza téxica para el ser humano no se profundizé en la bioactividad de 46,
misma razén que sumada a su sobresaliente presencia en el extracto nos hace desaconsejar la
continuacioén del estudio quimico de 1Q-1038. Por otro lado, la bioactividad de los constituyentes
de 1Q-1129 fue tratada mas a fondo. Se determind que la CMI de 44 y 45 es < 50 pg/mL, sin
embargo, a partir de su curva concentracidon-respuesta se estimd en aproximadamente 11.0y
31.6 pg/mL, equivalente a 39.6y 120.8 pM, respectivamente (Figura 36A); a una concentracion de
10 ug/mL, el porcentaje de inhibicion (media + desviacidn estandar) de 44 (66.2 * 3.7%) presenté
una diferencia estadisticamente significativa en comparacion con 45 (7.5 + 5.1%; prueba de t de
Student, p < 0.05). Ademas, ya que la CMB de ambos compuestos fue >200 pg/mL se infirié un
efecto bacteriostatico a las concentraciones inhibitorias del crecimiento. Asimismo, se
determiné que ambos compuestos inhiben la formacién de biopelicula en cerca del 20%y el 40%
a 0.36 y 0.38 uM, de forma respectiva para 44 y 45 (Figura 36B). Dados los resultados puede

considerarse que 44 es mas potente que 45. Al respecto, proponemos que el par de electrones
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solitarios del oxigeno en el grupo hidroxilo de 44 juega un papel favorecedor en el mecanismo de
accion que compartirian ambos compuestos, por ejemplo, mediante la formacion de puentes de
hidrogeno o mas probablemente de complejos con metales. La quelacién juega un papel en el
efecto inhibitorio de varios antibacterianos y especificamente para 44, se ha descrito que el
mecanismo contra M. genitalium involucra la formacion de radiales libres, que resultan de la
reaccion enddgena del perdéxido de hidrogeno con un complejo de 44 con hierro (Fe3").2%%2%
Ademas, el efecto citotéxico /n vitro contra una linea celular de cancer de pulmon por la
cordypiridona C (77), una N-piridin-2-ona, transcurre en parte por la detencién del ciclo celular

debido a la quelacion del hierro libre por 44.%%

Esta investigacion es uno de los primeros reportes sobre el efecto de 44 y 45 contra una bacteria
multirresistente, ya que previamente se reporté la inhibicién de la cepa de referencia A. baurmanii
ATCC 15308 por 44 (CMlI de 16.6 pg/mL).?** Continuar con la busqueda de mas piridin-2-onas en
IQ-1129 y determinar su toxicidad son perspectivas que se extienden hacia futuro y desde un
punto de vista mas amplio, recomendamos continuar con el estudio quimico y bioldgico de esta

familia de compuestos, ya sea como metabolitos fungicos o derivados semisintéticos.

Curva de inhibicion del crecimiento bacteriano (funcién de Gompertz; A) e inhibicion de la formacion de
biopelicula (B) de A. baumannii por 44 y 45. Determinaciones realizadas al menos por quintuplicado y
triplicado para cada tipo de bioensayo, respectivamente; se reporta la media + desviacion estandar. En A
el control positivo consistid en colistina disuelta en agua a 20 pg/mL, cuya inhibicion fue del 99.6 = 0.5%.
En B el control positivo consistio en gentamicina disuelta en agua a una concentracion final de 64 pg/mL.
C+: control positivo. C-: control negativo. CE: control de esterilidad.

Figura 36. Actividad antibacteriana de los compuestos 44 y 45 contra A. baumannii
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El mapeo de la actividad de compuestos realizado con NP Analyst facilité la seleccidon de algunos
morfotipos para su estudio quimico, sin embargo, con el fin de revelar su asertividad y sus
limitaciones se contrasto el efecto estimado para las relaciones m/zde los compuestos aislados
contra las determinaciones /n vitro. Los puntajes de bioactividad para las relaciones m/zde 44y
47 a53 coinciden de forma general con el efecto observado, pero para las restantes se consideran
falsos negativos (45 y 46). En este sentido, cabe mencionar algunas particularidades: el puntaje
de bioactividad para el 0 y 100% del efecto predicho no se corresponden con el valor minimo y
maximo que puede tomar la variable bioldgica; un puntaje de agrupamiento cercano a cero puede
indicar una distribucion restringida de la relacion m/zy no debe descartarse inmediatamente y
los puntajes de unarelacidn /m/zse abaten cuando se repite en extractos cuya bioactividad difiere
demasiado, incluso si es genuinamente bioactiva. Se ha informado que las predicciones pueden
optimizarse con informacion adicional, que en este caso serian resultados de inhibicién contra
otras bacterias y por fracciones de los extractos, sin embargo, el presente estudio no pretendia
perfeccionarlo.” Podemos recomendar el uso de la plataforma en los estudios de
bioprospeccién siempre que se enfoquen en aprovechar los puntajes de bioactividad mas altos,
no se ignoren los puntajes de agrupamiento cercanos a cero y se disponga de informacién

quimico-biologica.
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CONCLUSIONES

Una coleccion de morfotipos fungicos aislables de hormigueros hallados en el suelo del bosque
de niebla mexicano se crib6 por su actividad antibidtica /n vitro contra dos bacterias patégenas
multirresistentes Gram negativas. La inhibicion del crecimiento de A. baumanniipor los extractos
de una porcion representativa de la micobiota se seleccioné como el criterio bioldgico para
conducir un estudio de bioprospeccion, en conjunto con el analisis de su diversidad quimica por
analisis metaboléomicos no dirigidos. Los analisis por redes moleculares y la identificacién
tentativa de ciertos metabolitos (54-68) amplian la informacion quimica disponible sobre la
micobiota de las hormigas y sus nidos, mientras que los datos de bioactividad indican que el
suelo de los bosques nubosos es un reservorio vigente de hongos productores de compuestos
antibacterianos. El fraccionamiento de los extractos escalados de ciertos morfotipos de interés
condujo al aislamiento de 10 compuestos (44-53), de uno de los cuales se hace mencién por
primera vez (52). La determinacion de la bioactividad de compuestos 44 y 45, asi como la
evaluacion contra bacterias multirresistentes por el resto de los compuestos es una contribucién
ala busqueda de antibiéticos para tratamientos humanos. Ademas, la caracterizacion del efecto
inhibitorio de 44 y 45 delimité su probable mecanismo de acciéon. Los resultados de esta
investigacion subrayan el potencial de la micobiota hallada en el suelo del bosque de niebla, asi
como el aprovechamiento del efecto diferenciador que un ser vivo como las hormigas hace sobre

el microbioma original cuando se establece.

PERSPECTIVAS

0 Continuar con la bioprospecciéon de compuestos antibacterianos preferentemente a partir
de la micobiota de los hormigueros de S. geminata.

0 Conducir el aislamiento de los compuestos responsables de la bioactividad de los hongos
Trichoderma sp. cepa 1Q-819, Clonostachys sp. cepa 1Q-814 y Cladosporium sp. cepa
1Q-807, con énfasis en sus componentes minoritarios.

0 Determinar la especie de la cepa IQ-1129 dado su potencial biosintético de piridin-2-onasy
profundizar en el aislamiento de esta familia de compuestos, tal vez mediante una estrategia
OSMAC.

0 Continuar con el estudio de la bioactividad y la toxicidad de las piridin-2-onas triciclicas

como posible base estructural para el desarrollo de tratamientos antibacterianos.
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ANEXOS

Anexo 1. Localizacién de los nidos y hormigas recolectados
Hormiga Fechay : . ' Altitud . x "a : %
it horax Tiempo Latitud Longitud i o) Prediox Vegetacion Especie de hormiga
Junio 9, 1101.13 Teocelo, Baxtla, Rancho ) )
1 11:14 Soleado 19.3659342  -96.9787431 . El Aguila Potrero arbolado  Solenopsis geminata
2 Junio, o leado  19.3657226  -96.9789610 1101.44 |cocelo,Baxtla,Rancho o lado S. geminata
12:02 El Aguila
3 Junio 9, Soleado 19.3649590 -96.9793366 1113.51 Teocelo, ngtlg, Rancho Potrero arbolado Dorymyrmex bicolor
12:29 El Aguila
4 JunioS, o leado  19.3649749  -96.9801952  1116.42 Teocelo, Blaxtla, Potrero arbolado S. geminata
12:56 : ’ ’ Rancho El Aguila -8
5 JunioS, g leado  19.3548544 -96.9791197 114600 | cocelo,Baxtla, Finca Cafetal S. geminata
14:35 Los Magueyes
Junio 9, Teocelo, Baxtla, Finca .
6 Soleado 19.3545986  -96.9785548  1155.93 Cafetal S. geminata
15:05 Los Magueyes
Junio 10, Xalapa, Santuario del . .
7 10:07 Nuboso 19.5129456  -96.9379752 1308.49 Bosque de Niebla Bosque de niebla S. geminata
Junio 10, Xalapa, Santuario del . Nomamyrmex
8t 11:20 Nuboso 19.5123786  -96.9354510 1330.57 Sosee g il Bosque de niebla esenbeckii
9 1“1”2'?3151 * Nuboso 19.4590705 -96.9398001 1190.86  Coatepec, LaOrdufia  Camino agricola Atta mexicana
10 Ju1nAI,(-)1121, Nuboso 19.4551456  -96.9391602 1191.69 Coatepec, La Orduna Camino agricola A. mexicana
11 Ju1n6|(?5171, Nuboso 19.4512825 -96.9304366 1153.25 Coatepec, La Orduna Camino agricola A. mexicana
12¢  uniet2boso 19.4540761 -96.9906414 1233.82  Coatepec, HaciendaEl Cafetal Cheliomyrmex
12:20 Triandn morosus
13 JUMol2boso  19.4540652  -96.9904835 123674  Codtepec, Haciendal Cafetal S. geminata
12:22 Triandn
14 UMl boso 19.4531033  -96.9921013  1266.64  COAtepec, Haciendakl Cafetal A. mexicana
14:07 Triandn
15 UMl boso  19.4545780  -96.9936207 1275.64  COdtepec, Haciendakl Cafetal A. mexicana
15:29 Trianon
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Anexo 1. Localizacién de los nidos y hormigas recolectados (continuacion)

Hormiga Fechay : . ' Altitud - x "a : %
it horax Tiempo Latitud Longitud i o) Prediox Vegetacion Especie de hormiga &
16 . ”1”3')‘_’1;3’ Nuboso 19.5190472 -96.9417664 1399.23  Xalapa, Parque ELHaya Parque ecolégico S. geminata
17 Uniol4 | boso  19.4545534  -96.9935866 120557  Coatepec, HaciendaEl Cafetal A. mexicana
14:07 Trianén
188 UMl Niboso 19.4518047 -96.9320550 1134.07  Coatepec, La Orduia  Camino agricola Camponotus
20:33 sericelventris

* Enelafo 2021.

¥ En Veracruz, México.

% Ejemplares de cada especie fueron identificados, montados y depositados en la coleccion entomoldgica IEXA con el identificador de ingreso
IEXA-2024-IM12.

T Hormiga legionaria de la que se recolectaron especimenesy tierra de su sendero.

f Hormiga carpintera de la que Unicamente se recolectaron especimenes.

91



Anexo 2. Origen de los morfotipos bioprospectados y su cultivo

. . . Inhibicién del crecimiento bacteriano en %
Origen Acerca del cultivo a escala pequena

Conteo Morfotipo (media = desviacion estandar)t
(1Q-) Hormigay Sitio Dias E « Rendimiento Ab . K ,
nhido ITIo incubadoi nvasexx del extractot . baumannil . pneumoniae
1 751 3 M 13,24 1 27.3 19+16 4.4+43
2 752 14 T 13,24 1 59 00 14+5.3
3 753 3 A 13,24 1 64.2 8.7+x6.4 0x0
4 754 5 M 13,24 1 21.5 16.1+4.6 00
5 755 2 A 13,24 1 77.6 3.1+2.8 14+12.1
6 756 9 M 13,24 1 30.2 17.6+2.8 00
7 757 17 A 13,24 1 33.9 14.2+x4.4 00
8 758 15 M 13,24 1 17.6 0.9+0.8 19.2+6.7
9 759 9 A 13,24 1 47.9 10.9+5.6 0x0
10 760 10 A 13,24 1 15.3 6.3+8 1.3+2.3
1 761 4 A 13,24 1 23.1 14.3+6.5 00
12 762 17 T 13,24 1 17.9 3.7+3.2 25.3+0.3
13 763 5 A 13,24 1 24.9 47121 00
14 764 13 A 13,24 1 371 00 1.7+3
15 766 8 AT 13,24 1 28.9 6.4+2.9 0x0
16 767 4 M 13,24 1 82.7 17.3+£2.7 0x0
17 768 1 M 13,24 1 62 31.7+x2.7 0.2+0.3
18 769 7 M 13,24 1 19.6 2.3+25 0.7+1.3
19 772 1 A 13,24 1 106.1 1.9+3.3 00
20 773 14 A 13,24 1 19.8 11.5+£1.8 0x0
21 774 6 M 13,24 1 42.3 13.1+1.3 00
22 776 13 M 13,25 2 32.9 7.5+7.2 0x0
23 777 11 M 13,25 2 31.1 25.6+6.9 0+0
24 778 15 A 13,25 2 43.7 5.7+4.9 0x0
25 779 16 M 13,25 2 44.2 12.9+3.5 0x0
26 780 17 M 13,24 1 55.7 43.3+1.3 3.3+5.6
27 781 10 M 13, 25 2 63.6 15.8+4.8 30.1+9.5
28 782 6 A 13, 25 2 59.9 14.2+7.2 0x0
29 783 12 A 13, 25 2 19.7 12.4+10 00
30 784 7 A 13, 25 2 18.7 24.8+9.7 00
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Anexo 2. Origen de los morfotipos bioprospectados y su cultivo (continuacion)

Inhibicion del crecimiento bacteriano en %

conte Morfotipo Origen Acerca del cultivo a escala pequeha (media = desviacion estandar)t
(1Q-) Hormigay Sitio Dias E « Rendimiento Ab .. K .
nido itio incubadoX nvVasexk ol extracto + . baumannii . pneumoniae
31 785 3 M 13,25 2 19.2 11.5£1.2 00
32 786 3 A 13,25 2 123.5 20.6+4.2 12.5+8.3
33 787 5 M 13,25 2 38.1 0.7+0.7 6.2+5.8
34 788 9 M 13,25 2 19.3 5.3+5.2 00
35 789 17 A 13,25 2 22.1 0.8+1 00
36 790 15 M 13,25 2 31.9 13.4+11.6 00
37 793 17 T 13,25 2 60.1 11.2+9.8 00
38 794 5 A 13,25 2 21.4 26.6 £3.7 14.7+7.9
39 795 13 A 13,25 2 37.5 35.3+8.8 00
40 796 8 AT 13,25 2 17 5.6+8.5 00
a4 797 4 M 13,25 2 17.3 32554 00
42 799 12 AT 13, 27 1 21.3 10£2.7 00
43 800 11 A 13, 27 1 15 00 25.2+3.5
44 801 1 A 14, 26 2 49.4 3.6+2 2.7+4.6
45 802 14 A 13, 27 1 9 4171 00
46 803 6 M 13, 27 2 17.8 32.4=+7.4 00
47 806 11 M 13, 27 1 25.9 33.8+8.4 00
48 807 16 M 14, 26 2 15.4 25.1+3.5 00
49 808 17 M 11,33 1 17.3 12.6+7.6 00
50 809 10 M 11,33 1 45.3 13.9+4.3 47+3.4
51 810 6 A 13, 27 1 23.7 22+28 0.4+0.8
52 811 12 A 13, 27 1 34.9 16.92 00
53 812 7 A 14, 26 2 34.2 45.6+1.1 00
54 814 3 A 13, 27 2 39.1 66.7+3.8 00
55 816 9 M 14, 26 2 26.4 16.5+1.5 00
56 817 17 A 13, 27 2 51.3 8.3+6 00
57 819 17 T 14, 26 1 28.5 42.4+4.2 0x0
58 820 13 A 14, 26 1 36.6 7.3+8.8 29%29
59 821 8 AT 14, 26 2 37.7 20.8+8.3 00
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Anexo 2. Origen de los morfotipos bioprospectados y su cultivo (continuacién)

Inhibicién del crecimiento bacteriano en %

Contes Morfotipo Origen Acerca del cultivo a escala pequena (media + desviacion estandar)t
(1Q-) Hormigay Sitio Dias E « Rendimiento Ab . K ,
nido itio incubado nvase del extractot . baumannii . pneumoniae
60 822 4 M 13, 27 2 54.9 0.5+0.5 00
61 823 7 M 14, 26 1 124.6 24.4+1.4 18.4+£15.3
62 824 12 AT 13, 27 1 13.3 9.9+3.9 1.3+2.3
63 825 14 A 13,27 1 15 2724 26+7.8
64 826 6 M 13,27 1 62.5 2+2.3 00
65 827 13 M 13,27 1 34.2 9.7+1.7 3.3x5.2
66 829 6 A 13,27 1 25.2 25+£3.4 00
67 830 12 A 13, 27 1 102.3 8.7+5.8 7.1+£12.3
68 832 3 A 13, 27 1 42 20.1%+6.9 00
69 835 10 A 13, 27 1 41.9 18.8+1.6 12.7+£2.1
70 836 17 T 13,27 1 31.8 22.5+2.6 8.4+23
71 837 13 A 13,27 1 32.6 23.2+1.7 00
72 838 8 AT 13,27 1 34 2.3+3.8 24925
73 839 12 AT 13,27 1 59.6 10.2+5.9 0
74 840 6 M 13, 27 1 441 6.2+2.7 00
75 841 13 M 13, 27 1 35 6.3+10.8 0x0
76 842 1 M 13, 27 1 29.3 19.3+5.3 0x0
77 843 6 A 13,27 1 28.8 28 +9.1 00
78 844 3 M 13,27 1 60.1 3.2+x56 26.2+0.4
79 846 9 M 13,27 1 33.3 21.2+6.2 1.7+£29
80 847 10 A 13,27 1 10.9 34.4+55 00
81 917 15 A 11, 30 1 44.7 16.7+3.8 0x0
82 1014 10 A 10, 29 1 102 0+0 0x0
83 1015 4 A 10, 29 1 64.1 0+0 1+1.8
84 1016 5 A 10, 29 1 35.2 17.8+2.3 0x0
85 1017 13 A 10, 29 1 27.5 11.6+0.4 21.8+2.3
86 1018 8 A 10, 29 1 14.2 28.5+0.6 00
87 1019 14 M 10, 29 1 221 24.3+3.2 00
88 1020 8 AT 10, 29 1 20.8 42+ 3 6.9+7.2
89 1021 4 M 10, 29 1 25.1 6.8+5.9 22.2+5.1
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Anexo 2. Origen de los morfotipos bioprospectados y su cultivo (continuacién)

Inhibicién del crecimiento bacteriano en %

Contes Morfotipo Origen Acerca del cultivo a escala pequena (media + desviacion estandar)t
(1Q-) Hormigay Sitio Dias E « Rendimiento Ab . K ,
nido itio incubado nvase del extractot . baumannii . pneumoniae
90 1022 1 M 10, 29 1 32.5 145+£2.2 00
91 1023 7 M 10, 29 1 45.2 1.3£1.7 00
92 1024 12 AT 10, 29 1 158.3 3.2+4.3 1.2+1.1
93 1025 11 A 10, 29 1 41.6 11.2+6.5 00
94 1026 1 A 10, 29 1 156.9 00 00
95 1027 14 A 10, 29 1 35.2 14.3+3 00
96 1028 6 M 10, 29 1 34.2 12.2+1.8 00
97 1029 2 M 10, 29 1 69.2 39.7+7.6 0x0
98 1030 13 M 10, 29 1 20.5 26.9+21.4 2.8+4.9
99 1031 1" M 10, 29 1 44.8 22.2+3.7 18.2+16.8
100 1033 16 M 10, 29 1 36.6 41.6 £1 27.3+x1.6
101 1035 10 M 10, 23 1 72.6 13.9%x4.1 8+8.4
102 1036 6 A 10, 23 1 55 19.7+£7.7 1.3+2
103 1037 12 A 10, 23 1 42.2 25.5+10.2 00
104 1038 7 A 10, 23 1 37.2 27.8+11.1 54+9.3
105 1039 5 M 10, 23 1 60.8 13.5+4.7 00
106 1041 9 M 10, 23 1 16 6.8+8.6 0.4+0.6
107 1042 16 A 10, 23 1 56.5 15.7+9.6 00
108 1043 15 M 10, 23 1 9.6 13.3+8.3 00
109 1044 9 A 10, 23 1 105.2 16.2+2.3 23.8+3.7
110 1045 10 A 10, 23 1 23.3 14.6+1.6 22=%29
111 1046 4 A 10, 23 1 18.3 38.1+6.4 0x0
112 1047 5 A 10, 23 1 21.2 16.3+2.7 52+5.1
113 1049 8 A 10, 23 1 15.7 45+5.8 1.4+25
114 1050 8 AT 10, 23 1 21.2 29.2+25 6.4+11.1
115 1052 1 M 10, 23 1 12.7 9.6+1.8 00
116 1053 7 M 10, 23 1 35 00 00
117 1054 12 AT 10, 23 1 741 20.9+9 3.7+3.3
118 1055 1" A 10, 23 1 15.1 12125 0.3x0.5
119 1057 14 A 10, 23 1 25.3 14.7+3 0x0
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Anexo 2. Origen de los morfotipos bioprospectados y su cultivo (continuacion)

Inhibicion del crecimiento bacteriano en %

conte Morfotipo Origen Acerca del cultivo a escala pequena (media = desviacion estandar)t
(1Q-) Hormigay Sitio Dias E « Rendimiento Ab .. K .
nido itio incubadoX nvVasexk ol extracto + . baumannii . pneumoniae
120 1058 6 M 10, 23 1 15.4 26.3+22.1 00
121 1059 2 M 10, 23 1 37.2 35.3+0.9 00
122 1060 13 M 6, 23 1 31.5 27.8+4.1 7.2+6.9
123 1061 11 M 6, 23 1 19.3 33.1+25 00
124 1062 15 A 6, 23 1 22.3 14.2+1.7 3.1+34
125 1063 16 M 6, 23 1 46 21.2+4.9 00
126 1064 10 M 6, 23 1 82.6 0.6+1 00
127 1065 6 A 6, 23 1 27.1 10.7+7.3 00
128 1066 12 A 6, 23 1 13.4 8.5+7.4 0.4+0.8
129 1067 5 M 6, 23 1 23.4 20+8 0=+
130 1068 2 A 6, 23 1 20.8 9.8+10.3 00
131 1069 9 M 6, 23 1 21.7 0.3+£0.5 00
132 1072 10 A 6, 23 1 33.2 45+7.8 00
133 1073 4 A 6, 23 1 26.4 11.4+8.3 00
134 1074 5 A 6, 23 1 32.7 17.5+4 00
135 1075 13 A 6, 23 1 21.1 4.7+4.9 00
136 1076 8 A 6, 23 1 17.6 19.5+£4.5 00
137 1077 8 AT 6, 23 1 14.4 1.8+ 3.1 00
138 1078 4 M 6, 23 1 37.8 249+7.7 3.8+34
139 1079 1 M 6, 23 1 28.9 41.5+6.3 18.4+10.4
140 1080 12 AT 6, 23 1 21.5 00 18.6+2.3
141 1081 1 A 6, 23 1 51.8 14.6+12.8 00
142 1082 14 A 6, 23 1 72.7 13.3%£1.9 00
143 1083 6 M 6, 23 1 21 42.8+7.9 2.8+1.3
144 1084 2 M 6, 23 1 37.7 2.9=+5.1 5.7+9.8
145 1085 13 M 13, 33 2 38 19+1.1 8.1+5.1
146 1086 16 M 13,33 2 29.5 00 00
147 1087 10 M 13,33 2 85.6 8.4+4.7 46
148 1088 6 A 13,33 2 39.3 13.2+ 3.1 00
149 1090 5 M 13, 33 2 12.4 9.2+8.5 2255
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Anexo 2. Origen de los morfotipos bioprospectados y su cultivo (continuacién)

Inhibicién del crecimiento bacteriano en %

Contes Morfotipo Origen Acerca del cultivo a escala pequena (media + desviacion estandar)s
(1Q-) Ho:izlfa y Sitio* incEtl)zZoi Envase gzln :)I(:;i:;?r A. baumannii K. pneumoniae
150 1091 2 A 13,33 2 34.2 7.3+6.6 15.3+14
151 1095 10 A 13,33 2 34.8 24+51 29.1+8.8
152 1097 5 A 13,33 2 18.3 16£3.9 18.8 5.1
153 1098 13 A 13,33 2 66.8 7.9+10.9 13.6+8.4
154 1099 8 A 13,33 2 10.4 0.7+£1.2 10.3+2.9
155 1101 4 M 13,33 2 23.2 46.6 £5.7 00
156 1102 12 AT 13,33 2 51.9 11+£1.4 0+0
157 1103 1 A 13,33 2 46.6 56+3.3 0+0
158 1104 14 A 13,33 2 18 17.8+7.5 23.5+2.3
159 1106 2 M 13,33 2 24.2 14+5.4 10.8+4.2
160 1108 16 M 13,33 2 19.8 3.5+£3.2 33+x24
161 1109 10 M 13,33 2 22.4 1129 29+4.9
162 1110 6 A 13,33 2 12.6 15.1+3 22.3+£4.3
163 1111 12 A 13,33 2 11.5 5.6+4.2 1£1.5
164 1112 5 M 13,33 2 13.1 7.1+x45 19.8+6.1
165 1113 2 A 13,33 2 24.3 19.1+3.5 32+4.3
166 1114 9 M 13,33 2 19.9 7.1+4.6 32.1+x1.1
167 1115 16 A 13,33 2 60.3 5+4.7 4.2+7.2
168 1117 4 A 13,33 2 40.7 6.6 3.2 00
169 1118 5 A 13,33 2 53.3 00 4.8+4.3
170 1119 13 A 13,33 2 12.9 29+43 11.7+2.6
171 1120 8 A 11,33 1 48.9 39.4+25 3.5+34
172 1121 8 AT 11,19 1 47.3 5755 3.4+3.2
173 1124 1 A 13,33 2 36.4 31.3%1 00
174 1127 2 M 13,33 2 42.8 18.8+3 0.2+x04
175 1128 13 M 13,33 2 28.1 15.9+2.8 8.1+7.2
176 1129 16 M 13,33 2 25.5 73.4+3.2 31.8+6.1
177 1130 10 M 13,33 2 22.8 00 5+x4.4
178 1131 6 A 13,33 2 16.4 15.6+0.4 29.9+£4.3
179 1132 12 A 13,33 2 5 00 0+0
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Anexo 2. Origen de los morfotipos bioprospectados y su cultivo (continuacién)

. . . Inhibicion del crecimiento bacteriano en %
Origen Acerca del cultivo a escala pequeia

Conteo Morfotipo (media + desviacion estandar)t
(1Q-) Hormigay Sitiox Dias E « Rendimiento Ab .. K .
nido ItIo incubadoi nvasexx del extractot . baumannil . pneumoniae
180 1133 5 M 13, 33 2 5.2 13+10.8 21.9+2.2
181 1180 6 A 11, 33 1 52.3 18.1+4.5 1.9+29
182 1197 14 H 10, 27 1 29.3 55+x4.4 0x0
183 1198 17 H 10, 27 1 211 457 0x0
184 1199 17 H 10, 27 1 36 84 0x0
185 1200 10 H 10, 27 1 25.2 23.2+5.8 0x0
186 1202 18 H 10, 27 1 37.5 00 0x0
187 1203 10 H 9,33 1 82.3 1.5+25 4.6+6.5
188 1204 9 H 10, 27 1 23.4 8.7%+1.3 0+0
189 1205 9 H 10, 27 1 21.5 9.7+4.8 0+0
190 1206 14 H 11, 33 1 35.1 21.2+7.2 1.3+2.2
191 1208 8 H 10, 27 1 17.5 26+10.2 0x0
192 1210 10 H 10, 27 1 33.1 7.7+3 0x0
193 1211 10 H 11, 33 1 61.3 0+0.1 33.1+23.1
194 1213 10 H 11,33 1 15.7 5.3x5.4 13.8+8.6
195 1215 10 H 10, 27 1 37 12.8+1.3 0+0
196 1216 18 H 10, 27 1 23.5 14+7.5 0.4+0.7
197 1217 17 H 10, 27 1 60.5 7.5+2 0x0
198 1218 14 H 10, 27 1 33.5 7.9+6.6 0x0
199 1219 10 H 10, 27 1 36.2 2.6+3.3 00
200 1220 14 H 10, 27 1 19.4 7.7+x4.3 0x0
201 1221 10 H 10, 27 1 59.3 482 1+1.3
202 1222 10 H 10, 27 1 53 4.2+1.6 0+0
203 1223 18 H 10, 27 1 70.1 0x0 0+0
204 1224 18 H 10, 27 1 70.6 11.3+£1.8 468
205 1253 3 M 12,34 1 8.9 2.8+4.8 0x0
206 1254 14 T 12,34 1 38.3 00 0x0
207 1255 3 A 12,34 1 37.4 4.6+3.3 0.1+£0.2
208 1256 5 M 12,34 1 9.8 22.3+6 9.5+8.6
209 1258 9 M 12,34 1 13.8 6.3+6.4 30.3+1.1
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Anexo 2. Origen de los morfotipos bioprospectados y su cultivo (continuacién)

Inhibicién del crecimiento bacteriano en %

Contes Morfotipo Origen Acerca del cultivo a escala pequena (media + desviacion estandar)s
(1Q-) Hormigay Sitiox Dias E « Rendimiento Ab .. K .
nido itio incubado nvase i del extractot . baumannii . pneumoniae
210 1259 16 A 12,34 1 23.8 13.9+£0.6 7.8+6.9
211 1260 17 A 12,34 1 221 00 8.4+3.1
212 1261 15 M 12,34 1 10.4 00 5454
213 1262 9 A 12,34 1 16.3 3+£3.9 12.9+3.4
214 1263 10 A 12,34 1 52 26.3+0.7 9.4%+25
215 1265 17 T 12,34 1 8.7 00 00
216 1266 5 A 12,34 1 17.8 13.1+£5.7 10.4+1.8
217 1268 8 A 12,34 1 32.2 15.2+5.9 0+0
218 1269 14 M 12,34 1 12.5 14.9+3 2.7+2.8
219 1271 4 M 12,34 1 29.4 4.4+27 0.2+0.4
220 1272 1 M 12,34 1 22.8 00 1418
221 1273 7 M 12,34 1 15.7 00 13.5+10.8
222 1274 12 AT 12,34 1 22.8 44.7 £11.4 34.7+5.7
223 1275 1" A 12,34 1 14 00 27.9+5.8
224 1276 1 A 12,34 1 16.7 15.7+9.7 2644
225 1277 14 A 12,34 1 19.2 9+3.5 21.7+1.7
226 1278 6 M 12,34 1 19.8 0.9+1.6 4115
227 1279 2 M 12,34 1 20.3 4.2+4.2 24.2 £1
228 1280 13 M 12,34 1 49.1 00 8.8x7.9
229 1282 15 A 12,34 1 13.8 533 23.4+4.9
230 1284 17 M 11, 33 1 20.8 17.2+6.3 9.6+10
231 1290 3 A 11,33 1 20.3 1.5+2.6 0.5+0.8
232 1292 2 A 11, 33 1 27.9 8.8+2.3 0+0
233 1296 9 A 11,33 1 42 3.2+3.1 0+0
234 1299 17 T 11,25 1 2.9 1.7+3 25+23
235 1303 14 M 11,33 1 16.7 3.1x2.7 0.5+0.9
236 1309 1" A 11, 33 1 43.9 00 22.3+3.4
237 1322 7 A 11, 33 1 33.7 10.9+9.4 24.6+2.4
238 1426 17 M 11, 33 1 6.4 8.8+12.2 8.9+3.1
239 1435 5 A 11,25 1 27.9 8.9+22 7.4%+8.9
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Anexo 2. Origen de los morfotipos bioprospectados y su cultivo (continuacion)

Inhibicién del crecimiento bacteriano en %

Contes Ve Origen Acerca del cultivo a escala pequeia (media + desviacion estandar)s
(1Q-) Hormigay Sitiox Dias E « Rendimiento Ab .. K .
nido itio incubado nvase s del extractot . baumannii . pneumoniae
240 1436 8 A 11,33 1 72.6 10.5+3 1.1+1.3
241 1438 1 M 11,33 1 17.2 6.1+£5.8 1.3x2.2
242 1453 7 A 11,33 1 22.4 00 00
243 1456 15 M 11,33 1 19.8 0+0 3.5+3.2
244 1464 15 M 11,33 1 36.4 0.4+0.7 26+4.6
245 1479 17 H 11,33 1 84.2 4.1+71 0+0
246 1480 10 H 11,33 1 41.8 9.4+£43 1.8+2.9
247 1487 9 A 11,33 1 38 20.9+7.9 0+0
248 1505 5 M 11,25 1 37.3 2.8+4.8 12+£10.5
249 1539 17 A 28 3 3.8 00 10.4+£10.0
250 1544 14 M 31 3 2.4 00 7.5+7.9
251 1545 10 M 31 3 234.8 7.3£1.5 0.2+0.3
252 1546 5 M 31 3 80.0 00 0+0
Control del medio de crecimiento sélido’ 10.9+2.2 28.4+4.4 46.8 £ 35.3 3.3+25 4.8+6.6
Control del medio de crecimiento liquido 30 3 6.2 2.0+3.5 0+0
Gentamicina en DMSO a 8 pg/mL - - - ND 99.2+1.2
Gentamicina en agua a 64 pg/mL - - - 22.7+1.6 ND
Colistina en agua a 20 ug/ mL - - - 98.0+0.4 ND
Control negativo - - - 1.5+0.9 2.1+1.8
Control de esterilidad - - - 100.0+0.4 100.0+0.1

Del numeral 1 al 248 se listan los hongos filamentosos y del 249 al 252 los mucoides.

* El origen posible es monticulo (M), alrededores (A), tunel (T), area de transito (AT) u hormiga (H).

% Primer periodo en caldo PD y segundo en cereal para los hongos filamentosos. Tiempo total en caldo PD para los hongos mucoides.

% Matraz de vidrio de 25 mL (1), tubo pléstico de 50 mL (2) o matraz de vidrio de 250 mL (3).

T Elrendimiento se calculé en mg de extracto por cada gramo de cereal que se inoculé o mg de extracto por litro de medio de cultivo PD.

f De cada muestra se reporta el promedio de al menos tres réplicas y su desviacidon estandar. Salvo que se indique de otra forma las muestras
se evaluaron disueltas en DMSO a una concentracion final de 250 pyg/mL.

' Se reporta el promedio y la desviacion estandar de 12 cultivos independientes, 9 envasados en matraces y 3 en tubos plasticos.

ND: no determinado.
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Anexo 3. Regién ITS del ADN ribosdmico de los morfotipos seleccionados
e Trichoderma sp. cepalQ-819, 583 pb, nimero de GenBank PQ895538

TAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACG
TTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGCCG
GAGGACCAACCAAAACTCTTTTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTATATCTGAGCCATCTCGGCGCCTCTCGTAG
GCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT
GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCT
GGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGC
CCTTTACGGGGCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAC

TCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCATTGCCGTTAAACACCCAACTTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTA
GGT

e Clonostachys sp. cepa 1Q-814, 541 pb, nimero de GenBank PQ895540

TAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCATGTGAACAT
ACCTATTGTTGCTTCGGCGGGATTGCCCCGGGCGCCTCGTGTGCCCCGGATCAGGCGCCCGCCTAGGAACT
TTAACTCTTGTTTTATTTTGAATCTTCTGAGTAGTTTTTACAAATAAATAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
GGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCATTTCAACCCTCATGCCCCTA
GGGCGTGGTGTTGGGGATCGGCCAAAGCCCGCGAGGGACGGCCGGCCCCTAAATCTAGTGGCGGACCCG
TCGTGGCCTCCTCTGCGAAGTAGTGATATTCCGCATCGGAGAGCGACGAGCCCCTGCCGTTAAACCCCCAA
CTTTCCAAGGTTGACCTCAGATCAGGTAGAA

e Cladosporium sp. cepa lQ-807, 524 pb, nimero de GenBank PQ895539

TAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACAAGTGACCCCGGTCTAACCACCGGGATGTTC
ATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGCGACCCTGCCTTCGGGCGGGGGCTCCGGGTGGACA
CTTCAAACTCTTGCGTAACTTTGCAGTCTGAGTAAACTTAATTAATAAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGT
TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT
TGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTC
GCTTGGTATTGGGCAACGCGGTCCGCCGCGTGCCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTT
GTGGAAACTATTCGCTAAAGGGTGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCATTTCTAAGGTTGACCTCGG
ATCAGGTAGGA

Anexo 4. Vistas microscdpicas de los morfotipos

A B C

=

Imagenes de microscopia éptica con un aumento de 1000X, de tinciones con azul de lactofenol de las
cepas 1Q-1129 (A), IQ-1038 (B) e IQ-1017 (C) cultivas en agar PD. En todos los casos se observan conidios
y conidiéforos propios de ascomicetos.
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Anexo 5. Informacion sobre las identificaciones promisorias de los nodos

Coseno Tiempo . .

. . lon Error de . Masa lon Errorde Diferencia

Nodo Compuesto identificado y SEEEET  AcluEED masa de Fragmentos Morff)tlpo de” e [TEEIE masa de masa

formula molecular* similitud * asociado* retencion L. * i %
(m/2)* (ppm)* . tedrica (m/2%  (ppm)sk 5k
* (min)*

28151 Versiconol (56) 361.092  [Ms+H]' 0.0 0.8908 5 1Q-776 3.64  361.0923 361.0925 -0.6 -0.0002
28151 CisH160s 1Q-776 3.57  361.0923 361.0925 -0.6 -0.0002
29122  Asperversiamida F (64) 434.244  [M4H) 0.0 0.9665 11 1Q-1223 5.47  434.2443 434.2439 0.9 0.0004
29122 C26H31N30s 1Q-1223 5.39  434.2443 434.2439 0.9 0.0004
30927 Triterpenoide (62) 676.443  [M+H]' 1.4 0.8909 8 1Q-839 4.87  676.4424 676.4431 -1.0 -0.0007
30927 C3sHe1NOs 1Q-839 4.79  676.4424 676.4431 -1.0 -0.0007
31807 SCH 60059 (63) 917.690  [M+H]" 2.2 0.7920 32 1Q-1029 459  917.6929 917.6896 3.6 0.0033
31807 CoHodOre 1Q-1029 4.65  917.6929 917.6896 3.6 0.0033
31807 1Q-1029 4.72  917.6929 917.6896 3.6 0.0033
28170 . L 363.106 +HT 2.8 0.7738 7 1Q-776 2.77  363.1079 363.1061 5.0 0.0018
28170 Secosterigmatocistina (35) (MH] 1Q-776 2.84  363.1079 363.1061 5.0 0.0018
28170 CrattisOs 1Q-776 2.90  363.1079 363.1061 5.0 0.0018
26677 291.086  [M+H]" 3.5 0.8089 9 1Q-1109 3.44  291.0868 291.0860 2.7 0.0008
26677 1Q-1109 3.37  291.0868 291.0860 2.7 0.0008
26677 Fonsecina (65) 1Q-1109 3.64  291.0868 291.0860 2.7 0.0008
26677 CouHOs 1Q-1109 3.58  291.0868 291.0860 2.7 0.0008
26677 1Q-1109 3.79  291.0868 291.0860 2.7 0.0008
26677 1Q-1109 3.51 291.0868 291.0860 2.7 0.0008
26677 1Q-1109 3.71 291.0868 291.0860 2.7 0.0008
29981 520.235  [M+H]" 3.9 0.8852 14 1Q-1278 3.86  520.2335 520.2355 -3.8 -0.002
29981 Oxalicina B (57) 1Q-1278 3.71 520.2335 520.2355 -3.8 -0.002
29981 CaoHasNO- 1Q-1278 3.78  520.2335 520.2355 -3.8 -0.002
29981 1Q-1278 3.64  520.2335 520.2355 -3.8 -0.002
29820 Oxalicina B (57) 502.224 [M- 4.0 0.9523 9 1Q-1278 3.73  502.2229 502.2243 -2.8 -0.0014
29820 CaoHasNO- H20+H]* 1Q-1278 3.66  502.2229 502.2243 -2.8 -0.0014
29400 A ) 461.215 THT 4.4 0.7028 14 1Q-767 4.46  461.2175 461.2154 4.6 0.0021
29400 DerivadodeaustalidaJ(68) (M) 1Q-767 439  461.2175 461.2154 4.6 0.0021
29400 CasHa0s 1Q-767 4.32 461.2175 461.2154 4.6 0.0021
29408 Azafilona (60) 462170 [M+H]+ 4.4 0.8943 14 1Q-822 6.13  462.1683 462.1697 -3.0 -0.0014
29408 C24H2sCINOs 1Q-822 6.07  462.1683 462.1697 -3.0 -0.0014
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Anexo 5. Informacion sobre las identificaciones promisorias de los nodos (continuacion)

Coseno Tiempo . .

Compuesto identificado y Ll Error de de Fragmentos Morfotipo de Meee Ll SIS PlEEEE

Nodo precursor Aducto* masa . L, exacta  precursor masa de masa

formula molecular* similitud * asociado* retencion . * i %
(m/2)* (ppm)* " (min)* teorica (m/2%  (ppm)sk 5k

24470 . 209.082 +HT 4.8 0.7001 7 1Q-1022 2.43  209.0813 209.0816 1.4 -0.0003
24470 Pyrenocina A (54) (MH] 1Q-1022 252 209.0813 209.0816  -1.4 -0.0003
24470 Cr1H1204 1Q-1022 2.38  209.0813 209.0816 -1.4 -0.0003
28790 o loronectring (58) 405.184 [M- 4.9 0.9065 12 1Q-777 7.95  405.1832 405.1838 -1.5 -0.0006
28790 G H20+H]* 1Q-777 7.15  405.1832 405.1838 -1.5 -0.0006
28790 1Q-777 8.29  405.1832 405.1838 -1.5 -0.0006
28294 LL-Z 1272 € (59) 373.239  [Ms+H] 5.4 0.9821 10 1Q-777 6.93  373.2378 373.2387 2.4 -0.0009
28294 C23H3204 1Q-777 7.00  373.2378 373.2387 2.4 -0.0009
28039 355.155 [M- 5.6 0.9653 11 1Q-1505 6.59  355.1545 355.1563 -5.1 -0.0018
28039 H20+H]" 1Q-1505 5.58  355.1545 355.1563 -5.1 -0.0018
28039 1Q-1505 6.54  355.1545 355.1563 -5.1 -0.0018
28039 1Q-1505 5.65  355.1545 355.1563 -5.1 -0.0018
28039 1Q-1505 552  355.1545 355.1563 -5.1 -0.0018
28039 1Q-1505 5.45  355.1545 355.1563 -5.1 -0.0018
28039 1Q-1022 5.54  355.1545 355.1542 0.8 0.0003
28039 1Q-1022 6.61 355.1545 355.1542 0.8 0.0003
28039 Vermixocina A (67) 1Q-1266 5.46  355.1545 355.1561 -4.5 -0.0016
28039 e 1Q-1266 6.53  355.1545 355.1561 -4.5 -0.0016
28039 1Q-1266 559  355.1545 355.1561 -4.5 -0.0016
28039 1Q-1266 6.60  355.1545 355.1561 -4.5 -0.0016
28039 1Q-1266 5.53  355.1545 355.1561 -4.5 -0.0016
28039 1Q-1088 5.65  355.1545 355.1527 5.1 0.0018
28039 1Q-1088 5.92  355.1545 355.1527 5.1 0.0018
28039 1Q-1088 6.61 355.1545 355.1527 5.1 0.0018
28039 1Q-1088 559  355.1545 355.1527 5.1 0.0018
28039 1Q-1088 6.68  355.1545 355.1527 5.1 0.0018
28039 1Q-1088 552  355.1545 355.1527 5.1 0.0018
28014 _, _, _ . 353.140 i 5.7 0.7758 8 1Q-1505 4.91 353.1389 353.1402 -3.7 -0.0013
28014 | +2-Dehidropenicillida (66) H2[OM+H]+ IQ-1505  4.85  353.1389 353.1402  -3.7 -0.0013
28014 C21H2206 1Q-1266 4.86 353.1389 353.1401 -3.4 -0.0012
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Anexo 5. Informacion sobre las identificaciones promisorias de los nodos (continuacion)

Coseno Tiempo . .
. i lon Error de . Masa lon Errorde Diferencia
Compuesto identificado y de Fragmentos Morfotipo de
Nodo precursor Aducto* masa L. . ., exacta  precursor masa de masa
formula molecular* similitud * asociado* retencion L. * i
(m/2)* (ppm)* . tedrica  (m/2x  (ppm)sik %
* (min)*

29670 487.199 [M+H]* 6.1 0.8874 12 1Q-843 4.80 487.1968 487.1985 -3.5 -0.0017
29670 Policétido ciclico (61) 1Q-843 5.25 487.1968 487.1985 -3.5 -0.0017
29670 C26H3009 1Q-821 4.80 487.1968 487.1991 -4.7 -0.0023
29670 1Q-821 5.26 487.1968 487.1991 -4.7 -0.0023

* De acuerdo con el comparativo del espectro consenso del nodo con la libreria de GNPS.

% Extraido del TIC de cada extracto.
% Informacién calculada a partir de los datos del TIC.
Nomenclatura IUPAC de los compuestos sin nombre comun:

62. Acido 10-((3-acetamido-4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-5-hidroxi-2,2,6a,6b,9,9,12a-heptametil-

1,3,4,5,6,6a,6b,7,8,8a,9,10,11,12,12a,12b,13,14b-octadecahidropiceno-4a(2H)-carboxilico.
68. 5a,6-dihidroxi-13-metoxi-5,5,7a,9,14b-pentametil-1,2,5a,6,7,7a,10,14,14a,14b-decahidro-5H-furo[3,4-i]Joxepino[4,3-a]xanteno-3,12-diona.

60. Acido 2-(7-acetoxi-5-cloro-3-((1E,3E)-3,5-dimetilhepta-1,3-dien-1-il)-7-metil-6,8-dioxo-7,8-dihidroisoquinolin-2(6H)-il)propanoico.

61. 2-((1E,3E)-hexa-1,3-dien-1-yl)-5-metoxi-2-metil-4-(1,7,8-trihidroxi-6-metoxi-1,3-dimetil-4-oxo-1,2,3,4-tetrahidronaftaleno-2-carbonil)furan-3(2H)-ona.
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Anexo 6. Fraccionamiento del control del medio de crecimiento sélido

Extracto total del medio de crecimiento

slido (10 g)
v v Particion liquido-liquido
Fase agua-MeOH 8:2 (762.5 mg) | | Fase DCM (232.2 mg)
v ‘ v Particion liquido-liquido
Fase hexanica (203.9 mg) | | Fase MeCN-MeOH 1:1 (26.1 mg)

Anexo 7. Fraccionamiento secundario de la cepa 1Q-819, IQ-814 e 1Q-807
e Trichoderma sp. cepalQ-819

La fraccion primaria de mediana polaridad (MeCN-MeOH 8:2) se abosrbié en celita-gel de silicey
se fraccion6 por cromatografia raida en fase reversa. Se empled un sistema de eluciéon a 10
mL/min consistente en un gradiente de MeCN y agua acida 5:95>5:95 durante 10 min, 5:95>61:39
en 8.4 min, 61:39>80:20 en 6.6 min, 80:20>88:12 en 1.3 min, 88:12>91:9 en 0.2 min, 91:9>91:9
durante 5.7 miny 91:9>100:0 en 0.8 min, que finalizé con un lavado con MeCN y MeOH 5:95->5:95
durante 0.5 min, 5:95>0:100 en 1.1 miny 100% de MeOH por 15 min.

e Clonostachys sp. cepalQ-814
La fraccion primaria de mediana polaridad (MeCN-MeOH 8:2) se absorbio en celita-gel de silicey
se fracciond por cromatografia raida en fase reversa. Se empled un sistema de elucién a 10
mL/min consistente en un gradiente de MeCN y agua acida 5:95>5:95 durante 12 min, 5:95>54:46
en 10.1 min, 54:46->100:0 en 3.6 min, 100:0~>100:0 durante 30 min, un cambio de 100% MeCN a

100% MeOH en 1 miny un lavado con MeOH durante 42 min.

e Cladosporium sp. cepa lQ-807
La fraccion primaria de mediana polaridad (MeCN-MeOH 8:2) absorbié en celita-gel de silice y se
fracciond por cromatografia raida en fase reversa. Se empled un sistema de elucién a 10 mL/min
consistente en un gradiente de MeCN y agua acida 5:95-5:95 durante 12 min, 5:95>32:68 en 4.8
min, 32:68~>65:35en 11.4 min, 65:35>65:35 durante 11 min, 65:35>80:20 en 2.6 min, 80:20>80:20
durante 11 miny 80:20~>100:0 en 1.7 min, que finalizé con un lavado con MeCN por 12 miny MeOH

por 20 min.
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| Extracto total de1Q-1129 (1.7 g) |

v $ Particion liquido-liquido
| Fase agua-MeOH 8:2 (624.0 mg) | | Fase DCM (854.0 mg) |
v ‘ v Particién liquido-liquido
| Fase hexanica (455.0 mg) | | Fase MeCN-MeOH 1:1 (425.0 mg)
I . "
v v v v v v v v Ciz/l 2 ’f\lase reversa, gradiente de agua é&cida
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 a
(0.3 mg) (2.1 mg) (84.7 mg) (2.3 mg) (14.0 mg) (169.1 mg) (63.7 mg) (69.4 mg)
Cromatografia preparativa en fase reversa,
gradiente de agua &cidaa MeOH
+| F7.1 (L5 mg) |
+| F7.2 (1.3 mg) |
+| F7.3 (L0 mg) |
+| F7.4 (0.9 mg) | - \
+| F7.5 (1.0 mg) |
+| F7.6 (1.1 mg) | i
+| F7.7 (0.7 mg) | R .
+| F7.8 (13.0 mg) |—>| PF1140 (44) |
+| F7.9 (4.8 mg) | N
W e | > Fr121(23mg | !
. .7 mg
+| 200 | +| F7.12.2 (1.3 mg) |—>| Deoxi-PF1140 (45)
. .0mg
$| 12168 m) F»| F7.12.3 (0.5 mg) |
: 8mg
+I 3610 | +| F7.12.4 (1.5 mg) |
. .1 mg
+| F7.12.5 (0.8 mg) |
Cromatografia semipreparativa en
fase reversa, gradiente de agua *I F7.12.6 (0.3 mg) |
&ciday MeCN
+| F7.12.7 (8.4 mg) |

Anexo 8. Fraccionamiento del extracto de la cepa 1Q-1129
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Extracto total de1Q-1038 (3.9 g) |

v

v

Particion liquido-liquido

Fase agua-MeOH 8:2 (1.1 g)

Fase DCM (2.7 g)

Particion liquido-liquido

v v
Fase hexanica (1.1 g) | | Fase MeCN-MeOH 1:1 (L5 g)
I
v v 2 v v 2 2 v
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
(5.4 mg) (145.4 mg) (205.6 mg) (146.6 mg) (747.5 mg) (14.6 mg) (95.8 mg) (48.4 mg)

Cromatografia preparativa en fase reversa,
gradiente de agua &cidaa MeOH

i 28 28 28 28R K 2 2

F3.1 (2.9 mg) |
F3.2 (12,9 mg) |
F3.3(112.8 mg) |—>| Acido penicilico (46)
F3.4 (5.0 mg) | 10 o
F3.5 (7.7 mg) | <~Mon
F3.6 (12.4 mg) | e
F3.7 (23.0 mg) |

Anexo 9. Fraccionamiento del extracto de la cepa IQ-1038
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| Extracto total de1Q-819 (4.0 g)

v

v

Particién liquido-liquido

Fase agua-MeOH 8:2 (613.7 mg)

| | FaseDCM (3.1 q)

Particion liquido-liquido

L 4
| Fase hexénica (1.6 g) | | Fase MeCN-MeOH 1:1 (1.6 g) |
T CR en fasereversa,
v v v v v v v v v gradiente de agua
F1 F2 F3 F6 F7 F8 Fo F10 F5 &cidaaMeCN
(33.6 mg) (29.4 mg) (204.7 mg) (65.5 mg) (175.2 mg) (191.9 mg) (235.7 mg) (230.5 mg) (11.5 mg) (129.0 mg)
CPen f_ase reversa, gradiente de Cristalizacion
aguaécidaaMeOH
*| F3.1(2.1 mg) | +| F3.3.1(3.3mg) | F5.1(81.2 mg) |
+| F3.2 (4.2 mg) | >  F332(18mg [ TricodermamidaA (48) F52(401mg) |
+| F3.3(18.7 mg) | S— : >| F3.3.3(2.7 mg) | — ¢, _
Cromatografia semipreparativa | Acido tricodérmico (51) |
+| F3.4 (5.0 mg) | en fase reversa, gradiente de agua $| F3.3.4 (4.0 mg)
é&ciday MeCN
+| F3.5 (4.1 mg) | +| F3.3.5 (0.9 mg) |
+| F3.6 (3.8 mg) |
+| F3.7 (6.8 mg) | +| F3.12.1 (0.7 mg) |
> F38@EOmg | > F12206mg) |
+| F3.9 (11.7 mg) | +| F3.12.3 (0.4 mg) |
> F10(5img) | > F12400mg) |
+| F3.11 (94.5 mg) |—>| Acido tricodérmico A (49) | +| F3.12.5 (0.9 mg) |
F3.12 (107 | > 12.6(L5 Acido tricodérmico C (50
+| 3.12 (10.7 mg) | Cromatografia semipreparativa > F3.12.6 (1.5 mg) |—>| cido tricodérmico C (50)
F3.13(2.9m en fase reversa, gradiente de agua F3.12.7 (0.4 m
$| ( 9 &ciday MeOH ’I ( o) | u
> F14@2mg) | > F12806mg) |
> FI5(70mg | > F312003mg) |
+| F3.16 (7.9 mg) | +| F3.12.10 (15 mg) |

Anexo 10. Fraccionamiento del extracto de la cepa 1Q-819
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| Extracto total de1Q-814 (5.2 g) |

v v Particién liquido-liquido
| Fase agua-MeOH 8.2 (3.2 g) | | FaseDCM (1.2 g) |
v ‘ v Particion liquido-liquido
| Fase hexénica (699.0 g) | | Fase MeCN-MeOH 1:1 (472.5 mg) |
I . L.
v v v v v v v v CI;I 2 Lase reversa, gradiente de agua &cida
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 a
(46.3 mg) (87.2mg) (103.6 mg) (22.4 mg) (16.8 mg) (33.0mg) (62.8 mg) (84.1 mg)
Cromatografia preparativa en fase reversa,
gradiente de agua &cida a MeOH
$| F3.1(2.5mg) |
»| F3.2 (28 mg) |
»| F3.3(18.0 mg) |
»| F3.4 (9.8 mg) |
$| F3.5 (4.0 mg) |
F3.6 (3.3 mg)
! | +| F3.8.1 (1.2 mg) |
+| F3.7 (45 mg) | OH OH
+| F3.8.2 (1.7 mg) | P
|
> F3802mg | S :
Cromatografia semipreparativa en +| F3.8.3 (05 mg) |
$| F3.9 (4.7 mg) | fase reversa, gradiente de agua OH OH
&iday MeCN > F384(22mg) | ¥ (E)tridec7-en0-356 10 etraol (52) |
+| F3.10 (7.4 mg) |
+| F3.8.5 (0.7 mg) |
+| F3.11 (3.3 mg) |
+| F3.8.6 (1.3 mg) |
+| F3.12 (15.7 mg) |

Anexo 11. Fraccionamiento del extracto de la cepa 1Q-814
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| Extracto total de1Q-807 (1.8 g) |

v

Fase DCM (1.5 g)

Fase agua-MeOH 8:2 (350.6 mg) | |
v

Particion liquido-liquido

v

Particion liquido-liquido

| Fase hexanica (997.1 mg) | | Fase MeCN-MeOH 1:1 (459.1 mg)
\

v v v v v v v
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7
(65.5 mg) (28.1 mg) (65.5 mg) (58.7 mg) (25.5 mg) (40.9 mg) (124.3 mg)

Cromatografia preparativa en fase reversa,
gradiente de agua &cidaa MeOH
»| F1.1(12.1mg) |
»| F1.2(3.2mg) |

F1.3(1.0mg)
%I | F15.1 (0.3 mg) |

F1.4 (1.1 mg)
%I | F152 (117 mg) |—>| iso-cladospolida B (53)
»| FL5(145mg) |

| Cromatografia semipreparativa en F15.3 (0.4 mg) | 0
#| F1.6 (12 mg) | fase reversa, gradiente de agua
i &iday MeCN F15.4 (0.5 mg) | S ?

»| F1.7 (16 mg) |
»| F1.8 (1.5 mg) | OH OH
»| F1.9 (L3 mg) |
»| F1.10 (1.2 mg) |
»| F1.11 (2.1 mg) |
%| F1.12 (1.7 mg) |

Anexo 12. Fraccionamiento del extracto de la cepa |1Q-807
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Anexo 13. Espectro de RMN *C (100 MHz, CDCL;) de 44
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Anexo 14. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCL;) de 44
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Anexo 15. Espectro HSQC (400 MHz, CDCL;) de 44
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Anexo 16. Espectro HMBC (400 MHz, CDCl;) de 44
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Anexo 17. Espectro de RMN "C (175 MHz, CDCl;) de 45
of 8
g g
i S
3 R
e
LHH J . ’_AAJ b b L | JLM/‘\J e
A & q d TR ST
o I o S S-S Mo
— o o ~— OO MNOM~NM™M
8‘.0 7‘.5 7‘.0 6‘5 6‘A0 5‘.5 5‘.0 4‘.5 4‘.0 3{5 3{0 2‘.5 2‘.0 1‘.5 1‘.0 0‘5 O‘AO

ppm

Anexo 18. Espectro de RMN 'H (700 MHz, CDCL;) de 45
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Anexo 19. Espectro HSQC (700 MHz, CDCl;) de 45
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Anexo 20. Espectro HMBC (700 MHz, CDCl;) de 45
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Anexo 21. Espectro de RMN *C (100 MHz, CDCL;) de 46
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Anexo 22. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCL;) de 46
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Anexo 23. Espectro HMBC (400 MHz, CDCL;) de 46
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Anexo 24. Espectro de RMN "C (175 MHz, DMSO-d5) de 47
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Anexo 25. Espectro de RMN 'H (700 MHz, DMSO-a) de 47

117



|

{1.18,20.71
{1.79,26.46, {0.75,26.46}
(1.72,33.41F {1.76,31.45}
M ®
{2.31,43.97{0 /&37,43.0‘7}{1.29,43.07}
{1.70,51.72} {1.82,40.93}
{4.70,70.843{4.04,70.50
./(3.92,74.32}
D) 20
{5,71,116,25{# {1.79,26.46{9 {0.75,26.46{@
{1‘92’31'45%) {1.48,33.41} 30
.48,33. c
{5.66,129.21 #, o g
{5.20,137.14 {1.65,40.93
) ® 40
% o 0 )
(7.34,154.39} , . ; ; : . T T T T
24 22 20 18 16 14 12 10 08 06
ppm
T T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
ppm
Anexo 26. Espectro HSQC (700 MHz, DMSO-dt) de 47
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Anexo 27. Espectro HMBC (700 MHz, DMSO-at) de 47
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Anexo 28. Espectro de RMN "C (175 MHz, CDs(CO)CDs) de 48
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Anexo 29. Espectro de RMN 'H (700 MHz, CD3(CO)CD;) de 48
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Anexo 30. Espectro HSQC (700 MHz, CD3(CO)CDs3) de 48
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Anexo 31. Espectro HMBC (700 MHz, CD3(CO)CDs) de 48
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Anexo 32. Espectro COSY (700 MHz, CD3(CO)CD:s) de 48
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Anexo 33. Espectro de RMN "C (175 MHz, CDCl;) de 49
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Anexo 34. Espectro de RMN 'H (700 MHz, CDCLs) de 49
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Anexo 35. Espectro HSQC (700 MHz, CDCL;) de 49
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Anexo 36. Espectro HMBC (700 MHz, CDCl;) de 49
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Anexo 37. Espectro COSY (700 MHz, CDCls) de 49
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Anexo 39. Espectro de RMN 'H (700 MHz, CD;0D) de 50
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Anexo 42. Espectro COSY (700 MHz, CD;0D) de 50

127

r3.0

r3.5

4.0

4.5

5.0

6.0

6.5

7.0

7.5

ppm



22 1

WWMMWWMW'WMWWMMWMWWWJ WWM WWMMWMWLMWW

T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

ppm

Anexo 43. Espectro de RMN 'C (175 MHz, CDCl;) de 51

T
g e}
ba 9]
g =
g D
o <
N ™
I
L L uf\
o 'S & & "R SN BN B RN
(o)} (o)M=} o O OCOO0OWOoOO-H—=O0OwanN
=) o - o~ AH AN A =M N M
T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2. .0 1.5 1.0 0.5 0.0
ppm

Anexo 44. Espectro de RMN 'H (700 MHz, CDCL;) de 51
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Anexo 47. Espectro HRMS-ESI+-QTOF de 52
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* Sefiales del compuesto.

Anexo 48. Espectro de RMN *C (175 MHz, CDCl;) de 52
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Anexo 49. Espectro de RMN 'H (700 MHz, CDCLs) de 52
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133

0.5

2.0

r2.5

3.0

3.5

4.0

r4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

0.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

r5.0

5.5

6.0

6.5

ppm

ppm



1c Dol

| o

T T T
190 180 170

T
160

T T T T T T T T T T T T T T T
150 140 130 120 100

110 90 80 70 60 50 40 30 20 10
ppm
* Sefiales del compuesto.
Anexo 54. Espectro de RMN *C (175 MHz, CDCl;) de 53
g
d
g
N
_:-_jﬁ A_LJNL . e . .
4 D) A A J
Q - Q Q -
— — — -~ o~
8‘.0 7‘.5 7‘.0 6‘.5 6‘.0 5‘.5 5‘.0 4‘.5 4‘.0 3‘.5 3".0 2‘.5 2‘.0 1‘.5 1‘.0 d.S d.O
ppm

* Impurezas.

Anexo 55. Espectro de RMN 'H (700 MHz, CDCL;) de 53
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Anexo 56. Espectro HSQC (700 MHz, CDCl;) de 53
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Anexo 58. Inhibicion de la formacion de biopelicula de A. baumannii cepa A564

Inhibicién en %

Compuestos aislados por morfotipo (media = desviacidén Concentracion (mM)
estandar)
1Q-1129
PF1140 (44) ND 0.36
Deoxi-PF1140 (45) ND 0.38
1Q-1038
Acido penicilico (46) ND 0.59
1Q-1017
Brefeldina A (47) 0 0.36
1Q-819
Acido tricodérmico (48) 0 0.33
Acido tricodérmico A (49) 0 0.31
Acido tricodérmico C (50) 0 0.31
Tricodermamida A (51) 0 0.23
1Q-814
(£)-tridec-7-eno0-3,5,6,10-tetraol (52) 0 0.44
1Q-807
/iso-Cladospolida B (53) 0 0.44
*Colistina en agua a 20 pg/ mL 97.4+2.79 0.02
*Gentamicina en agua a 64 pg/ mL 42.9+12.9 0.11
Control negativo 0 -
Control de esterilidad 100+0.0 -

Determinaciones realizadas al menos por quintuplicado, se reporta la mediay su desviacién
estandar. Los compuestos se disolvieron en DMSO y se evaluaron a una concentracion final
de 100 pyg/mL. ND: no determinado. *Controles positivos.
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Antibacterial compounds from fungi associated with ant nests

Angel Sahid Aguilar-Colorado', Jorge Ernesto Valenzuela-Gonzalez2, Everardo Tapia-Mendoza? and José Alberto Rivera-Chavez!

1Departamento de Productos Naturales, Instituto de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México, México.
2Red de Ecologia Funcional, Instituto de Ecologia A. C., Xalapa, Veracruz, México.
SLANCIC, Instituto de Quimica, UNAM, México.
email: ssahid@comunidad.unam.mx, jrivera@iquimica.unam.mx

INTRODUCTION The inhibition of fungi according to their origin:
Drug-resistant bacteria are one of the world's greatest health threats, capable A. baumannii K. pneumoniae
of generating difficult-to-treat, sometimes lethal infections.! In response, Anthill Surroundings Anthill Surroundings
fungal diversity and its chemical space can be used to find new antibiotics.3 «
) : . A e
We proposed that the fungi associated with anthills of cloud forest are a § g
latent source of antibacterials.* . § ¥ g s (Uit
i § %' i
“ 7
s «
3 <
Sp i’ i g i
. - 194 g:;ﬁ“._ . ?'. §!, i 2 ":...
Cloud forest in Mexico Ants and their nest Fungi and compounds <@ E
<
METHODS 35% 35% 35% 555
Extracts were obtained by fermentation in wheat cereal from a collection of " percentage inhibition Percentage inhibition

248 microscopic fungi isolated from ants and nests collected in a cloud forest

in Veracruz, Mexico, in 2020 were screened for their ability to inhibit in vitro ~ 1he chemical diversity of the fungi was visualized in molecular networks*.
the growth of the Gram-negative multidrug-resistant bacteria. Untargeted Fungi associated with ants represent a smaller chemical space, but rich in
spectrometric metabolomics analysis (HRMS-ESI-QTOF) of the extracts allowed ~ derivatives. 17 compounds were dereplicated.
the visualization of the chemical space under study in molecular and bioactive X 3 7 b,
networks allowing fungi prioritization. The chemical study is under
development.

o

7~°H700<L1\ S
b ;"\_}o&ng:mg

[ o—
© Xanthoepocin

IO |
Sample of soil & f Isolation
and ants ‘ 'r of fungi
Nk &
Ll

jva 3 s
Gy o | EOWPS - N

,@ NP ANALYST Extraction by Node: == Anthill  =mSurroundings - Ant .,/ Oxalicine B
Biological activity assay Metabolomic analysis maceration *Each node is a different mass spectrum consensus, joined by edges with those structurally related.

e L LC-MS2

The predicted bioactive components are analyzed in another network**:

RESULTS AND DISCUSSION

@
3
“
Specimens of six ants were collected, samples from 19 nests and 17 from the m/2 588.39 g
surrounding terrain. The species are: 3
3 U > W IR
Solenopsis geminata m 3
Atta mexicana W 102278 = PR g o
Dorymyrmex bicolorm Wi Py
Nomamyrmex esenbeckii & . BRciom
Cheliomyrmex morosus m § e
Camponotus sericeiventris B £ : . [ V2
,E, N ‘. S Wcons Mo ”'\‘\‘{?“ﬁ
. o . < i >
The collection contains 686 viable axenic morphotypes, as show below. Its : .4.7;‘3:- ] . b Y
extract was obtained from a sample of 246 fungi. € ? Wrcown  gaciom
S pacoun  EoRm |
Surroundings « 1Q-1029 L7 J Clusterscore: 1 1
! WoRcioam Heio0m e "
(total=317) i — \ Activityscorei 1. 0:3
mcos

**The square nodes are the fungl, linked to each other by edges through the potentially bioactive m/z
(MS1) they share (represented by circular nodes).

CONCLUSIONS
Bioprospecting study support the proposal that the chemical composition of
Anthill Ants multicellular fungi from ants and their nests are a source of compounds
(318) (24)

antibacterial, but the isolation of compounds is under development.

In the inhibition assay the collection performed better against A. baumannii ~ ™Metabolic analysis reassesses the chemistry of soil fungi for other purposes
compared to K. pneumoniae and avoid redundant isolation of molecules.

FUNDING
Thanks are due to Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologias for funding grant 885837 and for project CF-2019-263977, as well as to UNAM for
funding project IA207422 and 1A203220.
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quimico de las hormigas

Angel Sahid Aguilar Colorado y José Alberto Rivera Chéavez

Los actinomicetos o actinobacterias son organismos
microscépicos ampliamente distribuidos en el
entorno: ambientes acuéticos y terrestres no escapan
a su colonizacién.

Los actinomicetos viven sobre plantas, hongos,
protozoos y animales. Cuando los observamos
al microscopio vemos su forma de filamentos
ramificados, muy parecidos a como se ve una raiz
desordenada, por lo que su nombre se deriva del
griego aktino, que significa “rayo”.

Para los seres humanos, los actinomicetos son
una fuente prolifica de medicamentos, incluyendo
antibidticos y antitumorales.

Por ejemplo, del actinomiceto Streptomyces sp.
proviene la estreptomicina, un antibacteriano de
distribucién comercial, y también la doxorrubicina, un
farmaco muy usado en quimioterapia.

Pero no solo el Homo sapiens ha aprovechado la
biosintesis que realizan los actinomicetos; también
otras especies, insectos principalmente, han
desarrollado esta capacidad a través de millones de
afnos, gracias a la evolucién.

El papel de ciertos actinomicetos como fabricas de
compuestos quimicos y cémo éstos son aprovechados
por algunos insectos e inclusive crustaceos ha sido
bien documentado.
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De estos ejemplos destaca la cooperacién entre los
actinomicetos y ciertas especies de hormigas que se
ha estudiado ampliamente desde el punto de vista
quimico.

Las hormigas Attasp.y Acromyrmex sp. son conocidas
por cultivar dentro de sus nidos un hongo del género
Leucoagaricus, al que proveen con trozos de hojas
frescas, pues con ese hongo alimentan a sus larvas.
Pero esta relacién de beneficio mutuo se ve
amenazada por el ataque de patégenos como el
hongo oportunista Escovopsis sp., cuya invasion es
capaz de acabar con el hormiguero.

Aunque las hormigas cuentan con mecanismos que
las protegen contra infecciones, como las secreciones
de sus glandulas metapleurales, se ha descubierto
que actinomicetos del género Pseudonocardia y
Streptomyces colaboran con las hormigas y su hongo
simbionte sintetizando antibiéticos, los cuales, por
cierto, resultan muy complejos de sintetizar en un
laboratorio.

Estos antifungicos y antibacterianos son, en su
mayoria, moléculas orgénicas ciclicas de naturaleza
peptidica, es decir, que contienen aminoacidos,
algunas veces ligeramente modificados: tales
como la dentigerumicina, uno de los primeros
mediadores quimicos descritos en la literatura
capaces de detener el desarrollo de Escovopsis sp.



También se han descrito otros compuestos simila-
res a la dentigerumicina, entre los que destacan las
gerumicinas, valinomicinas, antimicinas, actinomi-
cinas, candicidinas y también otros distintos como
las pseudonocardonas, o incluso moléculas cripti-
cas, es decir, aquellas dificiles de hallar, como la
9-metoxirebecamicina, que se asume podria tener
propiedades anticancerigenas, por ser muy cerca-
na en identidad quimica a un tratamiento de ese
tipo que se estudia actualmente.

Las hormigas que se sirven de los actinomicetos,
los cargan sobre su cuerpo, en la cuticula, o en una
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Esta simbiosis bacteriana que existe en las
hormigas recolectoras de hojas, ha suscitado
interés en encontrar este fenédmeno en otras
especies de hormigas e identificar las moléculas
w. que intervienen en esos casos.

Para nosotros, los seres humanos, esas moléculas
son de interés, pues podrian contribuir al desarrollo
de tratamientos para enfermedades provocadas
por hongos filamentosos, levaduras y protozoarios,
tales como la malaria y la leishmaniasis; y ademas
ayudar a combatir infecciones bacterianas,
sobre todo aquellas resistentes a farmacos
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bolsa en su boca, pues asi les proveen nutrientes convencionales.
para sobrevivir y se completa un intercambio
metabdlico que es benéfico para ambos

organismos.

Ademads, cuando los actinomicetos estan sobre
el cuerpo de las hormigas y estas transitan por
los taneles y cémaras del hormiguero, logran
distribuirlos por su nido. Por el contrario, cuando
estan en la boca de las hormigas, contribuyen
a consumir las partes enfermas del jardin de
Leucoagaricus sp., atacadas por Escovopsis sp.
Y al mezclarlas con los péptidos que producen
se detiene la infeccion por Escovopsis sp. Asi
las hormigas, con ayuda de los actinomicetos,
preservan la sanidad del hormiguero.
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Abstract

Microscopic fungi occupy a vast number of habitats, are taxonomically diverse, degrade complex substrates, and have stood
out for their capacity to biosynthesize a plethora of specialized metabolites. Such molecules are structurally diverse, and
many have applications in fundamental and applied sciences, for example, in medicine, material sciences, food chemistry,
textile and pharmaceutical industries, and agronomy, among other fields. However, despite the tremendous biotechnological
value of fungi, these organisms are understudied, limiting the knowledge to their taxonomy, chemistry, and some putative
applications. Notably, some specific habitats remain unexplored in terms of their mycobiota. Based on these considerations,
this review describes the known fungal diversity associated with ants/nests, their metabolic potential, and the possible appli-
cations of their specialized metabolites in drug discovery programs focused on developing treatments for human diseases.
According to this revision, fungal diversity has been studied by applying conventional methodologies such as isolation and
morphological identification of soil fungi from mounds and nest chambers, and indirectly from ants’ cuticles and glands.
The subfamilies, genera, taxonomical information, and geographical origin of ants from which filamentous fungi and yeast
are commonly isolated are also described. Furthermore, some important information is presented concerning the difference
between the ant-associated mycobiota and that in the surroundings, discarding the extrapolation of the chemical and bio-
logical information known for soil fungi. Altogether, this review evidenced the lack of information regarding the chemical
composition of ant-associated fungi, encouraging research focused on exploring the chemistry biosynthesized from ants’
mycobiota, as well as the elucidation of their allelopathic potential inside the nests.

Keywords Ant - Anthill-associated fungi - Antibacterial - Antidiabetic - Antifungal - Bioprospecting - Mycobiota

Introduction

Since ancient times, fungi have been used by humankind
as food and through bioprocesses to produce beer and wine
(Ghorai et al. 2009). Currently, technological advances
have allowed the development of several biotechnological
areas, for example, biocontrol, bioremediation, biomass
degradation, biofuel, organic acids, enzymes, agrochemi-
cal, and pharmaceutical production industries, to name
but a few (Berasategui et al. 2016; Meena and Siddhardha
2019; Hyde et al. 2019). The fungi occupy a vast number
of habitats, are taxonomically diverse, degrade complex
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substrates, and have stood out for their capacity to bio-
synthesize a plethora of specialized metabolites. Moreo-
ver, such molecules are structurally diverse, and many
have applications in fundamental and applied sciences,
for example, in medicine, material sciences, food chemis-
try, textile and pharmaceutical industries, and agronomy,
among other fields (Schueffler and Anke 2014; Gonzélez-
Medina et al. 2016, 2017; Aldholmi et al. 2019). How-
ever, despite recent technological advances and the high
biotechnological value of fungi, these organisms are
understudied, and specific habitats remain unexplored. In
this regard, the chemical constituents of a small number
of species are known, and consequently, the use of their
chemical heritage is limited (Schueffler and Anke 2014;
Chassagne et al. 2019; Pham et al. 2019).

Given their biological diversity and cosmopolitan
presence, fungi are the second most diverse kingdom on
Earth, bringing together among 2.2-3.8 million species.
However, so far, just over 200,000 have been described
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(Hawksworth and Liicking 2017). Macroscopic fungi
are recognized due to their fruiting bodies; nevertheless,
a considerable part of the biodiversity is composed of
those with microscopic reproductive structures. Micro-
scopic fungi are further divided into yeasts and filamen-
tous fungi, and multicellular and unicellular eukaryotic
organisms, respectively (De-Wei 2016). Consequently,
the study through bioprospecting projects of areas with
unknown mycobiota can lead to the description of new
species and valuable chemical-biological information
about the microorganisms and the specialized molecule
produced. Some of these underexplored habitats are the
ants’ nests, whose importance from the chemical-phar-
maceutical point of view was evidenced by the study of
their bacteriobiota, which have led to the discovery of
various antifungals, for example, the cyclic depsipeptide
dentigerumycin (1), involved in interspecific interactions
among ants of the Artini tribe and the mycobiota of their
nests (Oh et al. 2009; Pathak et al. 2019; Agarwal et al.
2022). The importance of microbiota associated with the
nests and materials of other arthropods such as termites
(Bignell et al. 1991; Yan et al. 2011; Chen et al. 2022),
bees (Poulsen et al. 2011; Madden et al. 2013; Promnuan
et al. 2021), and spiders (Iwai et al. 2009) has also been
explored.

HO"

Based on these considerations, this review describes the
known fungal diversity associated with ants of various spe-
cies widely distributed globally, their nest, and the metabolic
potential of isolated taxa, as well as the possible applications
of their specialized metabolites. In a complementary way
to some previous works, this compilation provides infor-
mation concerning the variety of ant species from which
fungi have been isolated and chemically studied. Addition-
ally, the mycobiota of the nests is compared with that of
the surroundings. However, a similar work highlighting the
study of yeast diversity in several ants of the A#tini tribe was
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published (Bizarria et al. 2022). Analysis of the retrieved
information shows that literature on fungal diversity associ-
ated with nest focuses on the mounds and chambers of a few
ant species, mainly the so-called leafcutters, generally dis-
tributed in South and North America (Fig. 1). Likewise, the
most common ants/nest-associated fungal genera are listed,
highlighting the underrepresented ones for their bioactivity.
Although the chemical composition of ants/nest-associated
fungi remains almost unexplored, compounds with antibac-
terial, antifungal, antidiabetic, and antiviral activity in vitro
isolated from fungi have been described. These data will
uncover the potential of the chemical and biological space
of unexploited fungal-specialized metabolites. Additionally,
they will demonstrate further evidence of their ability to syn-
thesize complex structures applicable in various scientific
and industrial fields. Finally, how the known interspecific
relationships support the search for antibacterial chemicals
from the nest mycobiota is also explained.

Search Strategy

This review began with an independent search for pairwise
combinations, using “and” or “+” operators, of the Eng-
lish words “fungus,” “mycobiota,” “filamentous fungi,”
“yeast,” “molecule,” “compound,” “isolation,” and “nat-
ural product” with “ant nest,” “mound,” and “ant.” The
search engine Google Scholar and the databases PubMed,
ScienceDirect, SciFinder, SciELO, Redalyc.org, JSTOR,
Web of Science, and EBSCO were used. In the case of
SciELO, the same words were searched for in Spanish
and Portuguese. The American Chemical Society, Wiley,
Springer, SAGE, Thieme, Royal Society of Chemistry,
Canadian Science Publishing, and Taylor & Francis pub-
lishers were also consulted directly. Also, tracking addi-
tional publications in listed references was also useful.
In summary, literature prior to December 2022 on fungal
diversity associated with ants, their cuticle, and nests,
as well as its chemical composition, were considered for
discussion. Then, the publications that did not detail the
origin of the mycobiota or the method to determine the
fungal species, as well as those that did not provide suffi-
cient evidence for the identification or elucidation of com-
pounds, were excluded; the rest is discussed in this review;
laboratory colony-based studies were also considered. The
analysis of the mycobiota is restricted to that from healthy
terrestrial ants and nests, whose identification of ants and
fungi is at least at the genus level. The names of ant and
fungal species were verified in the Integrated Taxonomic
Information System, as well as AntCat, AntWeb databases,
or directly in the report of their discovery (ITIS 2022; Bol-
ton 2023; California Academy of Science 2023).

ELINT3
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Fig. 1 Samples from which ant/nest-associated mycobiota have been isolated. (A) Entrance (mounds). (B) Fungal garden (young and old), waste,
chambers walls (waste, garden, and brood), and tunnel systems. (C) Ant’s cuticle (mainly mesosome) and glands (metapleural and buccal)

Discussion
Ants and Their Nests

Ants are a diverse, taxonomically functional group of insects
classified in the Formicidae family. These organisms have
existed for at least 100 million years and were the first social
insects with predatory habits on Earth (Fernandez 2003).
Ants live in almost all terrestrial environments, underground
or in trunks, branches, or subcortical cavities; only Antarc-
tica, Iceland, Greenland, and the central Pacific islands do
not have native species (Rojas Fernandez 2001). Ants’ abun-
dance is difficult to measure, but they are always in the most
copious group of the edaphic macrofauna. The number of
species and how they are distributed are unknown. However,
their abundance in tropical, low-lying subtropical forests,
and hot deserts is well established; temperature is the most
critical factor limiting its distribution (Rojas Fernindez
2001; Fernandez 2003). Currently, more than 12,500 spe-
cies belonging to 21 subfamilies and 290 genera have been
described; nevertheless, it is suggested that the number of
species could be up to 30,000, with some awaiting discovery.
Among the known taxa, Myrmicinae and Formicinae sub-
families are the most studied (Rios-Casanova 2014; Boudi-
not 2015; Bolton 2023).

Ants live in hierarchical communities within which
it is possible to distinguish a worker and a reproductive
caste. The number of individuals can range from dozens
to hundreds of thousands, with specimens ranging from
less than a millimeter to 1.5 cm in length (Rios-Casanova
2014). Considering their diet, ants are highly specialized
and generalist and could be classified as omnivorous,

mycophagous, granivorous, and predatory (Rojas Fernan-
dez 2001). A variety of ant species occasionally feed on
fungi, but Artini tribe are remarkably interesting as they
grow fungal “gardens” within their nests and feed them-
selves almost exclusively with mycelium. Species of the
Atta, Acromyrmex, and Sericomyrmex genus are called
“leafcutters” or “foragers” for their skills to collect fresh
plant material as a substrate for the growing fungus, while
others, mainly of the Cyphomyrmex, Myrmicocrypta, and
Apterostigma genera, collect carcasses, feces, and other
materials to feed the fungus.

In contrast, Sericomyrmex and Trachymyrmex have transi-
tional habits (Rojas Fernandez 2001; Leal et al. 2011; Sosa-
Calvo et al. 2018). It is hypothesized that the development
of the metapleural gland played a crucial role in colonization
by some ant species in soil (rich in microorganisms). This
gland secretes hydroxy and phenylacetic acids that differen-
tially inhibit the growth of microorganisms inside the nests;
not surprisingly, species adapted to live in trees have lost
this gland (Yek et al. 2012; Vieira et al. 2012; Offenberg and
Damgaard 2019; Offenberg et al. 2022).

The impact of ants’ activity on soil health has been mod-
erately addressed and principally considers the modification
of physicochemical properties. For example, some studies
describe the impact of soil, vegetation, and soil fauna trans-
portation on the construction of underground nests, as well
as the modification of chemical properties due to miner-
alization, organic matter accumulation, and decomposition,
among other factors (Wagner et al. 1997; Kristiansen and
Amelung 2001; Rojas Ferndndez 2001; Dostal et al. 2005;
Pinto-Tomas et al. 2009; Fernandez et al. 2014; Wang et al.
2017; Zhang et al. 2018).

@ Springer
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Associated Mycobiota

Based on the available information and the scope of our cur-
rent research, this review mainly focuses on fungi isolated
from terrestrial ants and their potential as a source of func-
tional secondary metabolites; however, the approaches to
study arboreal ants and their associated mycobiota are also
summarized in the following paragraph. It is worth men-
tioning that the chemical composition of ants themselves
has already been reported (Mans et al. 2016; Seabrooks and
Hu 2017).

Tree ants belong to the Camponotus, Crematogaster,
Dolichoderus, Pheidole, Monomorium, Technomyrmex,
Allomerus, Cladomyrma, Azteca, and Tretaponera genera,
among others. These species have a close relationship
with fungi from the Chaetothyriales order, referred to as
black yeasts in literature (Weiiflog 2001; Ruiz-Gonzalez
etal. 2011; Voglmayr et al. 2011; Nepel et al. 2016; Lucas
et al. 2019; Moreno et al. 2019). Interestingly, together
with trichomes of some plants, fungal mycelium is part
of the walls and galleries of the nest (called carton) or
grows in the domatium of a myrmecophyte (Mayer and
Voglmayr 2009; Orivel and Leroy 2010; Voglmayr et al.
2011; Nepel et al. 2014; Pringle and Moreau 2017; Baker
et al. 2017; Quan et al. 2021). Remarkably, some ants
even consume the fungus that develops in the domatium
(Blatrix et al. 2012).

Ants with ground-level nests, from which fungi have been
isolated, are scarce. Taxonomically (Fig. 2), these individu-
als are mainly grouped into tribe Attini, which is represented
by ants of 7 genera: Apterostigma, Mycocepurus, Myrmico-
crypta, Atta, Trachymyrmex, Acromyrmex, and Cyphomyr-
mex. Other tribes under study with one genus each are Sole-
nopsidini, Tetramoriini, Pheidolini, Formicini, Camponotini,
and Tapinomini. The morphology and lifestyle of these spe-
cies considerably differ depending on their tribe, and the
size and structure of their nests. Furthermore, they have a
different native distribution, and colonize a great variety of
ecosystems. The study of ant-associated mycobiota has been
carried out by field sampling of soil from nests in nine coun-
tries, although the availability of research on filamentous
fungi in North and South America stands out (Fig. 3). How-
ever, some research on mycobiota is carried out on colonies
maintained in the laboratory under controlled environmental
and feeding conditions. In the case of Atta sexdens rubropi-
losa and Atta cephalotes, for example, such studies have led
to a better understanding of the fungal diversity inside the
nests, chambers, and the ants themselves (Fisher et al. 1996;
Carreiro et al. 1997, 2004; Rodrigues et al. 2005b).

Fungi associated with wild mature nests have been char-
acterized by sampling mound’s soil, taken from the surface
to a certain depth (3—40 cm)—often discarding detritus (Brill
et al. 1996; Duff et al. 2016; Maksimova et al. 2016)—as
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well as the walls and contents of chambers (waste, garden,
and breeding), by means of a reasonable excavation aside the
entrances (Fisher et al. 1996; Ba et al. 2000; Rodrigues et al.
2014). Likewise, fungi away from the nest (1-10 m) are also
considered in studies for comparative purposes (Arcuri et al.
2014; Rodrigues et al. 2014; Duff et al. 2016; Maksimova
et al. 2016). Conversely, nest mycobiota do not always con-
sider a description of fungi on or inside the ants (Arcuri et al.
2014; Maksimova et al. 2016).

Ant-associated fungi from soil of nest and fragments of
the fungal garden are commonly isolated by conventional
techniques based on sample dilution in sterile water and
direct seeding in Petri dishes containing, yeast-malt extract
agar (Fisher et al. 1996), potato dextrose agar (Rodrigues
et al. 2008), glucose-peptone-yeast agar (Maksimova et al.
2016), and medium for aquatic yeasts (Carreiro et al. 1997).
Antibiotics such as chloramphenicol (Arcuri et al. 2014;
Rodrigues et al. 2014), amoxicillin (Jiménez-Arreola et al.
2020), oxytetracycline (Fisher et al. 1996), and levomycetin
(Maksimova et al. 2016) are frequently added to the medium
to prevent bacterial growth. It is worth mentioning that in
addition to molecular methods some of the filamentous fungi
reported in this compilation were identified using classic
microbiological methods, which is limited in the identifica-
tion of fungal taxonomic groups without properly defined
morphological keys of their colonies or spores in the bib-
liography (Fisher et al. 1996; Rodrigues et al. 2008). Con-
versely, yeast identification is usually performed by genetic
means (Carreiro et al. 1997; Rodrigues et al. 2009; Pagnocca
et al. 2010; Arcuri et al. 2014).

Studies on fungal microbiome frequently examine anthills
of Acromyrmex and Atta ants from Canada, the USA, and
some Central and South American countries, mainly Bra-
zil. Additional research has also been carried out in Nigeria
and Russia; however, there is a lack of knowledge of the
mycobiota found in this niche in Europe, Asia, and Oce-
ania (Fig. 3). Research focused on studying non-mutualistic
ant-associated fungi from Brazil led to the identification of
species from Acremonium, Escovopsis, Fusarium, Mucor,
Escovopsioides, Metarhizium, and Mariannaea genera;
all isolates related to A. sexdens rubropilosa. Moreover,
Trichoderma species have also been isolated from ants of
the Acromyrmex genus (Rodrigues et al. 2005b; Augustin
et al. 2013; Montoya et al. 2016; Armando et al. 2017). Spe-
cies from the Leucocoprinus genus have received particu-
lar attention since they are cultivated by mycophagous ants
(Lugo et al. 2013; Luiso et al. 2020). Yeast species from
Candida, Trichosporon, Debaryomyces, Geotrichum, Han-
naella, Cryptococcus, and others have also been described
in association with Atta, Myrmicocrypta, and Solenopsis
ants in Brazil and the USA (Ba et al. 2000; Pagnocca et al.
2010; Arcuri et al. 2014). A review on the diversity of yeasts
associated with fungus-growing ants found that the orders
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Fig.2 The evolutionary analysis was constructed by the maximum
likelihood method. The evolutionary history was inferred by using the
maximum likelihood method and General Time Reversible model,
using the cytochrome oxidase subunit I gene (sequences used to per-
form the analysis, alignment, as well as the original tree are provided
as Supporting Information file). The tree with the highest log likelihood
(-2079.03) is shown. Initial trees for the heuristic search were obtained
automatically by applying Neighbor-Join and BioNJ algorithms to a
matrix of pairwise distances estimated using the maximum composite

Saccharomycetales, Tremellales, and Trichosporonales are
the most common (Bizarria et al. 2022).

Based on comparative studies, it is known that, in general,
the mycobiota differs by ant species and even between the
interior and exterior of the nests, tending to isolate more
rare taxa in ant colonies. Not surprisingly, fungal micro-
biota differs even between nests of the same ant species;
such variations are mainly due to topographic gradients,
temporality of the ecosystem, and plant substrate for leaf-
cutter ants (Kaspari et al. 2010; Rodrigues et al. 2011; Reis
et al. 2015; Pereira et al. 2016; Russell et al. 2017; Delgado-
Baquerizo et al. 2019; Parmentier et al. 2020; Lindstrom
et al. 2021; Siedlecki et al. 2021). These differences also
extend to nematodes. For example, it has been proposed that
within the nests, a unique microenvironment is created, in
which microbes adapt and diverge from the microbiome of
the surrounding soil, phenomena mainly due to temperature
stability and the continuous processes of organic material
decomposition (Laakso et al. 1998; Lindstrom et al. 2018,
2019). Specifically, in the nests of Aphaenogaster rudis, the
richness of phytopathogenic fungi was lower, compared to
that of the nearby soil (Tarsa et al. 2018). In nests of the

likelihood (MCL) approach and then selecting the topology with supe-
rior log likelihood value. A discrete Gamma distribution was used to
model evolutionary rate differences among sites (5 categories (+G,
parameter =0.1234)). The tree is drawn to scale, with branch lengths
measured in the number of substitutions per site. This analysis involved
eight nucleotide sequences. Andrena xera (GenBank ID: 0Q223003.1)
was used as an outgroup. Codon positions included were 1st+2nd.
There was a total of 722 positions in the final dataset. Evolutionary
analyses were conducted in MEGA11 (Tamura et al. 2021)

arboreal ant Lasius fuliginosus and Azteca trigona, it was
also observed that the fungal community is different from
that of the surrounding land over time (Lucas et al. 2017,
Brinker et al. 2019). Moreover, some patterns have been
noted in several ant species, for example, fungi isolated from
Pogonomyrmex occidentalis nest in wood-decaying differ
from the mycobiota in dead pines or the dominant vegeta-
tion around the nest (Carlson and Whitford 1991; Lupala
et al. 2019). Another example involves mycorrhizal fungi,
which are more copious in the mounds of harvesting ants
(Pogonomyrmex spp.) than in the surroundings. Moreover,
it has been projected that the foraging activity of Messor
spp. influences soil fertility in nests, increasing microbial
biomass and its activity (Snyder et al. 2002; Ginzburg et al.
2008). Additionally, it was found that the Trichoderma genus
and mycorrhizal fungi are more abundant in plant material
rejected by Atta spp. than that deposited in the mound (Van
Bael et al. 2009; Rocha et al. 2017).

The diversity of fungi isolated from ants and their nests
is summarized in Fig. 4, regardless of whether a compari-
son was made among the surrounding soil, or the colony
was captive or wild (Ba et al. 2000; Arcuri et al. 2014;
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Fig.3 Geographical distribution of ant nests from which fungi have been isolated from direct soil samples; the study of fungi on the cuticle or the inte-
rior of the ants is reflected when it is also available. The dots approximate the location. References are listed in Supplementary Information

Rodrigues et al. 2014; Duff et al. 2016; Maksimova et al.
2016; Montoya et al. 2016). The mycobiota at the genus
level isolated from ant nests in the field, compared to that
of the colony surroundings, as raised in some investigation,
is summarized in Fig. 5 (Rodrigues et al. 2014; Duff et al.
2016; Montoya et al. 2016).

Ant Cuticles

Fungi isolated from ants’ cuticles and their interior are
scarce with only six reports found in the literature (Fig. 4),
all of them are attributable to ants, and just a few reports
dealing with fungi isolated from the nest. Fungi isolated
from ants are described in this subtopic. Conversely, act-
inobacteria living in symbiosis with ants are the most
studied microorganisms. In this review, fungi carried by
ants were considered part of the nest mycobiota, consid-
ering they are distributed by these arthropods from out-
side and between nest spaces, either from their cuticle
or, for example, from their gut through feces. Hyaline
filamentous fungi were isolated in Brazil from Atta laevi-
gata workers. The most abundant fungal isolates were
Alternaria arborescens, Bipolaris sorokiniana, Bipolaris
eleusines, Bipolaris zeae, Curvularia trifolii, and Para-
phaeosphaeria michotii, species mainly associated with
plants (Guedes et al. 2012). A search for fungi in young
queen ants of Atta capigura and A. leviagata concluded
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that the genera Cladophialophora, Cladosporium, Exo-
phiala, Ochroconis, Phaeococcomyces, Phialophora,
and Penidiella are the most common filamentous fungi
(mainly dematiaceous), whereas Aureobasidium, Can-
dida, and Cryptococcus are the most represented yeasts
(Pagnocca et al. 2008; Miranda Duarte 2013; Duarte
et al. 2014). Interestingly, ants play a role as dispersers
of mycobiota in nature. In fact, it has been proven that
they are vectors of pathogenic species to humans. For
example, it was reported that in several hospital areas in
Greece, Brazil, France, and Iran, ants carry some oppor-
tunistic fungi such as Penicillium sp., Acremonium sp.,
and Mucor sp. All represent the known causal agents of
mycoses (Aquino et al. 2013).

Remarkably, although entomopathogenic fungi are
usually isolated from insect bodies, the prevalence of
Cordyceps sp. in healthy ants is low, as demonstrated by
Hughes in 2004, according to a study in which the cuticle
of four different species of foraging ants from a tropi-
cal forest in Panama was examined (Hughes et al. 2004).
Interestingly, dead ant specimens are a better source of
entomopathogenic fungi and have led to the isolation of
Aspergillus parasiticus, Aspergillus ochraceus, Beauve-
ria bassiana, Metarhizum anisopliae, Pandora formicae,
Ophiocordyceps sp., and Kneallhazia solenopsae spe-
cies, all of them from dead females of Atta mexicana,
workers of Atta bisphaerica, specimens of Formica sp.,
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Fig. 4 Fungal microbiota associated with ground ant and their
nests. The diversity of ants’ fungal symbionts and their parasites
was registered in a representative way based on the available
information; studies with this approach were not considered. Myc-

Camponotus sp., and Solenopsis sp. (Sokolova and Fuxa
2008; Ribeiro et al. 2012; Kobmoo et al. 2015; Matagocka
et al. 2017). Furthermore, Aspergillus nomius was isolated
from A. sexdens rubropilosa, and it was suggested that
its pathogenicity comes from the mycotoxins it produces,

obiota from laboratory and field colonies were considered equally
and that of the ants when included. This figure was generated with
data reported in the Supporting Information file for yeasts and fila-
mentous fungi

such as aflatoxins B1 (2) and G1 (3) (Da Silva-Junior et al.
2017). On that subject, it has been demonstrated that cer-
tain entomopathogenic fungi could perform well in ants’
biocontrol (Ortiz and Orduz 2001; Lépez Arismendy and
Orduz Peralta 2002; Ribeiro et al. 2012).
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Among the fungal species internally colonizing ants, the
most common species include some entomopathogenic spe-
cies in Acromyrmex octopinosus, intracellular parasites of
Microsporidia genus and yeast in Formica excelsa, Debary-
omyces polymorphus in the infrabuccal pocket of Campono-
tus vicinus (Van Borm et al. 2002; Mankowski and Morrell
2004; Johansson et al. 2013), and endoparasitic fungi inhab-
iting ant species (Aegeritella sp., Laboulbenia sp., Ricki sp.,
Hormiscium sp., Myrmicinosporidium sp.) of the Holarctic
biogeographic region (Espadaler and Santamaria 2012).

Anthills

The interiors of anthills are a series of complex, interlaced
tunnels with various chambers to provide some larger areas
inside the nest. These chambers have a variety of uses includ-
ing storage areas for food, nurseries for ant larvae and their
caretakers, and even areas for ants to simply rest. According to
the literature, several filamentous fungi and yeasts have been
isolated from anthills, the former being the most studied. To
date, due to the number of species grouped together, Tricho-
derma spp. stand out among the filamentous ones, while Can-
dida and Cryptoccocus are the most reported among yeasts.
The association of this fungal diversity with some ant species
is described below, although it is important to consider that
most of the available information contemplate ant species of
the Artini tribe (Fig. 4). So far, 360 species of fungi associated
with ants and their nests have been isolated, 229 are filamen-
tous, and 131 yeast-like, classified into 120 and 53 genera,
respectively. This information was generated from the study of
34 species of ants, belonging to 13 genera, mainly Acromyr-
mex and Atta. The apparent diversity of filamentous fungi in
Fig. 4 owes to the fact that most of these studies have focused
on such microorganisms. Moreover, it can be noted that in
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terms of the number of fungal species, those found only in the
nests are more copious than those found in the surrounding
soil, for both filamentous and yeast-like species (Fig. 5). It
cannot be overlooked that the fungal diversity associated with
nests is the result of modifying that originally found in the
soil, and that the differences observed are in fact, the effect of
the establishment of ant’s colonies. In general, the diversity of
fungi associated with nests is outstanding, although the genus
varies from ant species, time, and geographical location.

From the nest mounds of F. aquilonia ants in Novosi-
birsk, Russia, yeast species belonging to the Debaryomyc-
etaceae family (Debaryomyces hansensii and Schwannio-
myces vanrijiae) have been isolated. Notably, fungi isolated
from the mounds differed from those species colonizing the
surroundings (Trichosporon moniliforme and Cystofiloba-
sidium capitatum) (Maksimova et al. 2016).

Similar differences in the distribution of filamentous fungi
were found for Formica ulkei in Alberta and Nova Scotia, Can-
ada. In this case, Aspergillus navahoensis, Aspergillus pseudo-
deflectus, Aspergillus spp., Paecilomyces sp., and Penicillium sp.
were the most copious fungi in the mounds. In contrast, Clad-
osporium cladosporioides, Geomyces pannorum, Acremonium
sp., Fusarium sp., Penicillium sp., and Phoma strains were the
dominant species in the surroundings. Temperature and water
availability in mounds are hypothesized to differentiate the ant/
nest-associated fungi from species colonizing nearby soil (Duff
et al. 2016). It should be noted that nest sediments and neigh-
boring anthills are a great source of entomopathogenic fungi,
especially M. anisopliae and B. bassiana (Hughes et al. 2004;
Angelone and Bidochka 2018), highlighting the ecological role
of those fungal species in preventing anthill from other insects.

From nest interiors, especially fungal gardens, and waste
deposits of A. sexdens and Myrmicocrypta sp., yeasts of
Candida, Rhodotorula, and Trichosporon genus prevail,
with Candida dubliniensis, Candida oleophilia, Cryptococ-
cus haglerorum, Trichosporon chiarellii, and Hanseniaspora
uvarum being the most common species (Carreiro et al. 1997,
Middelhoven et al. 2003; Pagnocca et al. 2010). In addition,
Candida parapsilosis and Candida lipolytica were identified
in the brood chambers of Solenopsis invicta or “ant fire” (Ba
et al. 2000). Concerning filamentous fungi within ants’ nests,
Leucoagaricus gongylophorus stands out as a symbiont of
foraging ants; in-depth aspects such as its distribution among
ant species or their lineage are not included in this review.
However, according to the available information, this fun-
gus and its parasite (Escovopsis sp.) are widely distributed
throughout various ant species, and considered to have co-
evolved together with ants (Seifert et al. 1995; Currie et al.
2003; Lugo et al. 2013; Mueller et al. 2017; Bich et al. 2020).
It should be added that only certain species of Escovopsis
are considered opportunistic parasites and a pair of members
have been reclassified into new genera, Sympodiorosea and
Luteomyces (Montoya et al. 2021). In addition, E. nivea has
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Fig. 5 Venn diagram of filamentous (a) and yeast-like fungi (b)
isolated from nests and in their vicinity. In the case of nests,
sampling points are specified. The genera are presented together
with the number of species they include; only those >1 are

also been identified as an antagonist of fungal gardens (Pietro-
bon et al. 2022). Up to today, the chemical composition of L.
gongylophorus remains largely unknown, but given its impor-
tance as food for ant colonies, its study may be of interest from
a nutraceutical point of view. It has also been suggested that
certain fungi collaborate with L. gongylophorus on degrading
plant material (Rodrigues et al. 2005b). Moreover, inhibition
of the symbiotic fungus is a proposed target for ant control
(Della Lucia et al. 2014; Aratjo et al. 2022).

specified. In parentheses is the total number of genera, and at
the end of each section the species of ants in the nests are listed.
This figure was generated with data reported in the Supporting
Information file

Several species of Trichoderma genus are commonly
found in the chambers-nest garden of Atta and Acromyrmex
genus, for example, A. sexdens rubropilosa, A. lobicornis,
and A. lundii (Montoya et al. 2016; Armando et al. 2017).
From Acromyrmex, Trichoderma lentiforme, Trichoderma
inhamatum, Trichoderma virens, Trichoderma koningiop-
sis, and Trichoderma aff. Neotropical, among others, have
been identified (Armando et al. 2017). Trichoderma spp.
have been proposed to be a pathogen of Trachymyrmex
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septentrionalis fungal gardens (Kyle et al. 2023). In addition,
several new species of Trichoderma, including T. attinorum,
T. texanum, and T. longifialidicum spp. Nov., have been dis-
covered (Montoya et al. 2016).

Interestingly, it was found that the foraging ant Atta
colombica does not prefer plants with a high abundance of
endophytes; the 30-43% increase in the time required to cut,
transport, and clean this type of tissue was shown to be an
undesirable cost. Furthermore, since this preference is inde-
pendent of endophyte diversity, it is suggested that the tech-
niques used by ants are general. Further, it was found that

Fig.6 The evolutionary analysis was constructed by the maximum
likelihood method. The evolutionary history was inferred by using
the maximum likelihood method and General Time Reversible model,
using the 18S rDNA sequence (SSU region). All sequences were
obtained from the NCBI or SILVA database (Glockner et al. 2017)
(sequences used to perform the analysis, as well as the original align-
ment and tree files, are provided as Supporting Information files).
The tree with the highest log likelihood (—6451.37) is shown. Initial
trees for the heuristic search were obtained automatically by applying
Neighbor-Join and BioNJ algorithms to a matrix of pairwise distances
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the colonization by the symbiont fungus showed the same
performance in plant tissues with a high and low abundance
of endophytes (Bittleston et al. 2011; Van Bael et al. 2012).

The mycobiota diversity isolated from fungal gardens may
reflect the endophytic and epiphytic mycobiota of the plant
material collected by ants, which vary over time, as detailed
in a report on A. cephalotes from which Aspergillus niger,
Epicoccum nigrum, Fusarium culmorum, Fusarium solani,
Phomopsis glandicola, Phomopsis illicit, and Phomopsis
quercella, among other species, have been identified (Fisher
et al. 1996). In addition to the fungal composition in healthy

estimated using the maximum composite likelihood (MCL) approach
and then selecting the topology with superior log likelihood value. A
discrete Gamma distribution was used to model evolutionary rate dif-
ferences among sites (5 categories (+G, parameter=0.6421)). The
tree is drawn to scale, with branch lengths measured in the number of
substitutions per site. This analysis involved 154 nucleotide sequences.
Giardia ardeae (SILVA accession number: Z17210) was used as an
outgroup (branch length=2.20). There were a total of 419 positions in
the final dataset. Evolutionary analyses were conducted in MEGA11
(Tamura et al. 2021)
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nests of A. sexdens rubropilosa, there has been an interest on
knowing the fungi that mainly establish in the fungal garden
of intoxicated or abandoned colonies, noting that the para-
site Escovopsis spp. cannot only establish in these weakened
nests (Rodrigues et al. 2005a, b; Carlos et al. 2011).

Today, the fungal strains isolated from ants or their nest
are all within the Ascomycota, Basidiomycota, Mucoromy-
cota, and Zoopagomycota phyla. Among them, the most rep-
resented subphylums are Pezizimycotina with 82 plus genera,
Saccharomycotina (19), Agaricomycotina (35), Ustilagino-
mycotina (6), Mucoromycotina (5), and finally Mortierello-
mycotina and Zoopagomycotina with one genus each (Fig. 6).
This data highlights the broad fungal diversity carried by ants
and that enclosed in their nests, and at the same time, projects
this ecological niche as a rich source for rare cultivable fungi.

Chemical Compounds

Chemical information available on ant-associated fungi
demonstrates the ability of these microorganisms to syn-
thesize complex structures with unknown ecological roles.
Notwithstanding, specialized metabolites produced by fungi
are incredibly valuable in drug discovery programs aiming
to find new molecules to treat human infectious and chronic
diseases (O’Brien and Wright 2011). Currently, only 27
specialized metabolites reported in the literature have been
isolated from ant/nests-associated fungi, including trit-
erpenoids, indolterpenoids, and linear and polyaromatic
polyketides. This chemical information has been partially
described in some compilations focused on the chemical
ecology of microbial and insect interactions (Beemelmanns
et al. 2016; Van Arnam et al. 2018; Worsley et al. 2018;
Batey et al. 2020; Menegatti et al. 2021). A brief description
of the source and biological activity of all isolated mol-
ecules is presented in the following lines.

Sulfated triterpenoids A-108835 (4) and A-108836 (5) were
obtained from Fusarium compactum cultivated in tomato and
oat medium. This fungal strain was isolated from nest-mound
soil harvested in Rantan (Nigeria, Africa). The major com-
pound A-108835 (4) is substituted with an acetyloxy group,
whereas the minor triterpene sulfate A-108836 (5) differs from
A-108835 in the arrangement of the heteroannular diene with
7,8:9,11 position of rings B and C instead of the 8,9:14,15
positions of the C and D rings (Brill et al. 1996). Also, in
A-108836 (5), the hydroxy group at C-11 is missing and a
methoxy group at C-12 replaced the acetyloxy subtituent at
C-12 in A-108835 (4). The initial report on the structure of
compound 4 referred to this molecule as a diastereomer with
the sodium 3-sulfate of 4,4,24-trimethylcholesta-8,14,24(28)-
trien-2a, 3,1 1o, 12B-tetrol-12-acetate, a compound isolated
from the plant pathogen Fusarium graminearum. In vitro
assays demonstrated that compound 4 inhibited the proteolytic
activity of rhinovirus 3C protease (ICs, 48 pg/ml), a molecular

target to treat the common cold. However, it does not show
antibacterial and antifungal activity against human pathogens
(Brill et al. 1996). It was found that these triterpene sulfates
and some semi-synthetic derivatives can inhibit HIV-1 inte-
grase enzyme with ICs, values ranging from 4.8 to 15 pM,
essential in HIV-1 virus replication. A charged group, e.g., a
sulfate or carboxy, is required for the antiviral activity demon-
strated in a viral spread assay. Unfortunately, these molecules
show a very small therapeutic window (Singh et al. 2003).

Chemical investigation of the parasitic fungus Escov-
opsis weberi obtained from the nest of Acromyrmex echi-
natior dereplicated a series of shearinine-type indolet-
riterpenes, including shearinine L (6), M (7), D (8), E
(9), and A (10), which were subsequently isolated from
its axenic culture in soy flour media. In addition, emo-
din (11) and cycloarthropsone (12) were also obtained
(Dhodary et al. 2018). 10 is a part of a family of indole
alkaloids isolated from sclerotioid ascostromata of
Eupenicillium shearii, reported as antifeedants of Heli-
coverpa zea larvae plague in topical application trials
(Magnus and Mansley 1999). More recently, the related
structure 6 also showed insecticidal effect by decreasing
A. octospinosus foraging of substrate impregnated with
it, adding a negative allelopathic effect of the parasite
Escovopsis to the nests (Dhodary et al. 2018). The insec-
ticidal activity of the indole alkaloids has been linked to
the ABC ring system, 1,3,9,9a-tetrahydroindeno[2,1-c]
pyran, present in other families of compounds with the
same effect (Belofsky et al. 1995). Compounds 8 and
9 were isolated from the seafloor fungus Penicillium
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janthinellum; these molecules have been described in
vitro as inducers of apoptosis in human leukemia HL-60
cells. Compound 9 also prevented epidermal growth fac-
tor-induced malignant transformation of JB6 P+ Cl 41
cell line in agar with an ICs, of 13 uM (Smetanina et al.
2007). Product 8 was previously dereplicated from Escov-
opsis sp. by comparison of spectrometric data with data-
bases, together with shearinines F and J. Furthermore,

it was determined that aromatic compounds 11 and 12
inhibit the growth of Leucoagaricus gongylophorus
(symbiotic fungus) in agar diffusion tests (Dhodary et al.
2018), acting as fungicides against the symbiont fungus,
promoting foraging ant control. Moreover, it was pre-
viously described that certain coumarins related to 11
inhibit Leucoagaricus sp. in vitro, especially those pos-
sessing the 2H-chromen-2-one unit (Godoy et al. 2005).

=
o
(6]
OH
12

Molecular network analysis guided the isolation and
characterization of several specialized metabolites,
including the 22,23-dehydroshearinine A (13), and the
sulfur-containing diketopiperazines melinacidin IV (14),
melinacidin III (15), chetracin B (16), and chetracin C
(17) from the extracts of Escovopsis sp. Compounds 14
and 8 are synthesized in excess during fungal garden

C. Detection Actinobacteria

Streptomyces sp., and
Pseudonocardia sp.

B. Internal infection

Parasitic
fungi

A. Healthy
anthill

Leucoagaricus
garden sp.

Fig.7 Symbiotic interactions between ants and the microbiota inside
their nests. (A) Under normal conditions, ants of the Attini tribe cul-
tivate the symbiotic fungus to feed their larvae; (B) however, occa-
sionally, an opportunistic fungus settles in the fungal garden. When
it occurs, (C) ants detect the problem and apply a chemical treatment,
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infection and inhibit the growth of Pseudonocardia sp.
(Heine et al. 2018). Additionally, the linear polyketide
conocandin B (18) and its derivative, conocandin C
(19), were isolated from this fungus. Interestingly, 18
also inhibited the growth of Pseudonocardia sp., when
evaluated in vitro, whereas 19 did not show the same
activity (Bae et al. 2021) (Fig. 7).

Acromyrmex octopinosus,

> Apterostigma dentigerum,

Trachymyrmex cornetzi, and
Trachymyrmex cf. zeteki.

D. Treatment

Antifungz:il @( Cyclic peptides
compounds* ‘0‘6’

E. Sanitization

Waste

a product of a different symbiotic relationship. (D) It has been found
that certain actinomycetes that inhabit ants’ cuticles synthesize anti-
fungals that stop the parasite. In addition, (E) ants ensure the contact
of compounds with the unhealthy part of the fungal garden by mixing
them in their mouths
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Bionectria sp. was isolated from the fungal garden of
Apterostigma dentigerum in Costa Rica. Its fermentation
in potato dextrose agar (PDA) revealed the production of
bionectriol A (20), a glycosylated polyketide, which did
not show antifungal activity when tested in coculture trials
against Escovopsis sp. and Candida albicans (Freinkman
et al. 2009). Structurally related compounds were isolated
from Bionectria chroleuca, of which TMC-151E, TMC-
151F, and bionectriol C moderately inhibited Candida sp.
biofilm formation (CIs, 815.3, 23.5, and 42.3 pM, respec-
tively) (Wang et al. 2014).

From the fungus Talaromyces sp. 1Q-313, isolated from
the mound of an anthill located at Huasteca Hidalguense,
Hidalgo, Mexico, a series of asymmetric dimeric phenal-
enones: duclauxin (21), talaromycesone B (22), xenoclauxin
(23), and bacillisporin G (24) were found when the fungus

14 x=2; y=2; R=OH was cultivated in oat cereal. Biological evaluation of such
15 x=2; y=2; R=H compounds as inhibitors of a full-length protein tyrosine
16 x=2; y=3; R=OH hosphatase 1B (hPTP1B, ), a therapeutic target for
17 x=3; y=3; R=OH PRosp 1-400 P &

developing antidiabetic and anticancer drugs (Jiménez-Arre-
ola et al. 2020), evidenced the potential of these molecules

o 0 OH as prototypes for developing hypoglycemic drugs. Other
HO — oxyphenalenones were isolated from fungi such as Penicil-
lium duclauxii, Gilmaniella humicola, and Neonectria sp.,

and have been evaluated mostly as inhibitors of the growth
of cancer cell lines (Elsebai et al. 2014).
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As for the symbiont fungus, it has been ruled out that
its volatile compounds play an ecological role. However,
some compounds act as signalers in their interaction with
pathogens and maximize their growth in the garden (Folga-
rait et al. 2011; Bueno de Oliveira 2020; Sousa et al. 2020).
Characterization of volatile compounds in culture assays of
Escovopsis sp. and L. gongylophorus has allowed their ten-
tative identification by solid-phase microextraction and gas
chromatography-mass spectrometry analysis (Masiulionis
and Pagnocca 2020).

From Lepiota sp., a fungus isolated from the nest of
Cyphomyrmex costatus ant produces lepiochlorin (25)
when cultivated in a medium composed of mineral salts and
sucrose supplemented with vitamins (Weber 1957; Nair and
Hervey 1979). Moreover, Tyridiomyces formicatum, a fun-
gal species obtained from Cyphomyrmex minutus, synthe-
sizes a variety of diketopiperazines, for example, (35,8a5)-
3-isobutylhexahydropyrrolo[ 1,2-a]pyrazine- 1,4-dione (26),
(35,8a8)-3-benzylhexahydropyrrolo[1,2-a]pyrazine- 1,4-di-
one (27), and (35,8aR)-3-benzylhexahydropyrrolo[1,2-o]
pyrazine-1,4-dione (28), when cultivated in potato dextrose
broth supplemented with tryptone; their evaluation as inhib-
itors of Candida sp. growth showed that these molecules
had a weak effect compared to the positive control nysta-
tin (Wang et al. 1999). It is worth mentioning that some
compounds with antibiotic activity have been isolated from
Leucoagaricus species although they are not listed as ants’
symbionts (Ilnuma et al. 1983; Huff et al. 1994).

The limited number of specialized metabolites isolated
from ant/nest-associated fungi considerably focuses on
the chemical composition of the parasitic fungus Escov-
opsis sp. and the symbiotic taxa Leucoagaricus sp. These
data show the lack of research, not only regarding the
mycobiote of the enormous diversity of ant species avail-
able, but also the chemical composition of their fungi
and how this could favor the discovery of new functional
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chemical entities with potential applications in human or
veterinary medicine, agriculture, and research, to men-
tion a few areas (Scherlach et al. 2013; Meena and Sid-
dhardha 2019). However, the importance of understand-
ing the role that these secondary metabolites of microbial
origin play in these biological systems should not go
unnoticed (Frey Klett et al. 2011; O’Brien and Wright
2011; Moreau 2020).

Nest Interspecific Relationships

Studies on the ecological interaction of fungi inhabiting
ants or their nests have proposed that species of the Attini
tribe, mainly those cultivating Leucoagaricus gongylo-
phorus, establish a mutualistic symbiotic relationship,
which is complemented with Streptomyces, Pseudono-
cardia, and Burkholderia actinobacteria (Currie et al.
1999, 2006; Currie 2001; Santos et al. 2004; Poulsen
et al. 2009; Barke et al. 2010; Seipke et al. 2011; Sit
et al. 2015; Déngelo et al. 2016; Goldstein and Klassen
2020; Nascimento et al. 2022). Specialized necrotrophic
parasitic fungi such as some species of Escovopsis sp.
can lead to colony death, especially when invading the
fungal gardens of susceptible nests; however, certain
actinobacteria are known to prevent the growth of this
parasite by producing antifungal compounds (Reynolds
and Currie 2004; Sen et al. 2009; Schoenian et al. 2011;
Jiménez-Gomez et al. 2021). For example, Trachymyrmex
cf. zeteki carries actinobacteria in its cuticle and mixes
them with unhealthy parts in an infraoral pouch to clear
infections; other species of the Attini group carry them
in complex cuticular modifications (Little et al. 2006; Li
et al. 2018) (Fig. 7). The putative symbiotic nature of the
ant-actinobacteria relationship remains under discussion;
nevertheless, the recruitment of effective actinobacteria
against Escovopsis sp. by ants has been described (Muel-
ler et al. 2008). A similar relationship has been described
for Allomerus decemarticulatus and Allomerus octoar-
ticulatus ants that inhabit plant cavities constructed with
fungi of the order Chaetothyriales, carrying bacteria

Z  OCH,

'y

29 o)



Revista Brasileira de Farmacognosia (2023) 33:901-923

915

of Streptomyces and Amycolatopsis genera capable of
inhibiting the growth of fungi contaminating their nests,
for example, Annulophypoxylon spp. and Chaunopyc-
nis spp. (Seipke et al. 2012). In addition, it has been
proposed that black yeasts (Phialophora genus) are an
additional component of the ant-actinobacteria relation-
ship, since some isolated species of ants can inhibit the
development of actinobacteria and impact their effect
on Escovopsis sp. (Little and Currie 2007, 2008). The
opportunistic microorganisms of the nests can also be

bacteria. Amycolatopsis bacterium was isolated from the
fungal garden of Trachymyrmex smithi; from this micro-
organism, nocamycin V (29), a heterotricyclic compound
capable of inhibiting the growth of Pseudonocardia sp.
strains under laboratory conditions, was obtained from
its extract (Hansen et al. 2022).

Some of the compounds that have been reported as
inhibitors of fungi Ecovopsis sp. and its derivatives are
summarized below. Several dentigerumycins have been
found since the discovery of dentigerumycin (1) from
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a strain of Pseudonocardia associated with the nest of
Apterostigma dentigerum. Compound 1 was one of the
first molecules identified as a mediator of ant-actinobac-
teria mutualism by in vitro growth inhibition assays of
Escovopsis sp. (IC5, 2.8 uM), but it does not affect the
symbiotic fungus (Oh et al. 2009). Another molecule, can-
dicidin C (30), was dereplicated as the major component
of the bioactive fractions of Streptomyces sp., isolated of
Acromyrmex octospinosus. This molecule is capable of
inhibiting the development of E. weberi and Escovosis
aspergilloides but not L. gongylophorus (Haeder et al.
2009). Subsequent investigations with Pseudonocardia
associated with Attini ants led to the finding of other com-
pounds. GE37468 (31) is a known thiopeptide isolated
from bacteria related with the cuticle of T. septentrionalis
ant, which antagonize other bacteria of the same genus
in the nest (Chang et al. 2020). Other important mol-
ecules are dentigerumycin F (32) and anttimicin (33); the
former was found in the actinobacteria extract when it
was cocultured with the Escovopsis supernatant, while
the latter, known as a siderophore compound, inhibited
the development of the parasite in its iron-depleted form
(ICsy 12.5 pg/ml) (Bae et al. 2021; Fukuda et al. 2021).
Dereplication of compounds from antimicrobial extracts
of Pseudonocardia sp., Streptomyces sp., and Escovop-
sis sp. by spectrometric analysis and the identification of
multiple biosynthetic pathways of antibiotics have been
recurrent (Barke et al. 2010; Seipke et al. 2011), as well
as by direct analysis of the ant exoskeleton (Boya et al.
2017; Gemperline et al. 2017).

All these compounds that share chemical and biological
features, for example, are made up of highly modified amino
acids, the cyclic depsipeptide, or polyene cores, and inhibit the
growth of Escovopsis sp. in vitro. Nevertheless, in competition
evaluations Pseudonocardia strains also inhibit the growth of
the entomopathogenic fungi M. anisopliae (Bruner-Montero
et al. 2021). Given the lack of specificity, it is speculated that
such molecules also model the ant/nest-associated mycobiota,
which would also be expected as an effect of the metapleural
glands in some ants and its defensins in general (Schoenian
et al. 2011; Yek and Mueller 2011; Vander Meer 2012; Sakol-
rak et al. 2018). Compound 33 is also synthesized in response to
entomopathogenic fungi (Gémez-Diaz et al. 2022), as evidenced
by the behavior of ants inside the nests during sanitization of
fungal gardens by some species (Goes et al. 2022). In this con-
text, fungi in the nest are expected to have developed adaptation
mechanisms based on evolutionary competition, for example,
through resistance mechanisms or allelochemical interactions
mediated by specialized metabolites. Analogous to the bio-
prospecting of antifungals, antibacterial, and antiparasitic from
ant-associated actinobacteria (Desireé et al. 2013; Holmes et al.
2016; Efimenko et al. 2020; Ortega et al. 2021; Wu et al. 2022),
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it is proposed that the nest mycobiota constitutes a rich source of
antibacterial molecules, especially useful in the search for treat-
ments for species resistant to conventional drugs (OMS 2020).

Perspectives and Future Directions

The information available on fungal diversity associated with ants
and their nests is limited; in this review, it can be noted how most
of the research is related to Atfini ants and given their economic
importance it is not expected for such interest to diminish. Like-
wise, we anticipate that the description of chemicals from micro-
mycetes will not depart from the study of their role in interactions
within A#fini nests, in the same way that the subject favored the
discovery of a variety of metabolites of bacterial origin (Rama-
dhar et al. 2014; Artavia-Leon et al. 2018; Chevrette et al. 2019;
Van Moll et al. 2021; Selim et al. 2021). Regarding the rest of ant
species, certain bioprospecting studies have allowed to unveil the
chemical composition of their mycobiota, although exclusively
from filamentous fungi and using conventional techniques in
organic chemistry. Perhaps this mycobiota, both filamentous and
yeast-like, goes unnoticed, likely due to the belief of its similarity
with species isolated from soil; however, according with the infor-
mation presented, it is proposed to abandon this point of view, as
ants modify not only the physicochemical characteristics of the
soil in which they settle, but also its microbiota. Accordingly, the
way in which this difference can be exploited is promising, as well
as the micromycetes associated with arboreal and warrior ants. We
believe that studies on the variation of the mycobiota in anthills
will continue to offer interesting information, even more with the
facilities of massive sequencing techniques, and the development
of analytical methods to study their chemical composition.

Conclusions

Based on the literature revision, the biological diversity of fungi
inhabiting ant nests has not been extensively studied. Pioneering
research has focused on analyzing soil samples from mounds and
nest chambers, and indirectly from ant cuticles. As a result, only a
few hundred of ant-associated filamentous fungi and yeasts have
been described, being Trichoderma, Penicillium, and Fusarium
the most reported genera within the Pezizomycotina subphylum
and Candida and Cryptococcus in the Saccharomycotina clade.
The majority of chemical entities have been isolated from 14
ant species, mainly of the Acromyrmex and Atta genera found
in the American continent, perhaps because of their economic
importance as pests. Since this information was obtained almost
exclusively through classical methods in microbiology, the appli-
cation of modern massive sequencing techniques would help
to fill this gap due to many ant species and their cosmopolitan
nature. Also, the diversity of the secondary metabolites produced
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by these microorganisms and their potential application are prom-
ising fields. In the background, compounds with in vitro antibac-
terial, antifungal, antidiabetic, and antiviral activity have been
mentioned, as well as interspecific relationships that place the
anthills’ mycobiota as a source of chemical entities whose bioac-
tivity should be pondered through bioprospecting studies, leading
to discover molecules with applications in human or veterinary
medicine, agriculture, and research, to mention a few. Finally, the
ecological role of fungi in nests is just beginning to take place in
relationships that have been investigated for a few years.
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ABSTRACT

Introduction: Antimicrobial resistance is a global public health problem that requires the development of new bioactive com-
pounds. In this context, metabolomic analyses can expedite the research of fungal metabolites as a valuable resource.
Objectives: To investigate the metabolic profiles and isolate antibacterial compounds from micromycetes associated with
Mexican cloud forest ants by utilizing network analysis of their chemical and bioactivity data.

Material and Methods: 248 fungal strains isolated from six ant's species, soil of their anthills, and soil of the surroundings were
evaluated for their in vitro inhibition growth of extensively drug-resistant Acinetobacter baumannii and hypervirulent Klebsiella
pneumoniae; subsequently, their metabolites were dereplicated and analyzed by molecular networking and compound activity
mapping from spectrometric data. Prioritization of some fungi for isolation of their major constituents was performed, and their
structures were established by spectroscopic and spectrometric analysis and their bioactivity determined.

Results: From the fungal collection, 15 secondary metabolites (1-15) were dereplicated, and 10 compounds (16-25), including
the new (E)-tridec-7-ene-3,5,6,10-tetraol (25), were isolated from Ascomycetes of Trichoderma, Cladosporium, and Clonostachys
genera. Compounds 16-18 stood out for being bioactive. This study is the first report of antibacterial activity against A. bauman-
nii for the tricyclic pyridin-2-ones deoxy-PF1140 (16) and PF1140 (17), with minimum inhibitory concentration of 50 ug/mL.
Conclusion: Network analysis and dereplication proved effective in bioprospecting for antibacterial compounds, offering valu-
able insights into the chemical diversity of cloud forest soil fungi and their potential applications. Moreover, this study broadens

the knowledge of fungal secondary metabolites linked to leafcutter, fire, and warrior ants.

1 | Introduction

Estimates of the number of species on Earth place the fungi
kingdom among the richest [1]. However, despite their biological
diversity and cosmopolitan presence, the chemical constituents
of most fungal species remain unexplored, and, consequently,
the exploitation of their chemical diversity is limited [2]. Natural

products possess an incomparable variety of chemical struc-
tures with useful biological activities in medicine and agronomy
[3, 4]. In particular, fungal secondary metabolites are a prom-
ising source of drugs or structural prototypes, particularly in
the development of antimicrobial, immunosuppressive, anti-
diabetic, and anticancer treatments, among other applications
[3, 5]. Their metabolites are advantageous because of their
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drug-like physicochemical properties, high structural diversity,
and unique scaffolds [6, 7]. Furthermore, fungi are a remarkable
source of antibiotics given the defense or communication mol-
ecules they synthesize to survive in their environments [8, 9].

Today, the development of resistance to antibiotics by pathogenic
bacteria is one of the greatest threats to global public health due
to the limited availability of treatments. The most concerning
multiresistant bacteria are those causing the highest number
and more severe infections, for example, Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, and Enterobacter spp.,
collectively referred to as the ESKAPE group, and are included
in the priority attention list of the World Health Organization
(WHO) [10, 11]. In this context, fungi associated with less ex-
plored environments can be exploited through bioprospecting
studies to discover antibacterial compounds as has been done, for
example, with cenotes or the deep seabed [12, 13]. Even the soil,
hosting strains of Penicillium, Cephalosporin, and Aspergillus—
renowned for their ability to synthesize antibiotics—remains a
largely unexplored resource with untapped potential awaiting
to be discovered [14]. The diversity of fungi in soil has been well
documented, and it is known to be dependent on climatic fac-
tors, except for mycorrhizae, which are linked to plant richness
[15]. In this context, ants and their nests represent an understud-
ied soil environment, rich in fungal and chemical diversity, that
gaps investigation for new antibiotic discoveries [16, 17]. Among
the ~14,000 ant species known worldwide, in terms of fungal
diversity the most studied belong to the Attini tribe. The isolated
filamentous and yeast-like fungi are summarized in 360 species,
from 173 genera, being Trichoderma, Penicillium, Aspergillus,
Candida, and Cryptococcus the most isolated genera, for which
chemical information available is limited, but highlights the
ability of these microorganisms to synthesize complex struc-
tures whose ecological role is unknown [18, 19].

In this research, filamentous fungi isolated from ants' bodies
(entomogenous) and soil of their nests within a Mexican cloud
forest (tropical montane cloud forest) were fermented and tested
against multidrug-resistant A. baumannii and one hypervirulent
strain of K. pneumoniae, aiming to prioritize the most promising
fungal strains for isolation of antibacterial molecules [20-22].
These pathogens are of particular interest for their presence in
clinical areas, food, and animals, both domestic and livestock
[11, 23, 24].

The prioritization process was guided by molecular network
analysis and compound activity mapping, which facilitated
the identification of structural similarities within the chemical
compositions and the presumptive identification of bioactive
molecules [25, 26]. This approach led to the identification of 15
molecules and the isolation of 10 compounds from six ascomyce-
tes. Among the isolates, a new chemical entity is reported, along-
side several metabolites exhibiting antimicrobial, phytotoxic,
cytotoxic against human cancer lines, a-glucosidase inhibitory
activity, and others. Notably, a pair of tricyclic pyridin-2-ones
showed promising antibacterial activity against a multiresistant
A.baumannii.

Furthermore, network analysis provided a comparative frame-
work for understanding the chemical diversity within fungal

communities in ant nests, their associated entomogenous fungi,
and nearby soil. Compound activity mapping revealed the po-
tential diversity of bioactive compounds in the collection, un-
derscoring the value of this integrated approach in discovering
novel antimicrobial agents.

2 | Materials and Methods
2.1 | Instruments

High-resolution mass spectrometry (HRMS) by direct analy-
sis in real time (DART) in positive mode were acquired on an
JEOL AccuTOF JMS-T100LC (Akishima, Japan) equipment
with time-of-flight analyzer (TOF); samples were dissolved in
methanol. One- and two-dimensional nuclear magnetic res-
onance (NMR) spectra 'H, 3C, COSY, HSQC, HMBC, and
NOESY were acquired at room temperature on Bruker Avance
I 400-MHz equipment or Bruker Avance 700-MHz (Billerica,
Massachusetts, USA) equipment. Experiments were recorded
in the deuterated solvents chloroform, methanol, acetone, or di-
methylsulfoxide (DMSO). RMN spectra were referenced to the
residual solvent signal. Optical rotation of the samples dissolved
in methanol was determined in a PerkinElmer 343 polarimeter
(Waltham, Massachusetts, USA).

Metabolomic analyses were performed in a high-performance
liquid chromatography (HPLC) system coupled to a HRMS? with
electrospray ionization (ESI) and quadrupole-TOF (QTOF) ana-
lyzers, as well as an ultraviolet (UV) and visible light absorption
detector by photodiode array (PDA), Agilent model G6530BA
(Santa Clara, California, USA). Flash chromatography (FC) was
performed in a BUCHI instrument model Pure C-810 with PDA
detector (Flawil, Sweden). Preparative or semipreparative liquid
chromatography was carried out in a HPLC Waters (Milford,
Massachusetts, USA), which consists of an autosampler, a PDA
detector (model 2998), and an evaporative light scattering detec-
tor (2424; ELS), as well as a quaternary gradient pump (2535);
the control of the equipment, the acquisition, and management
of data were carried out with Empower 3.0.

For antibacterial assays, a New Brunswick Scientific Excella
E24 shaker (Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA),
a BioTek Cytation 5 microplate reader (Agilent, Santa Clara,
California, USA), and a MULTISKAN SkyHigh (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) microplate reader
were used.

2.2 | Solvents and Reagents

The solvents used in the macerations and liquid/liquid separa-
tions were of industrial grade, properly distilled. The solvents
for chromatographic separations were HPLC grade, acetoni-
trile purchased from Supelco (Bellefonte, Pennsylvania, USA),
methanol from Sigma-Aldrich (Burlington, Massachusetts,
USA), and formic acid from Fermont (Monterrey, Nuevo
Leon, México). For spectrometric analysis, acetonitrile of such
grade from Honeywell (Charlotte, North Carolina, USA) and
water Milli-Q grade were employed. Of reactive grade, DMSO
(Fermont), gentamicin sulfate (GOLDBIO; St Louis, Missouri,
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USA), and colistin sulfate (Sigma-Aldrich) were used. The po-
tato dextrose (PD) agar and broth were purchased from MCD
LAB (San Jacinto Amilpas, Oaxaca, México) and the Muller
Hinton (MH) broth from Condalab (Madrid, Spain); all growth
media were prepared with distilled water. The cereal for solid
cultures was Cheerios honey from Nestle (Vevey, Switzerland).
Deuterated solvents were purchased from Sigma-Aldrich.

2.3 | Study Area and Collection of Soil and Ants

Ant nests were selected from cloud forest reserve and certain dis-
turbed areas located in the municipalities of Xalapa de Enriquez,
Coatepec, and Teocelo, Veracruz, Mexico (Table S1). The collec-
tion was open to any ant and their nest found at ground level
along roads or paths at the surveyed locations. From each active
anthill, two 40-mL soil samples were collected, one from the area
near the entrance, transit area, or mound and the other 5m from
it, where ant activity was not observed, without considering the
leaf litter and from the surface to a depth of 10cm. The interior
of two nests was also sampled, in which case soil was collected
from the walls of a tunnel that was found by digging horizon-
tally from a trench next to a mound. The soil was kept in airtight
containers, protected from light, and refrigerated at 0°C-5°C,
during fieldwork until cultivation. The shovels and spatulas
used were washed with water and sterilized by rinsing with ab-
solute ethanol before each harvesting [27, 28]. Additionally, ants
of indistinct caste were collected from each nest and maintained
in absolute ethanol for taxonomic determination. A second sam-
ple of ants was kept alive in an airtight container, protected from
light, and refrigerated for less than 12h until processing. The
insects were treated according to the capture and conservation
techniques described in the literature [29].

The ants were identified to species level according to mor-
phological keys, and the specimens were deposited in the
Entomological Collection IEXA, in Xalapa, Veracruz, Mexico,
with the accession identifier IEXA-2024-IM12.

2.4 | Fungal Strains Isolation and Identification

For soil samples, a dilution technique limited to the isolation of
the filamentous fungal population capable of growing on PD agar
medium was applied, as designed based on previously reported
methods [27, 28]. A suspension 1:10w/v in sterile distilled water
was prepared from each sample and serially diluted 1:10v/v four
times. Then, 350 uL of the three least concentrated suspensions
were plated with a replicate in 10-cm-diameter Petri dishes with
PD agar supplemented with gentamicin at 150 ug/mL. The cul-
tures were incubated for several weeks at room temperature
under normal light-dark cycles, and axenic morphotypes were
obtained for each sample by consecutive transfers. As adapted
from a published procedure, entomogenous fungi from ants
required sterilization of their exoskeleton by immersion in ab-
solute ethanol for 120-150s and rinsing with sterile distilled
water [30]. Dried specimens were kept refrigerated. For culture,
9-90 ants from each nest were crushed in 350 or 500 L of sterile
distilled water. Subsequently, the suspension was plated on PD
agar supplemented with gentamicin. Axenic morphotypes were
obtained as previously stated. In this research, morphotypes

refer to a classification based on macroscopic characteristics of
the fungus strains such as size, elevation, edge, color, mycelial
type, presence of exudates, and shape of their colonies [31, 32].
All morphotypes were assigned an alphanumeric key from IQ-
751 to 1538 and deposited in a fungal collection of the research
group (Tables S2 and S3).

Taxonomic determination of selected fungi was performed by
molecular sequencing of the internal transcribed spacer re-
gion (ITS) of each morphotype. Sequences were deposited in
GenBank database (Table S11). DNA extraction, amplification,
sequencing, and alignment analysis for identification was per-
formed as described by Martinez-Aldino et al. [33].

2.5 | Fungal Cultivation and Extraction

For screening purposes, all cultures were performed on a small
scale (Table S4). First, a liquid culture of each morphotype was
prepared in 5mL of PD broth in hermetically sealed plastic
tubes, inoculated with a 1cm? piece of agar with mycelium, and
incubated for ~11days under orbital shaking at 100rpm, with
normal light-dark periods at room temperature. Subsequently,
the liquid culture was transferred to a solid media (3g of ce-
real Cheerios) contained in plastic tubes or 25-mL Erlenmeyer
flasks and incubated for ~25days under static conditions. After
fermentation process, all samples were extracted by maceration
with shaking at 100 rpm for 24 h with a 50:25:25 mixture of ethyl
acetate-methanol-dichloromethane. The extraction solvent was
filtered through degreased cotton and brought to dryness to gen-
erate the extract [34, 35]. Additionally, control culture extracts
were obtained from the growth mediums. For chemical studies,
the culture process was scaled up to medium size. It was carried
out following the procedure described for the small version but
adjusting the necessary to a variable number of cultures with
9g of cereal in 250-mL Erlenmeyer flasks (Table S12). The ex-
traction process was performed adjusting the solvent volume.

2.6 | Untargeted Metabolomic Studies

The extracts were dissolved in DMSO at a concentration of 2mg/
mL and analyzed by HPLC-QTOF-HRMS?. Chromatographic
separations were performed on a Gemini phase NX-C,, col-
umn (2X75mm, particle size 3um) Phenomenex (Torrance,
California, USA) at 30°C. The mobile phase, at a flow rate of
0.4mL/min, consisted of a mixture of acetonitrile and 0.1%
water with formic acid using a gradient that started with a lin-
ear increase from 15% to 100% acetonitrile in 8 min and was
maintained at 100% acetonitrile for 1.5min before returning
to initial conditions. The electrospray ionization (ESI*) source
was operated in positive mode. Nitrogen at 275°C and 300°C, re-
spectively, was used as auxiliary and envelope gas. The capillary
voltage was 4.5kV, and the nozzle voltage was 1kV. Spectra were
acquired with the analyzer in full scan mode over a range m/z
100 to 2500, and for tandem analysis, the two most abundant
precursors per cycle were selected and fragmented by collision-
activated dissociation at a normalized energy of 30eV [33, 35].

Classical molecular networks were obtained with the Global
Natural Products Social Molecular Networking (GNPS), and
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their construction is based on the similarity of the fragmentation
patterns of precursor ions along the total ion chromatograms of
the extract collection [36]. Molecular networks are graphical
representations of chemical diversity detected by HRMS?, and
in the classical version, spectrometric data are grouped between
samples using an algorithm called MSCluster [37]. Likewise,
the nodes of the networks were dereplicated by comparing their
consensus fragmentation patterns against information in the
platform database; dereplication refers to the putative identifica-
tion of known compounds [36]. The tandem mass spectra were
processed with the ProteoWizard MSConvert Version 3 program
to annotate the peaks using the Vendor algorithm and transform
the files to the extension mzML [38]. 248 spectra of filamentous
fungi were uploaded to the GNPS server, and classical networks
were constructed with the basic parameters of 0.02Da as the
mass tolerance of the precursor ion and fragment ions, 0.7 as the
minimum cosine score, a minimum of six fragment ions to con-
nect two consensus spectra, 1999 Da as the maximum difference
of the precursor ion between two neighboring nodes, a maxi-
mum of 10 connections per node, two as the minimum cluster
size, and 100 as the maximum number of nodes in a connected
network. The cosine score, or cosine similarity, is a metric used
to quantify the similarity between two mass spectra. It ranges
from 0 to 1, where 0 indicates no similarity (completely different
spectra) and 1 indicates identical spectra. For the library search,
three was initially selected as the minimum number of tandem
mass spectrometry (MS?) fragments to share with the reference
spectrum, as well as a minimum cosine similarity of 0.7. Before
constructing the network, signals from the growth medium
extracts and DMSO were subtracted to eliminate background
noise and ensure the specificity of the detected compounds. The
networks were mapped according to the origin of the morpho-
types. Visualization of networks was performed in Cytoscape
3.10.3 [39].

The GNPS dereplication of the consensus nodes was manu-
ally verified for each spectrometric acquisition, and the spec-
trometric data of identified molecules were also searched in
MassBank [40]. For identification of a compound, the exact
mass of the precursor ion had to match with a variance of less
than 5.1 ppm, a mass difference of less than 0.003; at least 5
fragments were shared with the reference spectrum; and the
cosine similarity among spectra had to be greater than 0.7. In
addition, the libraries were limited to Class 1 records, per-
formed with ESI* and from authentic samples indexed; the
spectrometric information of the Class 1 records comes from
samples that have been peer-reviewed for integration into the
platform.

Compound activity mapping was performed using the NP
Analyst platform. This analysis uses scores based on Pearson
correlation coefficients and arithmetic means to correlate
HRMS? and bioactivity data from a group of samples. It facil-
itates the putative identification of m/z ratios associated with
biological activity. The resulting graphical output is a bioactivity
network, showing the presumed bioactive m/z ratios and the ex-
tracts in which they were identified [25]. Only the results of bac-
terial growth inhibition of A. baumannii were considered in this
analysis. The inhibition percentages were normalized between 0
and 1 for each replicate. Spectrometric data consisted of the clas-
sical molecular network generated by GPNS. The cutoff value of

the activity and clustering score was 0.25 and 0.1, respectively,
for network visualization. The network was edited and visual-
ized in Cytoscape 3.10.3, as well as on the NP Analyst website.

2.7 | Compound Isolation

Primary fractionation was performed by liquid-liquid ex-
traction. Each extract was dissolved in the minimum necessary
volume (120-300mL) of a 1:1 mixture of dichloromethane and
8:2 water-methanol. The water-methanol phase was then ex-
tracted at least 4 additional times with an equivalent volume
of dichloromethane. The phases were filtered through defatted
cotton, and the dichloromethane phase was additionally pass
through anhydrous sodium sulfate; all were brought to dryness
invacuo. In a subsequent stage, the dichloromethane phase was
dissolved in the minimum necessary volume (<40mL) of 1:1
acetonitrile-methanol and defatted with a similar volume of
hexane at least 5 times. These phases were also dried, and their
yields were determined.

Secondary fractionation was carried out by FC. C,, modified sil-
ica gel with a particle size of 25 um Biotage SNAP Ultra (Uppsala,
Sweden), packed in cartridges and columns of variable size, was
used as a stationary phase. Samples were fractionated in solu-
tion or absorbed on variable mixture of Celite 545 and silica
gel 60. Elution proceeded with gradients of 0.1% formic acid in
water and either methanol or acetonitrile. This was followed by
rinses with methanol or an 8:2 mixture of methanol-dichloro-
methane. The PDA detector acquired at 254, 360, 450, 580, and
in scanning mode from 200 to 800nm. Eluates were automati-
cally collected in volumes <50mL, based on changes in the UV
absorption maximum. Subsequent analysis of the chromato-
gram facilitated grouping of the eluates, culminating in the final
fractions.

The major constituents of the extracts were isolated by prepar-
ative or semipreparative HPLC. Modified silica gel NX-C,; of
110A particle size packed in a Phenomenex Gemini column of
250mm length and 21.6 mm diameter and Phenomenex Gemini
column of 250 mm length and 10 mm diameter were used as sta-
tionary phase for preparative and semipreparative chromatogra-
phy, respectively. Various gradients at a flow rate of 13-15mL/
min for preparative chromatography and 4.6 mL/min for semi-
preparative chromatography composed of binary mixtures of
0.1% formic acid in water, methanol, and acetonitrile were used
as mobile phase. Samples were dissolved at a minimum volume
of 1:1 dioxane-methanol mixture to get a 30-120mg/mL con-
centration for preparative chromatography and a maximum
volume of 500uL was injected manually by elution. The PDA
detector acquired at 254nm and in scanning mode from 200
to 800nm. A more detailed description of the isolation of each
compound can be found in Section S14. Spectrometric (HRMS)
and spectroscopic information used for compounds elucidation
(RMN spectra) can be consulted in Sections S15-S20.

(E)-Tridec-7-ene-3,5,6,10-tetraol ~ (25):  yellow  liquid;
[@]*°,+11.7 (c 0.6, methanol); '"H NMR (deuterated chloro-
form; 700 MHz) 8 0.94 (3H, t, J=7.42Hz, H-1), 1.56 (1H, ddd,
J=13.66, 7.48, 6.4Hz, H-2a), 1.71 (1H, ddd, J=13.87, 7.48,
6.56 Hz, H-2b), 4.00 (1H, dq, J="7.85, 6.67 Hz, H-3), 1.63 (1H,
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ddd, J=12.69, 7.74, 6.45Hz, H-4a), 2.35 (1H, dt, J=12.58,
6.78 Hz, H-4b), 4.11 (1H, td, J=6.56, 5.27 Hz, H-5), 4.15 (1H,
t,J=6.13Hz, H-6), 5.55 (1H, ddt, J=15.27, 6.96, 1.34 Hz, H-7),
5.78 (1H, dddd, J=15.49, 7.74, 6.82, 1.09 Hz, H-8), 2.28 (1H, m,
H-9a), 2.16 (1H, dt, J=15.38 7.58 Hz, H-9b), 3.67 (1H, m, H-10),
1.45 (2H, overlapped, H-11), 1.36 (1H, q, J=7.53Hz, H-12a),
1.45 (1H, overlapped, H-12b), 0.93 (3H, t, J=7.10 Hz, H-13); 13C
NMR (deuterated chloroform; 175MHz) 6 10.3 (CH,, C-1), 29.7
(CH,, C-2), 79.0 (CH, C-3), 39.8 (CH,, C-4), 76.8 (CH, C-5), 85.3
(CH, C-6), 131.9 (CH, C-7), 130.1 (CH, C-8), 40.5 (CH,, C-9),
70.8 (CH, C-10),39.1 (CH,, C-11), 19.0 (CH,, C-12), 14.2 (CH,,
C-13); positive ion HRMS-ESI-QTOF m/z 229.1812 (calcd for
C,;H,.0, [M+H-H,O]*, 229.1803, A = +3.9ppm). Spectra
available in Section S19.

2.8 | Antibacterial Assay

A. baumannii strain A564 and K. pneumoniae strain serotype
K2 are Gram-negative bacteria of intrahospital origin resis-
tant to conventional drugs; A564 strain is multiresistant ex-
cept for colistin, and strain K2 strain is hypervirulent [41, 42].
Bacterial cultures were cryogenically maintained at —80°C
in a 4:1 mixture of MH broth and glycerol. Growth inhibition
assays were performed based on the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) guidelines for broth microdilution
assays [43]. Bacterial cultures were grown in MH broth incu-
bated for 16-24h with shaking at 37°C. From the liquid cul-
ture, 1:20 bacterial dilution in MH broth was prepared from a
suspension of 0.5 units of the McFarland scale by adjustment
to an optical density at 600nm of 0.08-0.13 (equivalent to
1.5 % 108 colony-forming unit or CFU/mL Escherichia coli). All
assays were performed on a 96-well flat bottom plate. DMSO
was used as a vehicle, and the positive control was gentamicin
and colistin. The extracts were evaluated at a final concentra-
tion of 250 ppm and isolated compound at 100 ppm. To eval-
uate the extracts and the positive control, 2 uL of the sample,
88 uL of MH broth, and 10 uL of diluted bacterial suspension
were deposited in each well. To evaluate the growth control,
the aliquot of the sample was replaced by vehicle, and in the
case of the sterility control, also bacterial suspension was re-
placed by MH broth. The optical density of the treatments was
measured in a microplate reader at 600nm with continuous
shaking for 5-10s at the beginning of the incubation period
and after 16-24 h of growth at 37°C. The inhibition percentage
was calculated for each well with respect to the average of the
growth control using Equation (1):

Absorbanceg, e

P tage of growth inhibition=( 1—
ercentage of growth innibition ( Absorbance

)(100>,
@

The results are reported as the average of at least three repli-
cates + its standard deviation. The minimum inhibitory con-
centration (MIC) was defined as the smallest concentration
with 100% growth inhibition by determining the effect of six
concentrations of the compound from 0.01 to 200 pg/mL [43].
The minimum bactericidal concentration (MBC) was deter-
mined by counting CFU of the concentrations that showed
100% inhibition in the bacterial growth test; the inoculum
was seeded on MH agar and incubated under the conditions

negative control

described for the previous experiment, adapted from the
guidelines of American Society for Microbiology [44]. MBC is
defined as no more than 0.1% of starting CFU's growth in neg-
ative control wells.

2.9 | Statistical Analysis

Analysis performed with IBM SPSS Statistics Version 30
(IBM, Armonk, New York, USA). The Shapiro-Wilk and
Kolmogorov-Smirnov tests were used to test for normality.
Levene's test was used to determine the equality of variances.
For statistical significance, a value of p<0.05 was consid-
ered. Plots were generated in GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software, Boston, Massachusetts, USA). The Sankey dia-
gram was generated with SankeyMATIC web (https://sanke
ymatic.com). Venn diagrams were built with Bioinformatics
and Evolutionary Genomics web (https://bioinformatics.psb.
ugent.be/webtools/Venn/).

3 | Results and Discussion

This research outlines a strategy to explore the biotechnological
potential of ant-associated fungi. Given the exploratory nature
of the study, the focus was placed on incorporating fungi from
various ant species and their nests, rather than conducting a rep-
resentative sampling of the studied area. Molecular networking
and compound activity mapping were the primary metabolom-
ics techniques employed. These methods were chosen for their
effectiveness in unraveling chemical complexity and guiding the
isolation of bioactive compounds. In summary, these findings
underscore the importance of further bioprospecting the myco-
biota associated with ants while emphasizing caution in extrap-
olating the biological activity and chemical diversity of fungi
from other habitats. These points are discussed in detail in the
following sections.

3.1 | Fungal Diversity of Soil, Ants,
and Their Nests

A collection composed of 694 filamentous fungi were iso-
lated from a variety of soil and ant samples collected in the
cloud forest of Veracruz, Mexico, and several areas whose
original vegetation has been modified: pastures, coffee plan-
tations, ecological parks (suburban area), and agricultural
roads (rural area; Figure 1A; Table S1) with several level of
disturbance along its borders. This variability is reflected in
the location of the anthills collected [45]. Six species of ants
were found: Solenopsis geminata (fire ant) and Atta mexicana
(leafcutter ant) from the subfamily Myrmicinae; Nomamyrmex
esenbeckii and Cheliomyrmex morosus of Ecitoninae, trivially
called army ants; Dorymyrmex bicolor from Dolichoderinae;
and Camponotus sericeiventris from Formicinae, an arboreal
ant. It should be noted that the ant species were not intended
to be representative of the surveyed areas; however, more
than half of the sampled nests correspond to S. geminata and
A. mexicana [46, 47]. Due to the variation in nest structures
and the diverse lifestyles of ants, fungal isolates were obtained
from different sources: 17 from soil near the nests, 15 from
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FIGURE1 | Location of the collection points (A). Distribution of bioprospected morphotypes according to ant species and isolation point. Satellite

image powered by Esri (https://www.arcgis.com/home/item.htm1?id=10df2279f9684e4a9f6a7f08febac2a9) Ants’ images were taken and modified

from AntWeb v8.106.1 (https://www.antweb.org) (B). Comparison of the antibacterial effect of morphotypes, one line connects the effect of the same

morphotype (C). Top 10 values against Acinetobacter baumannii in a bar chart (positive control of colistin in water at 20 ug/mL). Asterisks mark mor-

photypes associated with ants (D). Violin plot of A. baumannii inhibition according to morphotype origin. The median is drawn with a continuous

line and the quartiles with dotted lines. The medians per group do not differ statistically (Kruskal-Wallis test, p=0.13; E).

soil within mounds, two from tunnels, two from transit areas
of army ants (subfamily Ecitoninae), and entomogenous fungi
from four ant species (Table S2). The isolation method allowed
obtaining 666 fungal isolates, 17 in average per sampling site.
For entomogenous fungi, a total of 28 morphotypes were iso-
lated from all species, except S.geminata and D. bicolor. An
additional variety of morphotypes did not survive laboratory
cultivation (59) or subsequent transfer attempts (35). These
morphotypes present technical challenges, as their growth
may depend on specific conditions, such as the presence of
symbionts [48, 49].

Taxonomic identification of fungi was reserved for those of che-
mobiological interest. Previous studies have shown that the sur-
veyed area exhibits high richness and diversity of microscopic
fungi, with Penicillium and Trichoderma being the most abun-
dant genera [50-53]. Notably, the mycobiota of disturbed sites
undergo modifications. For the areas considered in this research,
coffee plantations are the most effective at preserving fungal

and ant species richness [54-56]. Complementarily, studies have
explored entomogenous and nest-associated fungi from Atta
species to identify entomopathogenic fungi for biological con-
trol and to characterize the symbiotic relationships of fungus-
growing ants [19, 57-59]. Furthermore, studies on the fire ant
Solenopsis invicta have documented both its entomopathogens
and the fungal diversity within its mounds [19, 60-65].

3.2 | Screening for Antibacterial Activity

Organic extracts for a random selection of 248 fungi (retain-
ing the proportion of categories from the full collection) were
prepared (Table S3). Almost all entomogenous were considered
(Figure 1B). The extract yield ranged from 2.9 to 158.3 mg of ex-
tract/per gram of substrate; this wide range could be explained in
terms of biomass production among morphotypes, for example,
to different growth rates or coverage of nutrient requirements
by the culture medium [66]. Chemical investigation of the lower
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yielding fungi was profiled as unlikely (Table S4). Next, the ex-
tracts’ inhibitory activity against multidrug-resistant pathogens
A.baumannii and K. pneumoniae was determined (Table S5).
Some fungal extracts were able to inhibit the growth of A. bau-
mannii by more than 50%, but in the case of K. pneumoniae, the
maximum inhibition was 34.7% (Figure 1C and Figure S6A). The
inhibitory growth effect observed at 250 ug/mL was particularly
promising for isolating A. baumannii inhibitors, with notable ac-
tivity demonstrated by morphotypes 1Q-1129 (73.4 £ 3.2%), and
1Q-814 (66.71+3.8%), (Welch’s analysis of variance, p < 0.05;
post hoc Games-Howell test at 95% confidence level; Figure 1D).
The influence of the sampling site in morphotypes bioactivity
was statistically evaluated. Nevertheless, no statistical differ-
ences were observed (Figure 1E and Figure S6B). Particularly,
when the comparison was limited to the best represented ant
species (S.geminata and A.Mexicana), no significant differ-
ences were observed (Figure S6C). According to the analysis,
the bioactive morphotypes are evenly distributed in nearby soil
samples, nests, and ants. Conversely, previous studies using

next-generation sequencing and microbial isolation have demon-
strated that fungal communities within nests differ significantly
from those in the surrounding areas [19, 27, 67]. Notably, the cu-
ticle of Atta species yielded few bioactive fungi, perhaps due to
the presence of antifungal-producing actinobacteria on the ants'
bodies or the association of Acinetobacter spp. and Klebsiella
spp. with their cuticle. This hypothesis requires further research
[16, 68-70]. Importantly, it is the first study examining the anti-
bacterial activity of mycobiota in collected ant species.

3.3 | Untargeted Metabolomic Analysis

The chemical diversity of the 248 fungal extracts selected was
analyzed by molecular networking with the nodes classified
according to the morphotypes origin (Figure 2A,B); alternative
visualizations can be found in Figure S7. Different analysis pa-
rameters to build the networks can lead to different topologies;
however, for a first approximation, the networks presented are

FIGURE2 | Molecular networks of bioprospected morphotypes. Exclusive nodes according to the isolation point of their morphotype are colored.

Networks with three or more nodes and a single color are enclosed with a dotted line (A). Solitary nodes represent 35.8% of the chemical diversity

under study (B). The point chart shows m/z ratio of the precursor ions of all nodes in ascending order (C). Venn diagram of 3036 nodes forming the

molecular networks, by morphotype origin and in parentheses the number of sampling points (D).
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based on the recommendations by GNPS [37]. In a molecular net-
work analysis, the chemical composition is represented as nodes
that are connected by edges, and each node is a consensus mass
spectrum created from the alignment of those found in HRMS?
experiments of the extracts and represents a different com-
pound. Solitary nodes correspond to consensus spectra (or clus-
ter), with no fragmentation similarities with the rest, interpreted
as coming from unusual chemical structures. Furthermore, net-
works are groups of interconnected nodes, which correspond to
families of consensus spectra, understandable as structural de-
rivatives [71]. Visualizing the chemical diversity of the screened
morphotypes reveal the metabolic potential of the bioprospected
mycobiota. In this analysis, solitary nodes represent up to one
third of the total and the rest are organized in networks; certain
networks composed entirely of nodes with a common origin can
be identified. More than 90% of the nodes represent small mole-
cules (m/z of precursor ion <1000 Da; Figure 2C) [72].

Moreover, molecular network analysis allowed for the com-
parison of chemical diversity across various fungal sources
in the collection, revealing that some compounds were exclu-
sively accessible through the isolation of fungi associated with
ant nests. The chemical diversity of morphotypes isolated from
ants, their nest tunnels, and their transit areas are underrep-
resented. Chemical diversity between morphotypes of anthills
and surroundings was different but was almost equally diverse
(Figure 2A,B). Comparing the number of networks whose origin
is related to anthills (60) and to their nearby area (57) revealed
that the composition is balanced, which also occurs with soli-
tary nodes, 387 and 389, respectively, and even the number of
edges per node (Figure S8). In addition, the Venn diagram in
Figure 2D reflects the same weight in terms of exclusive nodes.
For these reasons, the selective study of fungi associated with
anthills may be a valuable criterion for other investigations.

The molecular networks were unified with biological data
through compound activity maps using NP Analyst platform
(Figure 3) [25]. The analysis allowed to identify precursor ions
of putative bioactive molecules. In the network, morphotypes
are represented by square nodes and the precursor ions by cir-
cular nodes, joined together by edges. Furthermore, predictions
are accompanied by two scores encoded in the size and color
of the circular nodes; the size increases with the activity score,
which measures the intensity of the predicted biological activity.
The color of the nodes becomes darker as the clustering score
increases; it measures the similarity of biological behavior be-
tween extracts.

Compound activity mapping was employed to identify poten-
tial candidates against A. baumannii. The generated network is
composed of square nodes representing the morphotypes and
circular nodes representing the presumed bioactive m/z ratios.
In this instance, encompasses 90 m/z ratios, ranging from 121
to 1804 Da, distributed among 50 morphotypes (Figure 3). The
predicted bioactivity, with a maximum clustering value of 0.73,
is relatively low compared to the expected value of up to 3 for the
dataset (Figure S21A). However, nodes with clustering values
near zero exhibit a higher bioactivity score (~1.73; Figure S21B).
This suggests that the most promising bioactive compounds
within this mycobiota are not widely distributed but rather more
specific to certain fungi. This insight helps predict the potential
distribution of bioactivity among the constituents of the selected
extracts.

Dereplication analysis of the fungal extract collection identified
15 secondary metabolites from 16 fungi, mostly polyketides,
alkaloids, and peptides whose structural core includes mero-
terpenes, xanthones, anthraquinones, naphthalenes, steroids,
polyprenols, azaphilones, dipeptides, and coumarins, to mention

FIGURE3 | Compound activity mapping against Acinetobacter baumannii. This network has a clustering score > 0.1 (available value: —1 to 1) and
an activity score > 0.25 (available value: 0-3). The blue square modes correspond to the morphotypes of interest. Isolated compounds were marked

(ion detected [2M+H]™).
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a few examples. Pyrenocin A (1), secosterigmatocystin (2), ver-
siconol (3), oxalicine B (4), deacetylchloronectrin (5), LL-Z 1272
€ (6), azaphilone 7, oleanane triterpenoid 8, SCH 60059 (9), cy-
clic polyketide 10, austalide 11, asperversiamide F (12), fonsecin
(13), 1',2’-dehydropenicillide (14), and vermixocin A (15) were
detected, which makes their corresponding morphotypes candi-
dates to find structural derivatives. However, these isolates were
discarded because they are a promising source of known com-
pounds (Figure 4 and Table S9). Interestingly, sometimes related
structures are not part of the same network, such as 2 and 3 or 14
and 15; this is due to defects in the network analysis caused by
the GNPS algorithm, although to a greater extent it is explained

by the application of strict construction parameters or poor
spectrometric acquisitions, in terms of fragmentation; given the
structural diversity in a large network, these drawbacks can be
solved to a limited extent.

3.4 | Chemical Study

Certain bioactive fungi were prioritized according to the level
of bioactivity against A.baumannii, the complexity of their
chemical composition, the potentially bioactive features, and
the feasibility of obtaining their extracts. Three of the selected

FIGURE 4 | Dereplicated compounds and their associated nodes and molecular networks. The color of the nodes retains the code of Figure 2,
each one contains the m/z ratio of the precursor ion, and the width of edges encodes the cosine of similarity. Dereplicated nodes are joined to the

directly related ones by means of black edges. The image of the morphotypes corresponds to PD agar.
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morphotypes came from nest samples and three from soil
(Figure 5A and Table S10). To reduce the chemical complexity
of the extracts (Table S12) and focus on the isolation of bioactive
compounds in a range of polarity, the growth inhibitory activity
of the total extracts and their primary fractions towards A. bau-
mannii was determined (Table S13). Variations in the effect of
the extracts and their fractions were observed; however, in all
cases, the isolation of majority constituents was achieved from
primary fractions of medium polarity (Section S14). Surprisingly,
1Q-1038 extract lost the expected bioactivity when scaled up,
but it was recovered after consecutive fractionations; bioactiv-
ity loss by extracts may result, for example, from antagonistic
interactions among constituents [73]. This procedure led to the
isolation of deoxy-PF1140 (16) and PF1140 (17) from Ascomycete
1Q-1129 (Eurotiomycetes, Aspergillaceae); penicillic acid (18)
from Ascomycete 1Q-1038; brefeldin A (19) from Ascomycete 1Q-
1017; trichodermic acid (20), trichodermic acid A (21) and C (22)
as well as trichodermamide A (23) from Trichoderma sp. 1Q-819

(Sordariomycetes, Hypocreaceae); iso-cladospolide B (24) from
Clonostachys sp. 1Q-814 (Sordariomycetes, Bionectriaceae); and
finally (E)-tridec-7-ene-3,5,6,10-tetraol (25) from Cladosporium
sp. 1Q-807 (Dothideomycetes, Cladosporiaceae; Figure 5B and
Sections S15-S20).

Compound 17 was originally isolated from a Eupenicillium spe-
cies and patented following its broad antifungal effect towards
a variety of Candida species and other fungi [74]. It was also
isolated from a Penicillium species, and it was bioactive against
ash dieback (Hymenoscyphus fraxineus) but phytotoxic [75, 76].
It was reported to inhibit the development of Mycoplasma geni-
talium and that its mechanism of action involves oxidative stress
of an intracellular complex of 17 with iron (Fe3*) [77]. Its de-
hydroxylated derivative 16 was reported from a Penicillium of
marine origin [78]. Compound 18 is a widely known mycotoxin
along with other small lactones. It is an isolated constituent of
many fungal species, commonly Penicillium, its cytotoxic, and

FIGURES5 | Morphotypes under chemical study and their isolation point. The morphotypes were grown on PD agar (A). Isolated compounds and

their associated node in molecular networks. The color of the nodes retains the code of Figure 2, each node contains the m/z ratio of the precursor

ion, and the edges vary in width according to the cosine similarity. In certain cases, the cosine value is indicated (B).
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antimicrobial activity is known, but it is an undesirable metabo-
lite given its toxicity against mammals [79-81]. Lactone 19 was
originally isolated from the soil fungus Penicillium decumbens
in 1958; it has antifungal, antiviral, phytotoxic, and cytotoxic
activity [82, 83]. Compounds 20-22 are commonly isolated from
Trichoderma species. The first mention of 20 was made in 2012;
since then, a variety of octahydronaphthalenes have been iso-
lated [84-87]. 20 has been reported as a weak cytotoxic agent
against several cancer cell lines [86, 87] and has stood out for its
significant inhibition of the phytopathogen Botrytis cinera [85].
Cyclic dipeptide 23 was described along with other structural
derivatives from Penicillium janthinellum. Structurally, tricho-
dermamides have a rare oxazadecalin backbone [88]. Lactone
24 was isolated from the tissue of a marine sponge and a few
years later from the fungus Cladosporium tenuissimum [89, 90].
Its inhibitory activity against the alveolar adenocarcinoma
cell line A564 was described; also, its a-glucosidase inhibitory
activity [91-94].

Compound 25 is a linear unsaturated polyol first reported in
this work, which was isolated from a fungus Clonostachys, a
genus characterized by synthesize polyketides and terpenoids
[95]. This compound would give rise to a new chemical group in
the genus, as the related polyols are glycitols or polyterpenoids.
There are no records on the biological activity of structurally
similar compounds [95]. To elucidate compound 25, a molec-
ular formula C,,H,.O,, with a degree of unsaturation, was de-
termined from the relation m/z of adduct ion [M+H-H,0]* in
HRMS spectra. Analysis of the 3C and 'H NMR and HSQC
spectra revealed the presence of two methyl groups, five methy-
lenes, and six methines. According to their chemical shifts, two
of the methine groups are linked to a sp? carbons of a double
bond in trans position (6./6; 131.9/5.5 and 130.1/5.7,J=15.3 Hz),
whereas the rest of resonances belong to four oxymethines (3
79.0, 76.8, 85.3, and 70.8). Because the molecule has only one
spin system, its connectivity was established by analysis of the
COSY and HMBC spectra (Figure 6). The relative configuration
was established based on NOESY correlations and analysis of
the coupling constants. Spectra available in Section S19.

In the molecular networks, the nodes corresponding with the
isolated compounds (Figure 5B) support the structural similar-
ity of 16 and 17, but the values of the cosine of similarity (>0.7)
with their neighboring nodes reveal two close structural deriv-
atives. Likewise, the nodes of 18, 20, and 24, from which struc-
turally close molecules, can also be expected to be isolated from
other fungi. However, the rest of the compounds are mostly part
of small networks and, consequently, are exclusive structures
of the corresponding fungi. In the case of 25, which does not

FIGURE 6 | Key 2D NMR correlations of compound 25. Spectra
available in Section S19.

appear in the network, it is thought that the analysis conditions
made its ionization difficult, and the signal was filtered as noise
in the analysis process.

The node closest to 16 with a ratio m/z 280.19 and a cosine of
similarity of 0.98 corresponds to the ion [M + H]* of a deriva-
tive with the molecular formula C,;H,NO, (3.6 ppm of error),
and the signals of both compounds have a different retention
times. This derivative is hypothesized to be deoxyakantomy-
cin, whose degradation from 16 was described by De Silva et al.
[78]. Furthermore, the ion with a ratio of m/z 264.161 close to
17 is present in many more morphotypes, but it is not an ad-
duct generated in the spectrometric analysis and presents a loss
of 14,014 Da, attributable to the loss of a methylene group, and
the [M +H]* ion of the derivative would have a molecular for-
mula C,.H,,NO, (4.9 ppm error for IQ-1039 fungi). However, the
literature search did not find matches for reported molecules
classifiable as pyridones. This node and others that make up the
network are a possible opportunity for the description of addi-
tional chemicals in 1Q-1129.

3.5 | Antibacterial Activity of the Compounds

From the evaluation of the isolated compounds, it was deter-
mined that 16, 17, and 18 inhibit the growth of A.baumannii
more than 50% at a concentration of 100 ug/mL (Table 1). Two
bioactive compounds were isolated from IQ-1129 and one from
1Q-1038; however, other compounds could contribute to the ef-
fect exhibited by the extract; the first fungus was isolated from a
S.geminata nest and the second from its surroundings. Once the
identity of the compounds was established, 18 was excluded from
further determinations, as it is a known cytotoxic agent [80].

The MIC of compounds 17 and 16 towards A. baumannii was
determined to be 50 ug/mL (191.30 and 180.27 uM, respectively;
Figure 7). Additionally, as the MBC for both compounds was
>200pg/mL, a bacteriostatic effect is inferred at the inhibitory
concentrations. At a concentration of 10ug/mL, 17 showed a
significantly inhibitory effect (66.17+3.72%) compared to 16.
The different susceptibility of the pathogen to the compounds
may be related to the capacity of 17 to form hydrogen bonds
through its hydroxy group, assuming that the chelating capac-
ity of compound is involved in the mechanism of action, as has
been published for M. genitalium; chelation is an important part
of the mode of action of several antibacterial agents [77, 96]. This
report is the first mention of their antibacterial effect against
multidrug-resistant bacteria like A. baumannii strain A564. The
bioactivity associated with other structurally related molecules
to 16 and 17 highlight the importance of studying tricyclic N-
hydroxy-, N-alkoxy, and N-methoxy pyridin-2-ones [97-101]. In
this sense, continuing the search for pyridin-2-ones in 1Q-1129,
exploring the mechanism of action and establishing their toxic-
ity are perspectives that extend to the future.

Compound activity mapping (Figure 7 and Figure S21) pre-
dicted the effect of the m/z ratios of 16 and 19-25, but the
remaining ones (17 and 18) were false negatives; it is worth
mentioning that the range of the predicted effect does not align
with the minimum and maximum possible value for the bio-
activity score. It has been described that including fractions,
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TABLE1 | Invitroinhibition of Acinetobacter baumannii growth by
isolated compound.

Compounds by Inhibition Concentration
morphotype percentage (mM)
Ascomycete 1Q-1129
Deoxy-PF1140 (16) 99.92+0.66 0.38
PF1140 (17) 101.23+£1.71 0.36
Ascomycete 1Q-1038
Penicillic acid (18) 67.75+4.91 0.59
Ascomycete 1Q-1017
Brefeldin A (19) 9.89+3.37 0.36
Trichoderma sp. 1Q-819
Trichodermic acid (20) 0 0.33
Trichodermic acid A (21) 5.36+3.93 0.31
Trichodermic acid C (22) 0 0.31
Trichodermamide A (23) 0 0.23
Cladosporium sp. 1Q-807
iso-Cladospolide B (24) 6.68+4.96 0.44
Clonostachys sp. 1Q-814
(E)-Tridec-7-ene-3,5,6,10- 0 0.44
tetraol (25)
Colistin in water? 99.50+0.83 0.02
Gentamicin in water? 29.97 +4.05 0.11
Negative control 0
Sterility control 99.93+0.11

Note: Experiments carried out at least in quintuplicate, the average, and its
standard deviation are presented. Samples were dissolved in dimethylsulfoxide
and evaluated at a concentration of 100 ug/mL unless otherwise indicated.
2Positive control evaluated at 20 ug/mL.

bpositive control evaluated at 64 ug/mL.

FIGURE7 | Inhibition of Acinetobacter baumannii growth by 16 and
17 at different concentrations. Compounds were dissolved in DMSO.
Positive control of colistin in water at 20ug/mL inhibited growth
by 99.57+0.50%. Statistically significant differences are indicated
(Student's t-test, p <0.05).

bioactivity in the analysis improves the result, but that was not
necessary [25, 26]. For the purposes of this project, its useful-
ness was to facilitate the prioritization of bioactive fungi and
proved to be a viable strategy when trying to identify the can-
didates with the highest possible bioactivity; it is important to
mention that its application requires careful manual review of
the considered nodes.

Acknowledgments

This work was supported by Direccién General de Asuntos del Personal
Académico of Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM)
through Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacién e Innovacion
Tecnolégica keys IA207422 and IN224424 and Consejo Nacional de
Humanidades, Ciencias y Tecnologias (CONAHCYT), through proj-
ect CF-2019-263977. In this work, we used the NMR equipment from
Laboratorio Universitario de Resonancia Magnética Nuclear at UNAM
funded by CONAHCYT project 0224747. A.S.A.C. acknowledge
CONAHCYT for the scholarship 885837 provided to pursue his PhD.
The authors thank Dr. Jorge Ernesto Valenzuela Gonzalez, B.S. Dora
Luz Martinez Tlapa, and Dra. Viridiana Vega Badillo (Departamento
de Ecologia Funcional and Coleccién Entomoldgica IEXA, Instituto
de Ecologia A. C., Xalapa, Veracruz, México) for taxonomic determi-
nation, preparation, and deposition of ant vouchers. Likewise, Dr.
Rodolfo Garcia Contreras (Facultad de Medicina, UNAM) for provid-
ing bacterial strains. Thanks are due to M.Sc. Everardo Tapia-Mendoza
for acquisition of HPLC-QTOF-HRMS, data (Laboratorio Nacional de
Ciencias para la Investigacion y Conservacion del Patrimonio Cultural,
Instituto de Quimica, UNAM). We thank Bs.Sc. Maria de los Angeles
Pefia-Gonzalez, M.Sc. Elizabeth Huerta-Salazar, Dra. Beatriz Quiroz-
Garcia, Dra. Adriana Romo-Pérez, Dra. Carmen Garcia-Gonzdalez, and
Dr. Francisco Javier Pérez-Flores (Instituto de Quimica, UNAM) for the
acquisition of spectroscopic and spectrometric data. The authors thank
Dr. Eduardo Rodriguez de San Miguel Guerrero (Facultad de Quimica,
UNAM) and Dr. José Antonio Guerrero Analco (Departamento de
Quimica de Productos Naturales, Instituto de Ecologia A.C.) for their
comments on the research. Open access funding provided by UNAM.

Conflicts of Interest

The authors declare no conflicts of interest.

Data Availability Statement

The data are available free of charge upon request, including molecular
networks and compound activity mapping. HPLC-QTOF-HRMS, data
of metabolomics analysis are available at MassIVE (accession number
MSV000094490).

References

1. B. B. Larsen, E. C. Miller, M. K. Rhodes, and J. J. Wiens, “Inordinate
Fondness Multiplied and Redistributed: The Number of Species on
Earth and the New Pie of Life,” Quarterly Review of Biology 92, no. 3
(2017): 229-265, https://doi.org/10.1086/693564.

2.]J. Bérdy, “Bioactive Microbial Metabolites,” Journal of Antibiotics
(Tokyo) 58, no. 1 (2005): 1-26, https://doi.org/10.1038/ja.2005.1.

3.D.J. Newman and G. M. Cragg, “Natural Products as Sources of New
Drugs Over the Nearly Four Decades From 01/1981 to 09/2019,” Journal
of Natural Products 83, no. 3 (2020): 770-803, https://doi.org/10.1021/
acs.jnatprod.9b01285.

4.C. L. Cantrell, F. E. Dayan, and S. O. Duke, “Natural Products
as Sources for New Pesticides,” Journal of Natural Products 75, no. 6
(2012): 1231-1242, https://doi.org/10.1021/np300024u.

12 of 16

Phytochemical Analysis, 2025

85U8017 SUOWIWOD BA1Te81D) 3ol [dde ay) Aq pauenob ae sappile VO ‘8sN JO Sa|n. 10} AfeldTauljUQ A1 UO (SUONIPUCD-pUe-SWBIALI0O" A 1M Alelq joulU0//SdNL) SUORIPUOD pue SWie | 8y} 88S *[6202/20/92] Uo Aelq)auljuo A81IM ‘0o1e N Ue0D Aq £TSE®Id/Z00T 0T/I0p/W00" A3 1M AleIq Ul IUO'S EUIN0 oUB 105 o NA JeUe//SANY W) papeo|umod ‘0 ‘G9ST660T


https://doi.org/10.1086/693564
https://doi.org/10.1038/ja.2005.1
https://doi.org/10.1021/acs.jnatprod.9b01285
https://doi.org/10.1021/acs.jnatprod.9b01285
https://doi.org/10.1021/np300024u

5. A. Schueffler and T. Anke, “Fungal Natural Products in Research and
Development,” Natural Product Reports 31, no. 10 (2014): 1425-1448,
https://doi.org/10.1039/c4np00060a.

6. M. Gonzalez-Medina, F. D. Prieto-Martinez, J. J. Naveja, et al.,
“Chemoinformatic Expedition of the Chemical Space of Fungal
Products,” Future Medicinal Chemistry 8, no. 12 (2016): 1399-1412,
https://doi.org/10.4155/fmc-2016-0079.

7. M. Gonzalez-Medina, J. R. Owen, T. El-Elimat, et al., “Scaffold
Diversity of Fungal Metabolites,” Frontiers in Pharmacology 8 (2017):
1-12, https://doi.org/10.3389/fphar.2017.00180.

8. M. I. Hutchings, A. W. Truman, and B. Wilkinson, “Antibiotics: Past,
Present and Future,” Current Opinion in Microbiology 51 (2019): 72-80,
https://doi.org/10.1016/j.mib.2019.10.008.

9.M. F. Traxler and R. Kolter, “Natural Products in Soil Microbe
Interactions and Evolution,” Natural Product Reports 32, no. 7 (2015):
956-970, https://doi.org/10.1039/c5np00013k.

10. D. M. P. De Oliveira, B. M. Forde, T. J. Kidd, et al., “Antimicrobial
Resistance in ESKAPE Pathogens,” Clinical Microbiology Reviews 33,
no. 3 (2020): 1-49, https://doi.org/10.1128/CMR.00181-19.

11. World Health Organization, WHO Bacterial Priority Pathogens List,
2024 (Geneva, Switzerland: WHO, 2024).

12. C. A. Fajardo-Hernéandez, F. S. T. Khan, L. Flores-Bocanegra, et al.,
“Insights Into the Chemical Diversity of Selected Fungi From the Tza
Itza Cenote of the Yucatan Peninsula,” ACS Omega 7, no. 14 (2022):
12171-12185, https://doi.org/10.1021/acsomega.2c00544.

13. R. Villanueva-Silva, P. Velez, M. Riquelme, et al., “Chemical
Diversity and Antimicrobial Potential of Cultivable Fungi From Deep-
Sea Sediments of the Gulf of Mexico,” Molecules 26, no. 23 (2021): 7238,
https://doi.org/10.3390/molecules26237328.

14. H. M. Zaffar, V. Strezov, and V. Ajit, Antibiotics and Antibiotics
Resistance Genes in Soils: Monitoring, Toxicity, Risk Assessment and
Management (Champ, Switzerland: Springer International Publishing,
2017).

15.D. A. Wardle and B. D. Lindahl, “Disentangling Global Soil Fungal
Diversity,” Science (1979) 346, no. 6213 (2014): 1052-1053, https://doi.
org/10.1126/science.aaal185.

16. D. C. Oh, M. Poulsen, C. R. Currie, and J. Clardy, “Dentigerumycin:
A Bacterial Mediator of an Ant-Fungus Symbiosis,” Nature Chemical
Biology 5, no. 6 (2009): 391-393, https://doi.org/10.1038/nchembio.159.

17. S. Haeder, R. Wirth, H. Herz, and D. Spiteller, “Candicidin-Producing
Streptomyces Support Leaf-Cutting Ants to Protect Their Fungus
Garden Against the Pathogenic Fungus Escovopsis,” Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 106, no. 12
(2009): 4742-4746, https://doi.org/10.1073/pnas.0812082106.

18. W. Dattilo, M. Vasquez-Bolafios, D. A. Ahuatzin, et al., “Mexico Ants:
Incidence and Abundance Along the Nearctic-Neotropical Interface,”
Ecology 101, no. 4 (2020): 16-21, https://doi.org/10.1002/ecy.2944.

19. A.S. Aguilar-Colorado and J. Rivera-Chévez, “Ants/Nest-Associated
Fungi and Their Specialized Metabolites: Taxonomy, Chemistry, and
Bioactivity,” Revista Brasileira de Farmacognosia 33, no. 5 (2023): 901-
923, https://doi.org/10.1007/s43450-023-00417-3.

20. L. De-Wei, Biology of Microfungi (Cham, Switzerland: Springer
International Publishing, 2016).

21.J.Rocha, I. Henriques, M. Gomila, and C. M. Manaia, “Common and
Distinctive Genomic Features of Klebsiella pneumoniae Thriving in the
Natural Environment or in Clinical Settings,” Scientific Reports 12, no. 1
(2022): 10441, https://doi.org/10.1038/s41598-022-14547-6.

22.S. Dekic, J. Hrenovic, G. Durn, and C. Venter, “Survival of
Extensively- and Pandrug-Resistant Isolates of Acinetobacter bauman-
nii in Soils,” Applied Soil Ecology 147 (2020): 103396, https://doi.org/10.
1016/j.aps0il.2019.103396.

23. O.E. Ahuatzin-Flores, E. Torres,and E. Chavez-Bravo, “Acinetobacter
baumannii, a Multidrug-Resistant Opportunistic Pathogen in New
Habitats: A Systematic Review,” Microorganisms 12, no. 4 (2024): 644,
https://doi.org/10.3390/microorganisms12040644.

24. C.Rodrigues, K. Hauser, N. Cahill, et al., “High Prevalence of Klebsiella
pneumoniae in European Food Products: A Multicentric Study Comparing
Culture and Molecular Detection Methods,” Microbiology Spectrum 10, no.
1(2022): 1-13, https://doi.org/10.1128/spectrum.02376-21.

25.8S. Lee, J. A. van Santen, N. Farzaneh, et al., “NP Analyst: An Open
Online Platform for Compound Activity Mapping,” ACS Central Science
8, no. 2 (2022): 223-234, https://doi.org/10.1021/acscentsci.1c01108.

26. K. L. Kurita, E. Glassey, and R. G. Linington, “Integration of High-
Content Screening and Untargeted Metabolomics for Comprehensive
Functional Annotation of Natural Product Libraries,” Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 112, no. 39
(2015): 11999-12004, https://doi.org/10.1073/pnas.1507743112.

27.L. B. Duff, T. M. Urichuk, L. N. Hodgins, J. R. Young, and W. A.
Untereiner, “Diversity of Fungi From the Mound Nests of Formica ulkei
and Adjacent Non-nest Soils,” Canadian Journal of Microbiology 62, no.
7(2016): 562-571, https://doi.org/10.1139/cjm-2015-0628.

28. A. Rodrigues, M. R. Z. Passarini, M. Ferro, et al., “Fungal
Communities in the Garden Chamber Soils of Leaf-Cutting Ants,”
Journal of Basic Microbiology 54, no. 11 (2014): 1186-1196, https://doi.
0rg/10.1002/jobm.201200458.

29.J.R.KingandS. D. Porter, “Recommendations on the Use of Alcohols
for Preservation of Ant Specimens (Hymenoptera, Formicidae),”
Insectes Sociaux 51, no. 2 (2004): 197-202, https://doi.org/10.1007/s0004
0-003-0709-x.

30.S. Van Borm, J. Billen, and J. J. Boomsma, “The Diversity of
Microorganisms Associated With Acromyrmex Leafcutter Ants,” BMC
Evolutionary Biology 2(2002):1-11, https://doi.org/10.1186/1471-2148-2-9.

31.D. C. Lacap, K. D. Hyde, and E. C. Y. Liew, “An Evaluation of the
Fungal “Morphotype” Concept Based on Ribosomal DNA Sequences,”
Fungal Diversity 12 (2003): 53-66.

32. T. Watanabe, Pictorial Atlas of Soil and Seed Fungi (Boca Raton,
Florida, USA: CRC Press, 2010).

33.1. Y. Martinez-Aldino, J. Rivera-Chavez, and J. Morales-Jiménez,
“Integrating Taxonomic and Chemical Diversity of Mangrove-
Associated ascomycetes to Discover or Repurpose Bioactive Natural
Products,” Journal of Natural Products 86, no. 11 (2023): 2423-2434,
https://doi.org/10.1021/acs.jnatprod.3c00490.

34.B. S. Jiménez-Arreola, E. Aguilar-Ramirez, P. Cano-Sanchez,
et al., “Dimeric Phenalenones From Talaromyces sp. (IQ-313) Inhibit
hPTP1B1-400: Insights Into Mechanistic Kinetics From In Vitro and
In Silico Studies,” Bioorganic Chemistry 101, no. May (2020): 103893,
https://doi.org/10.1016/j.bioorg.2020.103893.

35. K. Carrillo-Jaimes, C. A. Fajardo-Herndndez, F. Herndndez-Sedano,
et al., “Antibacterial Activity and AbFtsZ Binding Properties of Fungal
Metabolites Isolated From Mexican Mangroves,” Revista Brasileira de
Farmacognosia 34, no. 3 (2024): 564-576, https://doi.org/10.1007/s4345
0-023-00507-2.

36. M. Wang, J. J. Carver, V. V. Phelan, et al., “Sharing and Community
Curation of Mass Spectrometry Data With Global Natural Products
Social Molecular Networking,” Nature Biotechnology 34, no. 8 (2016):
828-837, https://doi.org/10.1038/nbt.3597.

37.A. T. Aron, E. C. Gentry, K. L. McPhail, et al.,, “Reproducible
Molecular Networking of Untargeted Mass Spectrometry Data Using
GNPS,” Nature Protocols 15, no. 6 (2020): 1954-1991, https://doi.org/10.
1038/s41596-020-0317-5.

38. M. C. Chambers, B. MacLean, R. Burke, et al., “A Cross-Platform
Toolkit for Mass Spectrometry and Proteomics,” Nature Biotechnology
30, no. 10 (2012): 918-920, https://doi.org/10.1038/nbt.2377.

13 0of 16

85U8017 SUOWIWOD BA1Te81D) 3ol [dde ay) Aq pauenob ae sappile VO ‘8sN JO Sa|n. 10} AfeldTauljUQ A1 UO (SUONIPUCD-pUe-SWBIALI0O" A 1M Alelq joulU0//SdNL) SUORIPUOD pue SWie | 8y} 88S *[6202/20/92] Uo Aelq)auljuo A81IM ‘0o1e N Ue0D Aq £TSE®Id/Z00T 0T/I0p/W00" A3 1M AleIq Ul IUO'S EUIN0 oUB 105 o NA JeUe//SANY W) papeo|umod ‘0 ‘G9ST660T


https://doi.org/10.1039/c4np00060a
https://doi.org/10.4155/fmc-2016-0079
https://doi.org/10.3389/fphar.2017.00180
https://doi.org/10.1016/j.mib.2019.10.008
https://doi.org/10.1039/c5np00013k
https://doi.org/10.1128/CMR.00181-19
https://doi.org/10.1021/acsomega.2c00544
https://doi.org/10.3390/molecules26237328
https://doi.org/10.1126/science.aaa1185
https://doi.org/10.1126/science.aaa1185
https://doi.org/10.1038/nchembio.159
https://doi.org/10.1073/pnas.0812082106
https://doi.org/10.1002/ecy.2944
https://doi.org/10.1007/s43450-023-00417-3
https://doi.org/10.1038/s41598-022-14547-6
https://doi.org/10.1016/j.apsoil.2019.103396
https://doi.org/10.1016/j.apsoil.2019.103396
https://doi.org/10.3390/microorganisms12040644
https://doi.org/10.1128/spectrum.02376-21
https://doi.org/10.1021/acscentsci.1c01108
https://doi.org/10.1073/pnas.1507743112
https://doi.org/10.1139/cjm-2015-0628
https://doi.org/10.1002/jobm.201200458
https://doi.org/10.1002/jobm.201200458
https://doi.org/10.1007/s00040-003-0709-x
https://doi.org/10.1007/s00040-003-0709-x
https://doi.org/10.1186/1471-2148-2-9
https://doi.org/10.1021/acs.jnatprod.3c00490
https://doi.org/10.1016/j.bioorg.2020.103893
https://doi.org/10.1007/s43450-023-00507-2
https://doi.org/10.1007/s43450-023-00507-2
https://doi.org/10.1038/nbt.3597
https://doi.org/10.1038/s41596-020-0317-5
https://doi.org/10.1038/s41596-020-0317-5
https://doi.org/10.1038/nbt.2377

39. P. Shannon, A. Markiel, O. Ozier, et al., “Cytoscape: A Software
Environment for Integrated Models of Biomolecular Interaction
Networks,” Genome Research 13, no. 11 (2003): 2498-2504, https://doi.
org/10.1101/gr.1239303.

40. H. Horai, M. Arita, S. Kanaya, et al., “MassBank: A Public Repository
for Sharing Mass Spectral Data for Life Sciences,” Journal of Mass
Spectrometry 45, no. 7 (2010): 703-714, https://doi.org/10.1002/jms.1777.

41. M. Y. Cruz-Muiiz, L. E. Lopez-Jacome, M. Hernandez-Duran, et al.,
“Repurposing the Anticancer Drug Mitomycin C for the Treatment of
Persistent Acinetobacter baumannii Infections,” International Journal
of Antimicrobial Agents 49, no. 1 (2017): 88-92, https://doi.org/10.1016/j.
ijantimicag.2016.08.022.

42.]. C. Catalan-N4jera, H. Barrios-Camacho, J. Duran-Bedolla, et al.,
“Molecular Characterization and Pathogenicity Determination of
Hypervirulent Klebsiella pneumoniae Clinical Isolates Serotype K2 in
Mexico,” Diagnostic Microbiology and Infectious Disease 94, no. 3 (2019):
316-319, https://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2019.01.013.

43. CLSI, Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for
Bacteria That Grow Aerobically (Wayne, Pennsylvania, USA: CLSI, 2024).

44.A. L. Leber, Clinical Microbiology Procedures Handbook
(Washington, USA: American Society for Microbiology Press, 2016).

45. W. Dattilo, S. A. Cabrera-Cruz, C. A. Gallo-Gdémez, J. C. Serio-Silva,
and R. Villegas-Patraca, “Current Status of the Remaining Mexican
Cloud Forests: Landscape Findings and Conservation Initiatives,” PeerJ
12, no. 10 (2024): e18386, https://doi.org/10.7717/peerj.18386.

46. M. A. Garcia-Martinez, D. L. Martinez-Tlapa, G. R. Pérez-Toledo,
et al., “Myrmecofauna (Hymenoptera: Formicidae) Response to Habitat
Characteristics of Tropical Montane Cloud Forests in Central Veracruz,
Mexico,” Florida Entomologist 99, no. 2 (2016): 248-256, https://doi.org/
10.1653/024.099.0214.

47. L. Rios-Casanova, “Biodiversidad de hormigas en México,” Revista
Mexicana de Biodiversidad 85, no. SUPPL (2014): 392-398, https://doi.
org/10.7550/rmb.32519.

48. B. Turchetti, A. Bevivino, P. Casella, et al., “Selected Case Studies
on Fastidious Eukaryotic Microorganisms: Issues and Investigation
Strategies,” Diversity (Basel) 15, no. 7 (2023): 862, https://doi.org/10.
3390/d15070862.

49.R. A. Humber, “Special Considerations for Operating a Culture
Collection of Fastidious Fungal Pathogens,” Journal of Industrial
Microbiology 13, no. 3 (1994): 195-196, https://doi.org/10.1007/BF015
840009.

50. R. M. Arias Mota and G. H. Abarca, “Diversity of Soil Culturable
fungi in the Tropical Montane Cloud Forest of Veracruz, Mexico,”
Scientia Fungorum 50 (2020): €1290, https://doi.org/10.33885/sf.2020.
50.1290.

51. L. Tedersoo, V. Mikryukov, S. Anslan, et al., “The Global Soil
Mycobiome Consortium Dataset for Boosting Fungal Diversity
Research,” Fungal Diversity 111, no. 1 (2021): 573-588, https://doi.org/
10.1007/s13225-021-00493-7.

52. M. Samain and C. G. Castillo, Biodiversidad del Santuario del Bosque
de Niebla Xalapa, Veracruz (Xalapa, Mexico: Instituto de Ecologia, A. C,
2020).

53.M. Frac, S. E. Hannula, M. Betka, and M. Jedryczka, “Fungal
Biodiversity and Their Role in Soil Health,” Frontiers in Microbiology 9
(2018): 1-9, https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.00707.

54.R.M. Arias and G. H. Abarca, “Fungal Diversity in Coffee Plantation
Systems and in a Tropical Montane Cloud Forest in Veracruz, Mexico,”
Agroforestry Systems 88, no. 5 (2014): 921-933, https://doi.org/10.1007/
$10457-014-9736-z.

55.1. Armbrecht and I. Perfecto, “Litter-Twig Dwelling ant Species
Richness and Predation Potential Within a Forest Fragment and
Neighboring Coffee Plantations of Contrasting Habitat Quality in

Mexico,” Agriculture, Ecosystems and Environment 97, no. 1-3 (2003):
107-115, https://doi.org/10.1016/S0167-8809(03)00128-2.

56. R. H. Manson, V. Hernandez Ortiz, S. Gallina, and K. Mehltreter,
Agroecosistemas cafetaleros de Veracruz biodiversidad, manejo y conser-
vacion (Veracruz, México: INECOL-SEMARNAT, 2008).

57.M. M. R. Ribeiro, K. D. Amaral, V. E. Seide, et al., “Diversity of
Fungi Associated With Atta bisphaerica (Hymenoptera: Formicidae):
The Activity of Aspergillus ochraceus and Beauveria bassiana,” Psyche
(London) 2012 (2012): 1-6, https://doi.org/10.1155/2012/389806.

58.Q. V. Montoya, L. A. Meirelles, P. Chaverri, and A. Rodrigues,
“Unraveling Trichoderma Species in the Attine Ant Environment:
Description of Three New Taxa,” Antonie van Leeuwenhoek 109, no. 5
(2016): 633-651, https://doi.org/10.1007/s10482-016-0666-9.

59. G. Carrion, L. Quiroz, and J. Valenzuela, “Hongos entomopat6genos
de las hormigas arrieras,” Revista Mexicana de Micologia 12 (1996):
41-48.

60. W. O. H. Hughes, L. Thomsen, J. Eilenberg, and J. J. Boomsma,
“Diversity of Entomopathogenic Fungi Near Leaf-Cutting ant Nests in
a Neotropical Forest, With Particular Reference to Metarhizium aniso-
pliae var. Anisopliae,” Journal of Invertebrate Pathology 85, no. 1 (2004):
46-53, https://doi.org/10.1016/j.jip.2003.12.005.

61. N. Kobmoo, S. Mongkolsamrit, T. Wutikhun, et al., “New Species
of Ophiocordyceps unilateralis, an Ubiquitous Pathogen of Ants From
Thailand,” Fungal Biology 119, no. 1 (2015): 44-52, https://doi.org/10.
1016/j.funbio.2014.10.008.

62.S. Woolfolk, C. E. Stokes, C. Watson, G. Baker, R. Brown, and R.
Baird, “Fungi Associated With Solenopsis invicta Buren (Red Imported
Fire Ant, Hymenoptera: Formicidae) From Mounds in Mississippi,”
Southeastern Naturalist 15, no. 2 (2016): 220-234, https://doi.org/10.
1656/058.015.0203.

63. B. S. Bamisile, J. A. Siddiqui, L. Nie, et al., “Baseline Analysis of
Endophytic Fungal Associates of Solenopsis invicta Buren From
Mounds Across Five Counties of Guangdong Province, China,” Journal
of Fungi 9, no. 3 (2023): 377, https://doi.org/10.3390/jof9030377.

64.Y. Y. Sokolova and J. R. Fuxa, “Biology and Life-Cycle of the
Microsporidium Kneallhazia solenopsae Knell Allan Hazard 1977
gen. n., comb. n., From the Fire Ant Solenopsis Invicta,” Parasitology
135, no. 8 (2008): 903-929, https://doi.org/10.1017/S003118200
800440X.

65. C. Espinoza, 1. Zavala-Izquierdo, A. Couttolenc, G. Landa-Cadena,
J. Valenzuela, and A. Trigos, “In Vitro Isolation and Identification of
Leucoagaricus gongylophorus From Atta Mexicana (Hymenoptera:
Formicidae) Fungal Garden,” Revista Mexicana de Micologia 46 (2017):
3-8.

66. K. M. VanderMolen, H. A. Raja, T. El-Elimat, and N. H. Oberlies,
“Evaluation of Culture Media for the Production of Secondary
Metabolites in a Natural Products Screening Program,” AMB Express 3,
no. 1 (2013): 71, https://doi.org/10.1186/2191-0855-3-71.

67.S. Lindstrom, S. Timonen, L. Sundstrom, and H. Johansson, “Ants
Reign Over a Distinct Microbiome in Forest Soil,” Soil Biology and
Biochemistry 139, no. June (2019): 107529, https://doi.org/10.1016/j.s0ilb
i0.2019.107529.

68.S. M. Valencia-Giraldo, A. Gutiérrez-Urrego, A. Nifio-Castro, A.
Lopez-Pena, and J. Montoya-Lerma, “Bacterial Microbiota Associated
With the Leaf-Cutting ant Atta cephalotes (Hymenoptera: Myrmicinae):
Dynamics During Development and Potential Role in Defence,”
Physiological Entomology 49, no. 1 (2024): 23-38, https://doi.org/10.
1111/phen.12423.

69. A. V. Santos, R. J. Dillon, V. M. Dillon, S. E. Reynolds, and R.
I. Samuels, “Ocurrence of the Antibiotic Producing Bacterium
Burkholderia sp. in Colonies of the Leaf-Cutting Ant Atta sexdens
Rubropilosa,” FEMS Microbiology Letters 239, no. 2 (2004): 319-323,
https://doi.org/10.1016/j.femsle.2004.09.005.

14 of 16

Phytochemical Analysis, 2025

85U8017 SUOWIWOD BA1Te81D) 3ol [dde ay) Aq pauenob ae sappile VO ‘8sN JO Sa|n. 10} AfeldTauljUQ A1 UO (SUONIPUCD-pUe-SWBIALI0O" A 1M Alelq joulU0//SdNL) SUORIPUOD pue SWie | 8y} 88S *[6202/20/92] Uo Aelq)auljuo A81IM ‘0o1e N Ue0D Aq £TSE®Id/Z00T 0T/I0p/W00" A3 1M AleIq Ul IUO'S EUIN0 oUB 105 o NA JeUe//SANY W) papeo|umod ‘0 ‘G9ST660T


https://doi.org/10.1101/gr.1239303
https://doi.org/10.1101/gr.1239303
https://doi.org/10.1002/jms.1777
https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2016.08.022
https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2016.08.022
https://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2019.01.013
https://doi.org/10.7717/peerj.18386
https://doi.org/10.1653/024.099.0214
https://doi.org/10.1653/024.099.0214
https://doi.org/10.7550/rmb.32519
https://doi.org/10.7550/rmb.32519
https://doi.org/10.3390/d15070862
https://doi.org/10.3390/d15070862
https://doi.org/10.1007/BF01584009
https://doi.org/10.1007/BF01584009
https://doi.org/10.33885/sf.2020.50.1290
https://doi.org/10.33885/sf.2020.50.1290
https://doi.org/10.1007/s13225-021-00493-7
https://doi.org/10.1007/s13225-021-00493-7
https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.00707
https://doi.org/10.1007/s10457-014-9736-z
https://doi.org/10.1007/s10457-014-9736-z
https://doi.org/10.1016/S0167-8809(03)00128-2
https://doi.org/10.1155/2012/389806
https://doi.org/10.1007/s10482-016-0666-9
https://doi.org/10.1016/j.jip.2003.12.005
https://doi.org/10.1016/j.funbio.2014.10.008
https://doi.org/10.1016/j.funbio.2014.10.008
https://doi.org/10.1656/058.015.0203
https://doi.org/10.1656/058.015.0203
https://doi.org/10.3390/jof9030377
https://doi.org/10.1017/S003118200800440X
https://doi.org/10.1017/S003118200800440X
https://doi.org/10.1186/2191-0855-3-71
https://doi.org/10.1016/j.soilbio.2019.107529
https://doi.org/10.1016/j.soilbio.2019.107529
https://doi.org/10.1111/phen.12423
https://doi.org/10.1111/phen.12423
https://doi.org/10.1016/j.femsle.2004.09.005

70. M. O. Nascimento, A. C. Teles Tenorio, R. A. Sarmento, et al., “Soil
Actinobacteria Inhibit Antagonistic Fungi of Leafcutter Ant Colonies,”
Journal of Basic Microbiology 62, no. 1 (2022): 63-73, https://doi.org/10.
1002/jobm.202100476.

71. L.-F. Nothias, D. Petras, R. Schmid, et al., “Feature-Based Molecular
Networking in the GNPS Analysis Environment,” Nature Methods 17,
no. 9 (2020): 905-908, https://doi.org/10.1038/s41592-020-0933-6.

72. M. Bergkessel, B. Forte, and I. H. Gilbert, “Small-Molecule Antibiotic
Drug Development: Need and Challenges,” ACS Infectious Diseases 9,
no. 11 (2023): 2062-2071, https://doi.org/10.1021/acsinfecdis.3c00189.

73. L. K. Caesar and N. B. Cech, “Synergy and Antagonism in Natural
Product Extracts: When 1 + 1 Does Not Equal 2,” Natural Product
Reports 36, no. 6 (2019): 869-888, https://doi.org/10.1039/CINPO0011A.

74.R. Hosoya, T. Yugami, S. Yoshida, et al., “Fungicide PF1140
Manufacture With Eupenicillium,” Japan Patent No. 07267962, (1996).

75.Y. Yokoyama, T. Koseki, D. Harneti, R. Maharani, U. Supratman,
and Y. Shiono, “Phytotoxic Compounds Isolated From a Sea Snail
Derived Fungus, Penicillium vancouverense YY-1,” Phytochemistry
Letters 39 (2020): 57-63, https://doi.org/10.1016/j.phytol.2020.07.008.

76. 0. Demir, B. Schulz, L. Rabsch, M. Steinert, and F. Surup, “Strong
Antagonism of an Endophyte of Fraxinus excelsior Towards the Ash
Dieback Pathogen, Hymenoscyphus fraxineus, Is Mediated by the
Antifungal Secondary Metabolite PF1140,” Applied and Environmental
Microbiology 90, no. 6 (2024): 1-13, https://doi.org/10.1128/aem.
00665-24.

77.T. Peramuna, C. M. Kim, L. K. T. Aguila, K. L. Wendt, G. E. Wood,
and R. H. Cichewicz, “Iron (IIT) Binding Properties of PF1140, a Fungal
N-Hydroxypyridone, and Activity Against Mycoplasma genitalium,”
Journal of Natural Products 87, no. 7 (2024): 1746-1753, https://doi.org/
10.1021/acs.jnatprod.4c00209.

78. E. D. De Silva, A.-S. Geiermann, M. 1. Mitova, et al., “Isolation of
2-Pyridone Alkaloids From a New Zealand Marine-Derived Penicillium
Species,” Journal of Natural Products 72, no. 3 (2009): 477-479, https://
doi.org/10.1021/np800627f.

79.J. C. Frisvad, “A Critical Review of Producers of Small Lactone
Mycotoxins: Patulin, Penicillic Acid and Moniliformin,” World
Mpycotoxin Journal 11, no. 1 (2018): 73-100, https://doi.org/10.3920/
WMJ2017.2294.

80.D. Zhang, W. Sun, W. Xu, et al., “Antimicrobial and Cytotoxic
Activity of Endophytic Fungi From Lagopsis supina,” Journal of
Microbiology and Biotechnology 33, no. 4 (2023): 543-551, https://doi.
org/10.4014/jmb.2211.11055.

81. P.K. Chan, C. S. Reddy, and A. W. Hayes, “Acute Toxicity of Penicillic
Acid and Its Interaction With Pentobarbital and Other Compounds,”
Toxicology and Applied Pharmacology 52, no. 1 (1980): 1-9, https://doi.
0rg/10.1016/0041-008X(80)90240-9.

82.R. Glaser, D. Shiftan, and M. Froimowitz, “NMR Structure
Determination of Brefeldin-A, a 13-Membered Ring Fungal Metabolite,”
Magnetic Resonance in Chemistry 38, no. 4 (2000): 274-280, https://doi.
org/10.1002/(SICI)1097-458X(200004)38:4<274:: AID-MRC630>3.0.
CO;2-M.

83.J. Xie, Y. Y. Wu, T. Y. Zhang, et al., “New and Bioactive Natural
Products From an Endophyte of: Panax notoginseng,” RSC Advances 7,
no. 60 (2017): 38100-38109, https://doi.org/10.1039/c7ra07060h.

84.D. Li, Y. Chen, M. Tao, H. H. Li, and W. M. Zhang, “Two New
Octahydronaphthalene Derivatives From Trichoderma spirale, an
Endophytic Fungus Derived From Aquilaria sinensis,” Helvetica
Chimica Acta 95, no. 5 (2012): 805-809, https://doi.org/10.1002/hlca.
201100417.

85.J.-L. Wu, Y.-H. Yu, H.-Z. Yao, X. Zhao, T. Yuan, and Y. H. Huang,
“Trichodermic Acids From an Endophytic Trichoderma sp. and Their
Antifungal Activity Against the Phytopathogen Botrytis cinerea,”

Phytochemistry Letters 56 (2023): 24-29, https://doi.org/10.1016/j.phy-
t01.2023.06.004.

86. T. Zhao, L.-L. Xu, Y. Zhang, et al., “Three New a-Pyrone Derivatives
From the Plant Endophytic Fungus Penicillium ochrochloronthe and
Their Antibacterial, Antifungal, and Cytotoxic Activities,” Journal of
Asian Natural Products Research 21, no. 9 (2019): 851-858, https://doi.
0rg/10.1080/10286020.2018.1495197.

87. F. F. Sofian, F. A. Warahapsari, J. Yoshida, Y. Ito, T. Koseki, and Y.
Shiono, “Two New Octahydronaphthalene Derivatives, Trichodermic
Acids C and D Produced by Trichoderma sp. HN-1.1,” Natural Product
Research 37, no. 3 (2023): 484-493, https://doi.org/10.1080/14786419.
2021.1983811.

88.M.Zhu,Z.Yang,H.Feng,etal., “Trichodermamides D-F, Heterocyclic
Dipeptides With a Highly Functionalized 1,2-Oxazadecaline Core
Isolated From the Endophytic Fungus Penicillium janthinellum
HDN13-309,” RSC Advances 7, no. 76 (2017): 48019-48024, https://doi.
0rg/10.1039/C7RA10389A.

89. C. J. Smith, D. Abbanat, V. S. Bernan, et al., “Novel Polyketide
Metabolites From a Species of Marine Fungi,” Journal of Natural
Products 63, no. 1 (2000): 142-145, https://doi.org/10.1021/n1p990361w.

90.H. Dai, Q. Kang, G. Li, and Y. Shen, “Three new Polyketide
Metabolites From the Endophytic Fungal Strain Cladosporium tenuis-
simum LR463 of Maytenus hookeri,” Helvetica Chimica Acta 89, no. 3
(2006): 527-531, https://doi.org/10.1002/hlca.200690055.

91. K. R. Prasad and V. R. Gandi, “Enantioselective Total Synthesis of
Iso-Cladospolide B, Cladospolide C and Cladospolide B From Tartaric
Acid,” Tetrahedron: Asymmetry 22, no. 5 (2011): 499-505, https://doi.
org/10.1016/j.tetasy.2011.02.018.

92.G. V. M. Sharma, K. Laxmi Reddy, and R. J. Janardhan, “First
Synthesis and Determination of the Absolute Stereochemistry of Iso-
Cladospolide-B and Cladospolides-B and C,” Tetrahedron Letters 47, no.
37 (2006): 6537-6540, https://doi.org/10.1016/].tetlet.2006.07.044.

93.X. Cao, L. Guo, C. Cai, et al., “Metabolites From the Mangrove-
Derived Fungus Cladosporium sp. HNWSW-1,” Frontiers in Chemistry
9 (2021): 1-8, https://doi.org/10.3389/fchem.2021.773703.

94. C.R. Reddy, D. Suman, and N. N. Rao, “Alkyne-Mediated Approach
for Total Syntheses of Cladospolides A, B, C and Iso-Cladospolide B,”
European Journal of Organic Chemistry 2013, no. 18 (2013): 3786-3796,
https://doi.org/10.1002/ejoc.201300022.

95. P. Han, X. Zhang, D. Xu, B. Zhang, D. Lai, and L. Zhou, “Metabolites
From Clonostachys Fungi and Their Biological Activities,” Journal of
Fungi 6, no. 4 (2020): 229, https://doi.org/10.3390/jof6040229.

96. D. Repac Anti¢, M. Parcina, I. Gobin, and D. M. Petkovi¢, “Chelation
in Antibacterial Drugs: From Nitroxoline to Cefiderocol and Beyond,”
Antibiotics 11, no. 8 (2022): 1105, https://doi.org/10.3390/antibiotic
s11081105.

97. M. Isaka, M. Tanticharoen, P. Kongsaeree, and Y. Thebtaranonth,
“Structures of Cordypyridones A—D, Antimalarial N -Hydroxy- and N-
Methoxy-2-Pyridones From the Insect Pathogenic Fungus Cordyceps
nipponica,” Journal of Organic Chemistry 66, no. 14 (2001): 4803-4808,
https://doi.org/10.1021/jo0100906.

98.Y.-X. Zhu, C. Peng, W. Ding, J. F. Hu, and J. Li, “Chromenopyridin A,
a new N -Methoxy-1-Pyridone Alkaloid From the Endophytic Fungus
Penicillium nothofagi P-6 Isolated From the Critically Endangered
Conifer Abies beshanzuensis,” Natural Product Research 36, no. 8 (2022):
2049-2055, https://doi.org/10.1080/14786419.2020.1844700.

99.Y. Hui, T. Tang, J. Wang, et al., “Fusaricide Is a Novel Iron Chelator
That Induces Apoptosis Through Activating Caspase-3,” Journal of
Natural Products 84, no. 8 (2021): 2094-2103, https://doi.org/10.1021/
acs.jnatprod.0c01322.

100. C. Zhang, L. Jin, B. Mondie, et al., “Leporin B: A Novel Hexokinase
1T Gene Inducing Agent From an Unidentified Fungus,” Bioorganic &

150f 16

85U8017 SUOWIWOD BA1Te81D) 3ol [dde ay) Aq pauenob ae sappile VO ‘8sN JO Sa|n. 10} AfeldTauljUQ A1 UO (SUONIPUCD-pUe-SWBIALI0O" A 1M Alelq joulU0//SdNL) SUORIPUOD pue SWie | 8y} 88S *[6202/20/92] Uo Aelq)auljuo A81IM ‘0o1e N Ue0D Aq £TSE®Id/Z00T 0T/I0p/W00" A3 1M AleIq Ul IUO'S EUIN0 oUB 105 o NA JeUe//SANY W) papeo|umod ‘0 ‘G9ST660T


https://doi.org/10.1002/jobm.202100476
https://doi.org/10.1002/jobm.202100476
https://doi.org/10.1038/s41592-020-0933-6
https://doi.org/10.1021/acsinfecdis.3c00189
https://doi.org/10.1039/C9NP00011A
https://doi.org/10.1016/j.phytol.2020.07.008
https://doi.org/10.1128/aem.00665-24
https://doi.org/10.1128/aem.00665-24
https://doi.org/10.1021/acs.jnatprod.4c00209
https://doi.org/10.1021/acs.jnatprod.4c00209
https://doi.org/10.1021/np800627f
https://doi.org/10.1021/np800627f
https://doi.org/10.3920/WMJ2017.2294
https://doi.org/10.3920/WMJ2017.2294
https://doi.org/10.4014/jmb.2211.11055
https://doi.org/10.4014/jmb.2211.11055
https://doi.org/10.1016/0041-008X(80)90240-9
https://doi.org/10.1016/0041-008X(80)90240-9
https://doi.org/10.1002/(SICI)1097-458X(200004)38:4%3C274::AID-MRC630%3E3.0.CO;2-M
https://doi.org/10.1002/(SICI)1097-458X(200004)38:4%3C274::AID-MRC630%3E3.0.CO;2-M
https://doi.org/10.1002/(SICI)1097-458X(200004)38:4%3C274::AID-MRC630%3E3.0.CO;2-M
https://doi.org/10.1039/c7ra07060h
https://doi.org/10.1002/hlca.201100417
https://doi.org/10.1002/hlca.201100417
https://doi.org/10.1016/j.phytol.2023.06.004
https://doi.org/10.1016/j.phytol.2023.06.004
https://doi.org/10.1080/10286020.2018.1495197
https://doi.org/10.1080/10286020.2018.1495197
https://doi.org/10.1080/14786419.2021.1983811
https://doi.org/10.1080/14786419.2021.1983811
https://doi.org/10.1039/C7RA10389A
https://doi.org/10.1039/C7RA10389A
https://doi.org/10.1021/np990361w
https://doi.org/10.1002/hlca.200690055
https://doi.org/10.1016/j.tetasy.2011.02.018
https://doi.org/10.1016/j.tetasy.2011.02.018
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2006.07.044
https://doi.org/10.3389/fchem.2021.773703
https://doi.org/10.1002/ejoc.201300022
https://doi.org/10.3390/jof6040229
https://doi.org/10.3390/antibiotics11081105
https://doi.org/10.3390/antibiotics11081105
https://doi.org/10.1021/jo0100906
https://doi.org/10.1080/14786419.2020.1844700
https://doi.org/10.1021/acs.jnatprod.0c01322
https://doi.org/10.1021/acs.jnatprod.0c01322

Medicinal Chemistry Letters 13, no. 8 (2003): 1433-1435, https://doi.org/
10.1016/S0960-894X(03)00153-7.

101. M. R. TePaske, J. B. Gloer, D. T. Wicklow, and P. F. Dowd, “Leporin
A:An Antiinsectan N-Alkoxypyridone From the Sclerotia of Aspergillus
leporis,” Tetrahedron Letters 32, no. 41 (1991): 5687-5690, https://doi.
0rg/10.1016/S0040-4039(00)93530-5.

Supporting Information

Additional supporting information can be found online in the
Supporting Information section.

16 of 16

Phytochemical Analysis, 2025

85U8017 SUOWIWOD BA1Te81D) 3ol [dde ay) Aq pauenob ae sappile VO ‘8sN JO Sa|n. 10} AfeldTauljUQ A1 UO (SUONIPUCD-pUe-SWBIALI0O" A 1M Alelq joulU0//SdNL) SUORIPUOD pue SWie | 8y} 88S *[6202/20/92] Uo Aelq)auljuo A81IM ‘0o1e N Ue0D Aq £TSE®Id/Z00T 0T/I0p/W00" A3 1M AleIq Ul IUO'S EUIN0 oUB 105 o NA JeUe//SANY W) papeo|umod ‘0 ‘G9ST660T


https://doi.org/10.1016/S0960-894X(03)00153-7
https://doi.org/10.1016/S0960-894X(03)00153-7
https://doi.org/10.1016/S0040-4039(00)93530-5
https://doi.org/10.1016/S0040-4039(00)93530-5

	Bookmarks from s43450-023-00417-3.pdf
	AntsNest-Associated Fungi and Their Specialized Metabolites: Taxonomy, Chemistry, and Bioactivity
	Abstract
	Introduction
	Search Strategy
	Discussion
	Ants and Their Nests
	Associated Mycobiota
	Ant Cuticles
	Anthills
	Chemical Compounds
	Nest Interspecific Relationships

	Perspectives and Future Directions
	Conclusions
	Anchor 14
	Acknowledgements 
	References


	Bookmarks from Phytochemical Analysis - 2025 - Aguilar‐Colorado - Harnessing Molecular and Bioactivity Network Analysis to Prioritize.pdf
	Harnessing Molecular and Bioactivity Network Analysis to Prioritize Antibacterial Compound Isolation From Ant-Associated Fungi
	ABSTRACT
	1   |   Introduction
	2   |   Materials and Methods
	2.1   |   Instruments
	2.2   |   Solvents and Reagents
	2.3   |   Study Area and Collection of Soil and Ants
	2.4   |   Fungal Strains Isolation and Identification
	2.5   |   Fungal Cultivation and Extraction
	2.6   |   Untargeted Metabolomic Studies
	2.7   |   Compound Isolation
	2.8   |   Antibacterial Assay
	2.9   |   Statistical Analysis

	3   |   Results and Discussion
	3.1   |   Fungal Diversity of Soil, Ants, and Their Nests
	3.2   |   Screening for Antibacterial Activity
	3.3   |   Untargeted Metabolomic Analysis
	3.4   |   Chemical Study
	3.5   |   Antibacterial Activity of the Compounds

	Acknowledgments
	Conflicts of Interest
	Data Availability Statement
	References



