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Resumen

El hongo Escovopsiodes nivea 03.Ac ha sido identificado recientemente en jardines de
hormigas cultivadoras de hongo (Tribu Attini) de género Attay Acromyrmex en varias
regiones de Brasil. Se ha demostrado que este nuevo micoparasito es antagonista en la
relacion simbiotica de las hormigas Attini y su hongo de la cual se alimentan (Leucoagaricus
gongylophorus), sin embargo, se desconocen de los metabolitos secundarios producidos por
hongos del género Escovopsiodes, los cuales pueden tener diferentes tipos de actividad
bioldgica.

En esta investigacion el hongo Escovopsiodes nivea 03.Ac fue aislado del jardin de una
colonia de la hormiga Acromyrmex echinatior, colectada en el rio Congo, la Chorrera,
Panama. En el laboratorio se cultivd a gran escala (5 L) en el medio de cultivo PDA, se
obtuvo el extracto crudo por medio de extracciones sélido-liquido con acetato de etilo, luego
se obtuvieron seis fracciones por medio de un cartucho SPE-C18 y un gradiente de metanol-
agua y acetona. Se escogieron dos fracciones en base a su perfil quimico, para purificar por
HPLC los cuatro metabolitos secundarios mayoritarios producidos por el hongo
(microtecina, 2-furil-hidroximetilcetona, crisofanol, y physcion,).

La estructura de los cuatro compuestos fue elucidada principalmente por medio de diferentes
espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN-'H, RMN-'3C, DEPT-135, gHSQC,
gHMBC, gCOSY, gNOESY).

A los cuatro compuestos se le realizaron bioensayos contra diferentes microorganismos:
Escovopsis sp., dos fitopatdégenos (Fusarium oxysproum y Aspergillus brasiliensis), dos
bacterias Gram-positivas (Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis), dos bacterias
Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli), y Candida albicans. Los
cuatro compuestos no tuvieron actividad antifungica, pero si mostraron actividad antibiética.
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Introduccion

Las hormigas de la tribu Attini cultivan hongos basidiomicetos en un proceso similar a la
agricultura humana que evolucion6 hace unos 50-60 millones de afios (Schultz & Brady,
2008). Estas hormigas pertenecientes a los géneros Atta y Acromyrmex (Currie, 2001)
cultivan principalmente el hongo Leucoagaricus gongylophorus (Mueller, y otros, 2018). Se
encargan de cortar activamente material de hojas frescas para alimentar a su hongo
mutualista, que proporciona la Unica fuente de alimento para las larvas de hormigas (Currie,
2001).

Existe un microorganismo mas en la relacion simbiética en este ecosistema, un hongo
patdgeno especializado del género Escovopsis, el cual es un parasito del hongo cultivado por
las hormigas Attini (Leucoagaricus). Hasta ahora, el hongo Escovopsis solo se ha encontrado
en los jardines de estas hormigas y solo se conocen siete especies, donde la méas mencionada
ha sido Escovopsis weberi. Segin un estudio de Currie (2001), el hongo tiene una mayor
presencia en los nidos de Acromyrmex que en los de Atta, con al menos un 70% y un 48% de
infeccion, respectivamente (Zilli & Dos Santos, 2020). EI mecanismo de patogenicidad de
Escovopsis sp. es inhibir y consumir el hongo mutualista de las hormigas mediante una
interaccion necrotrofica, en la cual produce una sustancia que destruye las hifas del
hospedero y luego el parasito se alimenta de los restos de esta degradacion. (Currie &
Reynolds, 2004).

Ademas del paréasito Escovopsis sp., los jardines de hongos de las hormigas Attini albergan
otra variedad de microorganismos, como bacterias, levaduras y hongos filamentosos
(Schmidt, 2014). Aungue los estudios han revelado la diversidad microbiana asociada a los
jardines de hongos, hay pocos conocimientos avanzados sobre el papel de estos
microorganismos en este sustrato (Schmidt, 2014). Recientemente, se ha descubierto un
nuevo género de hongo filamentoso llamado Escovopsioides en los jardines de hongos de las
hormigas cortadoras de hojas (Agustin, y otros, 2013). Este nuevo género tiene
caracteristicas morfoldgicas parecidas a Escovopsis sp, sin embargo, se desconoce de sus
metabolitos secundarios y su papel ecoldgico desempefiado en este ecosistema (Schmidt,
2014).

En base a lo que se ha podido encontrar en la literatura, en esta investigacion decidimos
estudiar los metabolitos secundarios producidos por Escovopsiodes nivea 0.3.Ac para
explorar sus actividades bioldgicas.
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1.1 Relacién simbidtica entre los organismos

Simbiosis se entiende en su significado méas amplio como vida en comdn entre diferentes
organismos Vivos, en este caso entre: hormiga, hongo, parasito y bacteria (Madigan,
2009). Entre las hormigas, los hongos que cultivan y las bacterias asociadas a ellas existe
un mutualismo, que es un tipo de relacion simbiotica en la que todas las especies que
participan salen beneficiadas (Madigan, 2009). El otro tipo de relacién simbidtica que se
da es el parasitismo; simbiosis en la cual una de las especies que participa se beneficia a
costa del resto, en este caso suele ser un hongo que ademas es patdgeno (parasito que
causa enfermedad) (Madigan, 2009).

1.2 Organismos en la relacion simbidtica: Hormigas attine (Tribu Attini)

Las hormigas de la tribu Attini Unicamente se encuentran en el continente americano.
Todas las hormigas attine se conocen como cultivadoras de hongos, pero a los géneros
Acromyrmex y Atta se les conoce de manera comdn como hormigas cortadoras de hojas
(Currie, 2001). Las colonias de estas hormigas han sido descritas como superorganismos,
ya que los trabajadores individuales realizan diversas actividades necesarias para el
funcionamiento de la colonia, al igual que las células en organismos superiores. Dentro
de la colonia las hormigas tienen diferentes funciones (Currie, 2001). La reina se encarga
de atender al jardin de hongos en su etapa incipiente y participa en la reproduccion. Las
obreras realizan tareas como busqueda de comida, limpieza del nido, cuidado de las crias
y defensa contra atacantes. Los machos Unicamente participan en la reproduccion
muriendo después del vuelo nupcial (Currie, 2001).

Las hormigas cultivadoras de hongos se dividen en dos clados: attine superiores y attine
inferiores. Hay 5 géneros que forman los attine superiores y son los méas desarrollados
evolutivamente. Los 7 géneros restantes son attine inferiores (Currie, 2001).

1.3 Hongos mutualistas

Los hongos que establecen la relacion mutualista con las hormigas pertenecen al orden
Agaricales, dentro de la division Basidiomycota (Currie, 2001).

La identificacion de los géneros especificos que participan en el mutualismo no fue
posible hasta el desarrollo de técnicas moleculares. Con estas tecnologias se descubri
que la mayoria de los hongos pertenecen a la familia Lepiotaceae, concretamente a la
tribu Leucoprineae, esta tribu estd compuesta por dos géneros: Leucocoprinus y
Leucoagaricus. Los miembros de esta familia son en su mayoria especies tropicales que
estan especializados en la descomposicién de restos (Currie, 2001).

Aunque la mayoria de hormigas cultivan hongos de la familia Lepiotaceae, existen
algunas especies de hormigas del género Apterostigma que cultivan hongos de la familia
Tricholomataceae (Currie, 2001).

Ademas de los hongos que establecen las relaciones mutualistas con las hormigas existen
otros hongos filamentosos no mutualistas que estan presentes en las colonias de las
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hormigas, actuando como patdgenos de los hongos cultivados. Los hongos no
mutualistas mas comunes son hongos necrotrofos pertenecientes al género Escovopsis
(Currie, 2001).

1.4 Actinomicetos

1.5

1.6

Las bacterias que participan en esta simbiosis son actinomicetos, grupo que pertenece
al filo Actinobacteria (Madigan, 2009). Se denominaron actinomicetos debido a que
durante mucho tiempo se pens6 que estas bacterias eran hongos ya que forman redes
de filamentos ramificados, denominados micelios; andlogos a los formado por hongos
filamentosos, pero con las dimensiones propias de las bacterias; ademas, la mayoria
producen esporas (Madigan, 2009).

Actinobacteria es el segundo grupo principal de las bacterias grampositivas, con alto
contenido GC (guanina y citosina). Es un grupo muy grande y suelen presentar
morfologia bacilar o filamentosa, y son principalmente aerobias. Sus habitats
principales son el suelo y la materia vegetal. La mayoria son comensales inofensivos.
Muchas tienen gran importancia econdémica por producir antibiéticos o productos
fermentados derivados de la leche (Madigan, 2009).

Los siguientes géneros son los actinomicetos simbiontes mas estudiados de las
hormigas attine y su jardin de hongos: Pseudonocardia, Streptomyces y Amycolatopsis.

Relacion simbidtica

El hongo mutualista es la Unica fuente de alimento de las larvas de las hormigas y de
las reinas, mientras que las obreras, ademas de alimentarse de estos hongos,
suplementan su alimentacion con savia de las plantas (Currie, 2001). Las hormigas
proporcionan condiciones de crecimiento 6ptimo a las granjas o jardines de hongos
(Currie, 2001). Y el papel de los actinomicetos en esta relacion mutualista seria
proteger los jardines frente a patdgenos; pero, ademas, se cree que producen
compuestos promotores del crecimiento del hongo y que protegen a las hormigas al
representar una barrera contra insectos y hongos patdgenos (Currie, Scott, Summerbell,
& Malloch, 1999).

Hongos antagonistas: Escovopsis y Escovopsiodes nivea

son aquellos hongos o micoparéasitos que desvastan la colonia, infectando el hongo
simbionte de las hormigas attini provocando que este muera y por ende las hormigas
mueren de inanicion, existen hongos parasitos como Escovopsis, Moller (1893) fue el
primero en observar hongos que luego serian descritos en este género, donde realizo
dibujos de los micros caracteres morfolégicos de varias especies de este género
(Moeller, 1893), es un parasito especializado que utiliza mecanismos tanto quimicos
como fisicos para atacar a su huésped (Marfetan, Romero, & Folgarait, 2015)
(Marfetan, Romero, & Folgarait, 2015) (Schmidt, y otros, 2016), son especializados y
potencialmente virulentos en las colonias de hormigas Attini (Currie & Reynolds,
2004). La especie mas estudiada de este género es Escovopsis weberi (de Man, Stajich,
Kubicek, & Gerardo, 2016). Se ha descubierto que este micoparasito produce los
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alcaloides terpeno-indolicos shearinina, que afectan el comportamiento de las
hormigas, dicetopiperazinas para combatir las bacterias defensivas y otras moléculas
pequefias que inhiben el cultivar fungico (Batey, Greco, Hutchings, & Wilkinson,
2020). Las bacterias mutualistas Pseudonocardia y Streptomyces producen
antifungicos depsipéptidos y macrolidos poliénicos activos contra Escovopsis spp. El
metaboloma del nido de hormigas se complica ain mas por la competencia entre
bacterias defensivas, que producen antibacterianos activos incluso contra especies
estrechamente relacionadas (Batey, Greco, Hutchings, & Wilkinson, 2020).
Recientemente, un nuevo género de hongo, Escovopsioides (Ascomycota:
Hypocreales), fue descrito de jardines de hongos de las hormigas cortadoras de
hojas Acromyrmex  niger, Acromyrmex  subterraneus molestans y Acromyrmex
subterraneus subterraneus, se ha descrito este hongo con micelio aéreo blanco, como
algodon, con produccidn de cadenas de clamidosporas que se unen en cuerdas o hebras
plateadas blancas como la nieve (Agustin J. , y otros, 2013). Escovopsioides comparte
algunas caracteristicas morfoldgicas con Escovopsis pero difiere en otras tales como
vesiculas terminales con fialides largas (lageniformes) e hifas con aleuroconidios. El
analisis molecular indica que Escovopsioides esta filogenéticamente relacionado
con Escovopsis (Agustin J. , y otros, 2013). El descubrimiento de este hongo abrid
nuevas ventanas de investigacion sobre la simbiosis hormiga-hongo attino. En primer
lugar, no se sabe nada sobre la diversidad y taxonomia de Escovopsioides (Osti &
Rodriguez, 2018). Hasta ahora, solo se ha descrito una especie (E. nivea) de un rango
geografico muy estrecho (“Mata do Paraiso”, Vicosa, estado de Minas Gerais, Brasil);
sin embargo, es probable que otras especies del género aun esperen ser descubiertas
(Osti & Rodriguez, 2018).
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2.1 Objetivo general

e Aislar y evaluar la actividad biologica de los compuestos producidos por el hongo
Escovopsioides nivea 03.Ac

2.2 Objetivos especificos

e Cultivar a gran escala el hongo Escovopsioides nivea 03.Ac en PDA.
e Realizar extracciones con acetato de etilo para obtener el extracto crudo.

e Fraccionar el extracto crudo por extraccion en fase solida de fase reversa (SPE-C18)
y purificar los compuestos con el HPLC.

e Establecer la estructura quimica de los compuestos por resonancia magnética nuclear
y espectrometria de masas.

e Evaluar la actividad antimicrobiana de los metabolitos secundarios contra diferentes
hongos y bacterias.
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3.1 Equipos, disolventes y materiales utilizados

El disolvente para la extraccion del extracto organico fue acetato de etilo (grado ACS). Para
el fraccionamiento y purificacion de los compuestos se utilizo acetona, metanol y agua tipo
uno.

Para el cultivo a gran escala del hongo se utilizd una autoclave Thermo Scientific Harvey
SterileMax (modelo: ST75925), una camara de flujo laminar (Telstar, modelo AV100), y una
incubadora BOD (Precision™), y para la extraccion un Sonicador/Bafio Ultrasonido digital
con calentador de 9.5 L CPX5800H-E Branson Ultrasonics CPX952538R, todos ubicados en
el laboratorio de Bioorganica Tropical de los edificios gemelos.

Para secar el cultivo del hongo se utilizé el Liofilizador de Sobremesa FreeZone 8 Litros,
labconco, ubicado en el laboratorio 202 de los edificios gemelos.

Para secar los disolventes al vacio se us6 un Rotavapor R-215 Buchi, y un SpeedVac
(SC210A Speedvac® plus) ubicados en el laboratorio 219 y 212 de los edificios gemelos.

Para el fraccionamiento del extracto crudo obtenido a gran escala se utilizé un cartucho de
SPE-C18 (45 pum, 10 g/70 Chromabond) y un colector de Vacio (Chromabond para 12
posiciones, Macherey Nagel), ubicados en el laboratorio 219 de los edificios gemelos.

Para el aislamiento de los compuestos se utilizd6 un HPLC (Waters®, Delta 600) y una
columna: Xterra C18 (10 um, 250 x 10 mm), ubicados en el laboratorio 208 de los edificios
gemelos.

Los datos de RMN 'H, RMN C, gHSQC, gHMBC, gCOSY y gNOESY fueron adquiridos
en el Resonancia Magnética Nuclear de 500 MHz de marca JEOL, ubicado en el Instituto de
Investigaciones Cientificas y Servicios de Alta Tecnologia de Panama (INDICASAT-AIP).

3.2 Aislamiento del hongo Escovopsioides nivea 03.Ac

Para el aislamiento del hongo se tomaron muestras del jardin de una colonia de la hormiga
Acromyrmex echinatior colectada en el rio Congo, la Chorrera, Panama. Se tomaron pedazos
del jardin de hongos con una pinza estéril. Se mantuvieron en contenedores de plastico
esterilizados con ultravioleta, luego se sembraron en un medio de cultivo de PDA (39 g por
litro de agua destilada), utilizando fragmentos pequefios 0.5-1 c¢cm de didmetro, y se
incubaron a 25 °C en la oscuridad durante 14 dias. Los platos se revisaron en busca de hongos
y se sub-cultivaron en nuevos platos de PDA cuando se hizo visible el crecimiento del hongo.
Este proceso fue realizado por el laboratorio del Dr. Hermogenes Fernandez-Marin del
Instituto de Investigaciones Cientificas y Servicios de Alta Tecnologia de Panama
(INDICASAT-AIP).

Escovopsiodes nivea fue identificado molecularmente por medio de fotografias
microscopicas donde se realizaron placas frescas para la observacion de su estructura por
medio de tincion de azul de lactoglicerol que ayuda a observar con mas claridad la estructura,
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el cual mostr6 un micelio hialino con carencia de pigmentacion, se utilizé un microscopio de
luz con cdmara DP73 OLYMPUS BX53, el método fue realizado en el laboratorio del Dr.

Hermdogenes Fernandez-Marin del Instituto de Investigaciones Cientificas y Servicios de Alta
Tecnologia de Panamé (INDICASAT-AIP).
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Figura 1. Microscopia de parte hialina de Escovopsiodes (Vega-Gibbs, 2022)

3.3 Cultivo a gran escala del hongo Escovopsioides nivea 03.Ac

Para el cultivo a gran escala se utilizaron 20 matraces Erlenmeyer de 1L con 250 mL de
medio de cultivo PDA (Figura 2). Cada matraz fue inoculado con esporas del hongo para
ser incubado a 26°C en oscuridad durante 14 dias.

Figura 2. Cultivo a gran escala del hongo Escovopsioides nivea 03.Ac
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3.4 Obtencion del extracto orgéanico

Todo el material cultivado en los matraces se distribuy6 en 8 bolsas de ziploc para ser
congeladas y luego liofilizadas durante 3 dias. El material seco se coloco en dos vasos
quimicos de 1 L, se les vertid acetato de etilo hasta cubrir por completo el contenido, fueron
sonicados durante 10 minutos, y luego se filtré el disolvente para secarlo al vacio con un
rotavapor y obtener el extracto organico. Esta extraccion sélido-liquido se repitio 12 veces,
obteniendo 3.6 g del crudo.

3.5 Fraccionamiento del extracto organico y purificacion de los compuestos de interés

El extracto crudo (3.69g) se fracciond por extraccion en fase solida utilizando un cartucho de
SPE-C18 (45 um, 10 g/70 Chromabond). Por cada gramo de extracto se realiz6 el siguiente
gradiente: 100 mL (20% MeOH-H0, F1: 269.8 mg); 100 mL (40% MeOH-H;0, F2: 30.3
mg); 100 mL (60% MeOH-H20, F3: 41.8 mg); 100 mL (80% MeOH-H-0, F4: 53.8 mg);
100 mL (100% MeOH, F5: 46.9 mg); 100 mL (100% acetona, F6: 307 mg).

La fraccion F1 se inyect6 en un HPLC, utilizando una columna (XTerra) C18 (10 um, 250
x 10 mm), con un gradiente de A (20% MeOH-H>0) a B (100% MeOH), a un flujo de
1.5mL/min: min 0-10, un flujo isocratico de 20% B; min 10-20, gradiente de 20% a 100%
B; min 20-25, flujo isocratico de 100% B; min 25-26, gradiente de 100% a 20% B; min 26-
30, flujo isocratico de 20% B. Se obtuvieron dos fracciones: F1.1 (min 8, microtecina:
17.8 mg) y F1.2 (min 11, 2-furil-hidroximetilcetona: 4.1 mg).

La fraccion F6 se inyect6 en un HPLC, utilizando una columna (XTerra) C18 (10 um, 250
x 10 mm), con un gradiente de A (20% MeOH-H>0) a B (100% MeOH), a un flujo de 1.5
mL/min: min 0-10, un flujo isocratico de 95% B; min 10-20, gradiente de 95% a 100% B;
min 20-25, flujo isocrético de 100% B; min 25-26, gradiente de 100% a 95% B; min 26-30,
flujo isocratico de 95% B. Se obtuvieron dos fracciones: F6.1 (min 15, crisofanol: 3.3 mg),
F6.2 (min 18, physcion: 2.4 mg).
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Figura 3. Cromatogramas de los compuestos aislados de Escovopsiodes nivea 03.Ac: A) 1.
microtecina, 2. 2-furil-hidroximetilcetona, 3. crisofanol, 4. physcion

3.6 Bioensayo contra hongos

Se utilizé una cepa del hongo Escovopsis sp. y de dos fitopatogenos (Aspergillus brasiliensis
y Fusarium oxysporum). Se cultivo previamente cada hongo en un plato Petri en medio PDA.
Un pedazo de agar con esporas de cada hongo se colocé en la mitad de un plato Petri con
PDA. Las fracciones (0.1 mg) o compuestos (0.05 mg) se colocaron directamente en el agar
con una micropipeta a 3 cm del hongo inoculado. Para el control positivo se utilizé Nistatina
(0.05 mg). Los platos Petri se incubaron a 26 °C en la oscuridad y luego se monitoreo durante
una semana para revisar si habia un halo de inhibicion.

3.7 Bioensayo de los compuestos contra bacterias y Candida albicans

Los compuestos y fracciones también fueron probados contra Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus y Candica albicans,
utilizando la prueba de susceptibilidad antimicrobiana por la técnica Kirby Bauer (difusion
en agar).
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3.7.1 Preparacion del estandar de turbidez

Para preparar el estandar de turbidez se agreg6 0.5 mL de BaCl,-2H>0 (1.175 %) a 99.5 mL
de H2S04 0.36 N (1%), y se mezcl6 en constante movimiento para mantener la suspension.
Luego se verificd la densidad correcta del estdndar usando un espectrofotometro cuya
absorbancia a 625 nm tenia que estar entre 0.08 y 0.10 para establecer el estandar a 0,5 de
Mcfarland. Se mantuvo la solucion en oscuridad a 22-26 °C (Hudzicki, 2009; Jorgensen and
Ferraro, 2009).

3.7.2 Preparacion del indculo bacteriano

El microorganismo de referencia se incubd en platos Petri con agar tripticasa de soya (TSA).
Antes de cumplir las 24 horas de incubacion se tomaron de 3 a 5 colonias para suspender en
9 mL de solucién salina esteéril, luego se procedié a comparar visualmente con el tubo
solucion Mcfarland, utilizando de contra fondo la tarjeta Wickerham; esta suspension
contuvo aproximadamente 1-2x108 (Hudzicki, 2009).

3.7.3 Siembra de la muestra

Se esparcieron 100 pL del indculo en platos Petri de Mueller-Hinton Agar. Se distribuyo
homogéneamente con ayuda de un esparcidor estéril, y luego se dejé secar el indculo a
temperatura ambiente dentro de la cAmara de flujo laminar durante 15 min para lograr una
mayor fijacion (Jorgensen and Turnidge, 2015).

Las fracciones (0.1 mg) o compuestos (0.05 mg) se colocaron directamente sobre el agar con
una micropipeta. La Nistatina (0.05 mg) se utiliz6 como control positivo contra Candida
albicans y la Ciprofloxacina (0.02 mg) contra bacterias. Los platos Petri se incubaron a 37
°C durante la noche y luego se observaron visualmente en busca de zonas de inhibicion
(Adnani et al., 2015).
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Capitulo 4

Resultados y discusion
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4.1 Elucidacion estructural de los compuestos producidos por Escovopsioides nivea
03.Ac

4.1.1 Microtecina
O OH
el

5N
y O

Figura 4. Estructura de la microtecina

6

La microtecina (Figura 4) se obtuvo como un sélido amorfo sin color. El espectro de
RMN B3C presento seis sefiales [5c 64.85 (C-1), 96.88 (C-2), 193.22 (C-3), 125.58 (C-4),
150.43 (C-5), 61.08 (C-6)] (Anexo 1). A través de los espectros de RMN H y gHSQC se
dedujo la presencia de dos metilenos [8n 3.52 (H-12) y 3.92 (H-1%); y 61 4.37 (H-6%) y 4.67
(H-6°)], dos metinos [8n 6.07 (H-4) y 7.20 (H-5)], un cabono carbonilico de cetona (C-3), y
un carbono cuaternario (C-2) (Anexos 2 y 3). La estructura plana fue establecida a través de
las correlaciones observadas en los espectros de gCOSY y gHMBC (Figura 5, Anexo 4 y
5). Los datos experimentales de RMN 'H y *C de la microtecina se muestran en la Tabla 2
y se compararon con los de la literatura. El espectro de masas mostrd la presencia de una
molécula cationizada [M+Na]* = 167 correspondiente a la formula CsHsOsNa (Anexo 6).

Tabla 1. Datos experimentales de RMN de la microtecina CD30D a 500(*H) y 125(**C) MHz
comparados con los de la literatura en D,O a 400(*H) y 100(*3C) MHz

No. | Tipo Experimentales Literatura*
oc on, mult. (J, H2) oc on, mult. (J, H2)
1 CH; | 64.85 3.52,d (11.4) 63.20 3.66, d (11.6)
3.92,d (11.4) 3.97,d (11.6)
2 C 96.88 96.03
3 C 193.22 | --- 193.68 | ---
4 CH 125.58 | 6.07,ddd (1.7,2.3,10.4) | 12421 | 6.22,ddd (2.0,2.0,10.4)
5 CH 150.43 | 7.20,ddd (1.7,4.0,10.4) | 152.11 | 7.38,ddd (2.0,4.0,10.4)
6 CH. | 61.08 4.37,ddd (1.7, 4.0, 19.3) | 60.77 4.53, ddd (2.0, 4.0, 19.8)
4.67,ddd (1.7, 2.3, 19.3) 4.73, ddd (2.0, 2.0, 19.8)

*(Broberg, Kenne, & Pedersén, 1996)
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Figura 5. Principales correlaciones observadas en el HMBC y COSY de la microtecina

La microtecina se ha reportado de hongos tales como Corticium caeruleum y de diferentes
especies del género Morchella (Baute, Deffieux, & Baute, 1986), y del alga roja
Gracilariopsis lemaneiformis (Broberg, Kenne, & Pedersén, 1996). Ha sido descrito con
actividad antibacteriana de 100-200 ppm contra bacterias gram-positivas y gram-negativas,
incluyendo Pseudomona aeruginosa, pero es inactiva contra levaduras y moho. También
presentd citotoxicidad contra algunas lineas celulares de mamiferos (Fiskesund, y otros,
2008).

4.1.2 2-furil-hidroximetilcetona

3
4 6
| )21 ~0oH

5
© O

Figura 6. Estructura de la 2-furil-hidroximetilcetona

La 2-furil-hidroximetilcetona (Figura 6) se obtuvo como un sélido amorfo marréon. El
espectro de RMN 3C present6 seis sefiales correspondientes a los siguientes carbonos [5c
189.5 (C-1), 151.9 (C-2), 148.6 (C-3), 119.0 (C-4), 113.4 (C-5), 65.8 (C-6)] (Anexo 7). A
través de los espectros de RMN *H y gHSQC se dedujo la presencia de un metileno [51 4.69
(H-6)], tres metinos [dn 7.39 (H-3), 6.65 (H-4) y 7.79 (H-5)], un cabono carbonilico de cetona
(C-1), y un carbono terciario sp? (C-2) (Anexos 8 y 9). La estructura plana fue establecida a
través de las correlaciones observadas en los espectros de gCOSY y gHMBC (Figura 7,
Anexo 10 y 11). Los datos experimentales de RMN *H y 13C del 2-furil-hidroximetilcetona
se muestran en la Tabla 3 y se compararon con los de la literatura.
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Tabla 2. Datos experimentales de RMN de la 2-furil-hidroximetilcetona CDsOD a 500(*H)
y 125(**C) MHz comparados con los de la literatura en CDCls a 100(*H) y 100(*3C) MHz

No. | Tipo Experimentales Literatura*
oc on, mult. (J, Hz2) oc on, mult. (J, H2)
1 C 189.5 187.7
2 C 151.9 150.0
3 CH 148.6 7.39,dd (0.5, 3.6) 147.2 7.26,d (3.6)
4 CH 119.0 6.65, dd (1.7, 3.6) 118.0 6.55, m
5 CH 1134 7.79,dd (0.8, 1.6) 112.6 7.59,s
6 CHz | 6538 4.69, s 65.2 4.69, s

*(Yang, y otros, 2019)
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Figura 7. Principales correlaciones observadas en el HMBC y COSY del 2-furil-
hidroximetilcetona

La 2-furil-hidroximetilcetona ha sido identificada de la Rhizoctonia solani (T & Herret,
1971), es un patogeno vegetal transmitido por el suelo con una considerable diversidad en
morfologia, rango de hospedantes y agresividad (Oyetunde & Bradley, 2017), y del hongo
Morchella sp, la cual es un hongo comestible raro famoso con alto valor medicinal y
econdémico que muestran gran potencial en alimentacion, productos sanitarios, farmacéuticos
y cosméticos (Yang, y otros, 2019). Ademas, la 2-furil-hidroximetilcetona ha sido reportada
con una fuerte actividad antioxidante por medio del método de DPPH (Yang, y otros, 2019).

4.1.3 Crisofanol

Figura 8. Estructura del crisofanol
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La antraquinona crisofanol (Figura 8) se obtuvo como un solido amorfo rojizo. El espectro
de RMN 13C present6 quince sefiales [5c 162.8 (C-1), 113.8 (C-1?), 124.5 (C-2), 149.5 (C-3),
121.5 (C-4), 133.4 (C-4%), 120.0 (C-5), 137.1 (C-6), 133.7 (C-5%), 124.7 (C-7), 162.5 (C-8),
116.0 (C-8?), 192.7 (C-9), 182.1 (C-10), 22.4 (C-11)] (Anexo 12). Los espectros de RMN H
y gHSQC mostraron ocho sefiales asignadas para 5 metinos [on 7.82 (H-5), 7.29 (H-7), 7.10
(H-2), 7.65 (H-4) y 7.67 (H-6)], un metilo [6n 2.46 (H-11)] y dos hidroxilos fendlicos [oH
12.0 (OH-1) y 12.1 (OH-8)] (Anexo 13y 14). La estructura plana fue establecida a través de
las correlaciones observados en los espectros de gCOSY y gHMBC (Figura 9, Anexo 15y
16). Los datos experimentales de RMN H y 3C del crisofanol se muestran en la Tabla 4 y
se compararon con los de la literatura.

Tabla 3. Datos experimentales de RMN del crisofanol CDCls a 500(*H) y 125(**C) MHz
comparados con los de la literatura en CDCl3 a 400(*H) y 100(**C) MHz

No. | Tipo Experimentales Literatura*
dc on, mult. (J, Hz) dc on, mult. (J, H2)
1 C 162.8 | --- 162.7
la C 113.8 | --- 113.7
2 CH 124.5 | 7.10, d (0.76) 124.3 7.05, brs
3 C 1495 | --- 149.3
4 CH 121.5 | 7.65, brs 121.3 7.60, brs
4a C 1334 | --- 133.2
5 CH 120.0 | 7.82,dd (7.5, 1.0) 119.9 7.78,d (7.9)
6 CH 137.1 | 7.67,dd (8.4, 7.6) 136.9 7.65,t
5a C 133.7 | --- 133.6
7 CH 124.7 | 7.29, dd (8.4, 7.6) 124.5 7.26,d (7.9)
8 C 1625 | --- 162.4
8a C 116.0 | --- 115.8
9 C 192.7 | --- 192.4
10 C 182.1 | --- 181.8
11 CHjs 224 | 2.46,s 22.2 2.44, s
OH-1 12.0, s 11.9,s
OH-8 12.1,s 12.0, s

*(Li, Gong Shi, Peng Zhang, & Zhong Zhang, 2000)
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Figura 9. Principales correlaciones observadas en el HMBC y COSY del crisofanol

El crisofanol ha sido reportado de la planta colubrina greggii a partir de una extraccion
metanolica realizada a sus raices (Garcia-Sosa, Villarreal-Alvarez, Lubben, & Pefa-
Rodriguez, 2006), también de la Picramnia sp, Podocarpus macrostachys, Picramnia
latifolia, Picramnia magnifolia, Picramnia parvifolia, Picramnia xalapensis, Picramnia
gracilis, Picramnia antidesma, y Picramnia polyantha, (Hernandez Medel & Méndez
Ventura, 2023). También se ha reportado de la planta Chamaecrista nigricans (una especie
endémica de la India) (Tangavelou, Viswanathan, Balakrishna, & A, 2018), la cual es
considerada como un hepaprotector (Ling Zhao, Jia-Bo, Guang-De, Montafa Li, & Xiao-He,
2009), y reductor de lipidos (Chen, y otros, 2015). En cuanto a la actividad bioldgica del
crisofanol se ha reportado que tiene una buena actividad contra Bacillus subtilis (zona de
inhibicion: 9,0 mm) y poco activa frente a Staphyloccocus aureus (zona de inhibicion: 3,0
mm) y Candida albicans (zona de inhibicion: 2,0 mm) (Garcia-Sosa, Villarreal-Alvarez,
Libben, & Pefa-Rodriguez, 2006), tiene actividad contra Enterococcus faecalis (Ramirez-
Cérdenas, Isaza-Mejia, & Pérez-Cérdenas, 2013), Pseudomonas aeruginosa y Escherichia
coli a partir de extractos etanolicos de propdleos donde la actividad se asocia a la presencia
del crisofanol (Martinéz-Galan, 2009), Ademas, se ha observado que esta antraquinona se
produce cuando representantes de la especie Trichoderma polysporum se ponen en contacto
con el hongo Fomes annosus y Fusarium spp, con los cuales muestran una accion antagonica
(Donnelly & Sheridan, 1986).

4.1.4 Physcion

Figura 10. Estructura del physcion
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Al igual que el crisofanol (Figura 8), el compuesto physcion (Figura 10), es un derivado de
antraquinona y también se le conoce como parietina, se obtuvo como un solido amorfo
anaranjado. El espectro de RMN 3C presento dieciséis sefiales [5c 162.6 (C-1), 124.6 (C-2),
148.6 (C-3), 121.4 (C-4), 135.3 (C-5), 182.2 (C-6), 133.3 (C-7), 108.3 (C-8), 166.6 (C-9),
106.9 (C-10), 165.3 (C-11), 110.3 (C-12), 190.8 (C-13), 113.8 (C-14), 22.3 (C-15), 56.2 (C-
16)] (Anexo 17). Los espectros RMN *H y gHSQC mostraron ocho sefiales asignadas para 4
metinos [on 7.08 (H-2), 7.62 (H-4), 7.36 (H-8), 6.68 (H-10)], un metilo [6n 2.44 (H-15)], un
metoxilo [on 3.93 (H-16)] y dos hidroxilos fendlicos [6n 12.1 (OH-1) y 12.3 (OH-11)]
(Anexo 18y 19). La estructura plana fue establecida a traves de las correlaciones observadas
en los espectros de gCOSY y gHMBC (Figura 11, Anexo 20 y 21). Los datos experimentales
de RMN *H y 13C del physcion se muestran en la Tabla 5y se compararon con los de la
literatura.

Tabla 4. Datos experimentales de RMN del physcion CDCl3 a 500(*H) y 125(**C) MHz
comparados con los de la literatura en CDCl3 a 300(*H) y 75(**C) MHz

No. | Tipo Experimentales Literatura*
dc on, mult. (J, Hz) dc on, mult. (J, H2)
1 C 162.6 | --- 162.5
2 CH 124.6 | 7.08,d (1.5) 124.4 7.08, d (1.5)
3 C 148.6 | --- 148.4
4 CH 121.4 1 7.62,d(1.2) 121.2 7.62,d (1.2)
5 C 1353 | --- 135.2
6 C 182.2 | --- 181.9
7 C 133.3 | --- 133.2
8 CH 108.3 | 7.36,d (2.4) 108.1 7.36,d (2.4)
9 C 166.6 | --- 166.5
10 CH 106.9 | 6.68,d (2.4) 106.7 6.68,d (2.4)
11 C 165.3 | --- 165.1
12 C 110.3 | --- 110.2
13 C 190.8 | --- 190.7
14 C 113.8 | --- 113.6
15 CHs 22.3 | 244,s 22.3 2.45,s
16 OCH; |[56.2 [3.93,s 56.0 3.94,s
OH-1 12.1,s 12.1,s
OH-11 | - 12.3,s 12.3,s

*(Castro Mandujano, Pastor de Abram, & Collantes Diaz, 2011)
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Figura 11. Principales correlaciones de HMBC de physcion

El physcion ha sido reportado en Caloplaca saxicola (Hoffm.) la cual es un liquen crustaceo
areolado en el centro y hacia los margenes formando l6bulos anaranjados (Castro Mandujano,
Pastor de Abram, & Collantes Diaz, 2011), también ha sido aislado de plantas de especies
del género Picramnia como P. sellowii, P. ramiflora, P. macrostachys, también se ha aislado
de una especie del género Vismia llamado Vismia rubescens (Buitrago-Diaz, Rojas-Vera, &
Velasco-Carrillo, 2020), en el cual el physcion mostrd efectividad contra Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida parapsilosis y Cryptococcus neoformans
(Tamokou, Tala, Wabo, Kuiate, & Tane, 2009). También, ha sido reportado de la planta
Chamaecrista nigricans (Tangavelou, Viswanathan, Balakrishna, & A, 2018) y se ha
demostrado que este compuesto es antinflamatorio y anticancerigeno (Subhalakshmi,
Madhushree, Patra, & Banasri, 2010). También ha sido producido por un hongo llamado
Aspergillus chevalieri BYSTO1 que se relaciona simbio6ticamente con las termitas (Zhang,
Jiang, Un, Jiang, & Zhang, 2024) y del hongo Aspergillius glaucus (Gibaja, 1998) no se sabe
con exactitud pero los extractos etanolicos de Xanthoria parietina tiene actividad
antibacteriana contra Enterococcus faecalis y Candida albicans, este liquen produce
physcion y estas actividades antibidticas podrian deberse a este compuesto (Mendili,
Essghaier, Seaward, & Khadhri, 2021)

Tanto el crisofanol (Figura 8) y physcion (Figura 10) se relacionan con un compuesto
conocido Ilamado emodina, debido a su base estructural de la antraquinona sobre todo del
grupo de las 1,8-dihidroxiantraquinonas sustituidos en las posiciones C-3 y C-6 con grupos
funcionales como metilo, metoxilo e hidroxilo (Gibaja, 1998), la emodina es producida de la
especie Escovopsis weberi del género Escovopsis tiene la capacidad de inhibir el hongo
alimento Leucoagaricus gongylophorus de las hormigas de la tribu attini (Dhodary, Schilg,
Wirth, & Spiteller, 2018) y también fue activa contra los simbiontes microbianos
Streptomyces (Hutchings & Wilkinson, 2023), entonces si la emodina tiene esta actividad
antifangica frente al hongo alimento de las hormigas de la tribu attini y hacia las bacterias
simbiontes de estas hormigas, se podria suponer que el crisofanol y physcion podrian tener
estas mismas funciones ecoldgicas, ya que estas dos Ultimas tienen mucha similitud
estructural, pero esta hipotesis estaria pendiente por demostrar.
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4.2. Bioensayos contra hongos

Se realizé un bioensayo de los compuestos obtenidos del hongo Escovopsioides nivea 03.Ac
contra los hongos: Aspergillus brasiliensis (Figura 12), Escovopsis (Figura 13), Fusarium
oxysporum (Figura 14). Ninguno de los cuatros compuestos aislados fueron activos contra
estos hongos.

Figura 12. Resultados de bioensayos de los compuestos aislados contra Aspergillus
brasiliensis: A) compuestos 1 (microtecina), 2 (2-furil-hidroximetilcetona). B) compuestos
3 (crisofanol), 4 (physcion). C) Control positivo (Nistatina).
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Figura 13. Resultados de bioensayos de los compuestos aislados contra Escovopsis: A)
compuestos 1 (microtecina), 2 (2-furil-hidroximetilcetona). B) compuestos 3 (crisofanol), 4
(physcion). C) Control positivo (Nistatina)
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Figura 14. Resultados de bioensayos de los compuestos aislados contra Fusarium
oxysporum: A) compuestos aislados 1 (microtecina), 2 (2-furil-hidroximetilcetona), 3
(crisofanol), 4 (physcion). B) Control negativo (Fusarium oxysporum). C) Control positivo
(Nistatina).
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4.3 Bioensayos contra bacterias y Candida albicans

La microtecina y el 2-furil-hidroximetilcetona presentaron halos pequefios de inhibicion
contra todas las cepas del bioensayo (Figura 15 a 19), en el caso del crisofanol y physcion
mostraron halos de inhibicion contra Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Enterococcus faecalis y Candica albicans, pero fueron inactivos con Staphylococcus aureus.

Estos resultados coinciden con la literatura, solo que en el caso del 2-furil-
hidroximetilcetona, su informacion sobre bioensayos antibacterianos es desconocida y segun
la literatura, el crisofanol y physcion presentan actividad contra Staphylococcus aureus, pero
se desconoce su actividad antibacteriana contra Escherichia coli.

Tabla 5. Datos de bioensayos antimicrobianos de compuestos aislados de Escovopsioides
nivea 0.3.A.c.

N° [ Compuesto Actividad antibacteriana
S.aureus |E.coli |P.aeruginosa |E. faecalis |C. albicans
1 | Microtecina + + + + +
2 | 2-furil-hidroximetilcetona + + + + +
3 | Crisofanol - + + + +
4 | Physcion - + + + +

*Presencia de halo de inhibicion (+); Ausencia de halo de inhibicién (-)

@

4

U .%
Lo Pl omz | 3

Figura 15. Resultados del bioensayo de los compuestos aislados contra Pseudomonas
aeruginosa: A) 1 (microtecina), 2 (2-furil-hidroximetilcetona), 3 (crisofanol), 4 (physcion).
B) Control positivo de Pseudomonas aeruginosa
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Figura 16. Resultados del bioensayo de los compuestos aislados contra Staphylococcus
aureus: A) 1 (microtecina), 2 (2-furil-hidroximetilcetona), 3 (crisofanol), 4 (physcion). B)
Control positivo de Staphylococcus aureus

Figura 17. Resultados del bioensayo de los compuestos aislados contra Escherichia coli: A)
compuestos 1 (microtecina), 2 (2-furil-hidroximetilcetona), 3 (crisofanol), 4 (physcion). B)
Control positivo de Escherichia coli
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Figura 18. Resultados del bioensayo de los compuestos aislados contra Enterococcus
faecalis: A) compuestos 1 (microtecina), 2 (2-furil-hidroximetilcetona), 3 (crisofanol), 4
(physcion). B) Control positivo de Enterococcus faecalis

Figura 19. Resultados del bioensayo de los compuestos aislados contra Candida albicans:
A) 1 (microtecina), 2 (2-furil-hidroximetilcetona), 3 (crisofanol), 4 (physcion). B) Control
positivo de Candida albicans
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Conclusiones

El hongo Escovopsioides nivea 0.3.Ac., aislado de una colonia de hormigas Acromyrmex
echinatior, tiene la capacidad de producir metabolitos secundarios bioactivos tales como la
microtecina, 2-furil-hidroximetilcetona, crisofanol, y physcion. Estos compuestos no
presentaron actividad antifungica contra dos hongos fitopatdgenos (Aspergillus brasiliensis
y Fusarium oxysporum), y contra el hongo patdégeno especializado de hormigas Attini
(Escovopsis sp.). Sin embargo, presentaron una actividad débil contra bacterias y Candida
albicans. En el caso de la microtecina y el 2-furil-hidroximetilcetona poseen actividad contra
S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis, y C. albicans, mientras que el crisofanol y
physcion, fueron también activas con la excepcién de S. aureus.

Este es el primer trabajo donde se describen productos naturales producidos por el hongo
Escovopsioides nivea, el cual solo se ha aislado del jardin de las colonias de hormigas
cultivadoras de hongos (Tribu Attini). Existe poca informacion de este hongo en la literatura
y aun se desconoce si tiene alguna funcién ecoldgica en el ecosistema de estos insectos.

Una posible funcidn ecoldgica con las hormigas de la tribu attini y su hongo alimento podria
ser un efecto antagonista con las actinobacterias defensivas de las hormigas attini y la
inhibicién de su hongo alimento. Pero esta hipdtesis estaria pendiente por demostrar.
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Recomendaciones

e Realizar el espectro de masas de los compuestos pendientes.
e Evaluar los compuestos aislados contra el hongo alimento de las hormigas.
e Evaluar los compuestos en otros bioensayos tales como citotoxicos y antiparasitarios.
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Anexo 20. Espectro gCOSY de physcion en CDCl3z a 500 MHz
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pag. 55



