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RESUMEN 

La beauvericina (BEA), es un metabolito secundario de interés farmacéutico que 

producen algunas especies de hongos entomopatógenos y fitopatógenos, tiene 

diversas actividades biológicas: antimicrobiana, antifúngica, antiviral y antitumoral; 

de hecho, se ha corroborado su potencial terapéutico como agente anticanceroso 

en ensayos in vitro e in vivo. Este tipo de hongos pueden desarrollarse en cultivos 

sólidos los cuales poseen un gran potencial para la síntesis de metabolitos 

secundarios y compuestos bioactivos de interés farmacéutico.  

En el presente estudio se realizó una identificación molecular de cepas de hongos 

entomopatógenos y fitopatógenos, posteriormente se amplificó parcialmente el gen 

de la beauvericina sintetasa y se realizó una comparación en la producción de BEA 

entre cultivo en estado líquido y cultivo en estado sólido, utilizando dos medios de 

composiciones diferentes, después se aplicaron estrategias biotecnológicas para 

aumentar la producción de beauvericina como: el uso de medio de cultivo más 

concentrado en SSF de PUF y realizar cultivos mixtos, finalmente la beauvericina 

fue purificada por HPLC y caracterizada por espectroscopia de masas (MALDI-TOF 

y ESI-TOF), para utilizarse en ensayos in vitro para determinar su efecto 

antibacteriano en combinación con diferentes antibióticos.  

Los resultados mostraron que la producción de beauvericina aumenta en el cultivo 

en estado sólido en comparación con el cultivo en estado líquido, utilizando el mismo 

medio de cultivo. El medio de cultivo que presentó la mayor producción de 

beauvericina fue el concentrado 3X y se utilizó para realizar cultivos mixtos, 

alcanzando la máxima producción de beauvericina en tan solo siete días de cultivo, 

lo que supera el tiempo de producción de cualquier sistema de cultivo reportado 

hasta ahora. Finalmente se encontró que cuando se combina con diferentes 

antibióticos la beauvericina posee un fuerte efecto sinérgico frente a Staphylococcus 

aureus, pero un fuerte efecto antagonista en Salmonella typhimurium. 

 

 



ABSTRACT 

Beauvericin (BEA), is a secondary metabolite of pharmaceutical interest produced 

by some species of entomopathogenic and phytopathogenic fungi. It has various 

biological activities: antimicrobial, antifungal, antiviral and antitumor; in fact, its 

therapeutic potential as an anticancer agent has been confirmed in in vitro and in 

vivo tests. This type of fungi can grow in solid cultures which have great potential for 

the synthesis of secondary metabolites and bioactive compounds of pharmaceutical 

interest. 

In the present study, a molecular identification of strains of entomopathogenic and 

phytopathogenic fungi was carried out, subsequently the beauvericin synthetase 

gene was partially amplified and a comparison was made in the production of BEA 

between culture in liquid state and culture in solid state, using two media of different 

compositions, then biotechnological strategies were applied to increase the 

production of beauvericin such as: the use of culture medium more concentrated in 

PFS of PUF and performing mixed cultures, finally the beauvericin was purified by 

HPLC and characterized by mass spectroscopy (MALDI-TOF and ESI-TOF), to be 

used in in vitro tests to determine its antibacterial effect in combination with different 

antibiotics.  

The results showed that beauvericin production is increased in solid state culture 

compared to liquid state culture, using the same culture medium. The culture 

medium that presented the highest production of beauvericin was the 3X concentrate 

and used for mixed cultures, reaching the maximum production of beauvericin in just 

seven days of culture, which exceeds the production time of any culture system 

reported so far. Finally, it was found that when combined with different antibiotics, 

beauvericin has a strong synergistic effect against Staphylococcus aureus, but a 

strong antagonistic effect against Salmonella typhimurium. 
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ABREVIATURAS  

 
HE: Hongos entomopatógenos 

BEA: Beauvericina  

RFLP: Análisis de los productos de digestión  

VIH: Virus de inmunodeficiencia humana  
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RPMI: Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute 

MAPK: Proteína quinasa activada por mitógenos 

PKA: Proteína quinasa A 

RTKs: Receptor de tirosina quinasa 

AMPc: Adenosin monofosfato cíclico 

PDA: Agar dextrosa-papa 

SSF: Cultivo en estado sólido 

SmF: Cultivo en estado líquido 

aw: Actividad de agua (water activity) 

ROS: especies reactivas de oxígeno (reactive oxygen species) 

ac: autoclaveado 



PBS: Buffer fosfato salino (Phosphate-buffered saline) 

BEAS: Beauvericina sintetasa 

BbBEAS: Beauvericina sintetasa en B. bassiana  

bbBeas: Gen de la beauvericina sintetasa en B. bassiana  

ES: Enniatina sintetasa 

BS: Bassianoloide sintetasa 

PS: Péptido sintetasa 

HP: Proteína hipotética  

ABC: Área bajo la curva 

EFS: Extracción en fase sólida  

MS: Espectroscopia de masas 

MALDI: Desorción/ionización láser asistida por matriz (Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization) 

ESI: Ionización por electrospray  

TOF: Tiempo de vuelo (Time-Of-Flight) 

MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio   
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1. INTRODUCCIÓN 

La beauvericina (BEA) es una micotoxina de la familia de moléculas conocida como 

depsipéptidos cíclicos y es producida por algunos hongos como B. bassiana y los 

del género de Fusarium sp. (Wang & Xu, 2012). Se sintetiza por una vía no 

ribosomal característica de los hongos, es udecir se lleva a cabo unión de 

aminoácidos fuera del ribosoma, en el caso de la BEA lo hace mediante la enzima 

beauvericina sintetasa, la cual está codificada por el gen bbBeas en la especie B. 

bassiana o foBeas en la especie F. oxysporum y lleva a cabo la biosíntesis tomando 

como sustrato el ácido D-2-hidroxiisovalerico (D-HYIV) y la L-fenilalanina (L-Phe) 

(Wang & Xu 2012; Jiang et al., 2013). La beauvericina presenta gran variedad de 

actividades biológicas como: insecticida, antibacteriana, antifúngica, antiviral y 

antitumoral (Agahi et al., 2021; Ganassi et al., 2002; Shin et al., 2009; Meca et al., 

2010; Wang & Xu, 2012).  

El cáncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial con casi 10 

millones de defunciones en 2020 (OMS, 2022), por lo que ha incrementado el interés 

en mejorar la producción de BEA y en su estudio como agente antitumoral, debido 

a su efecto citotóxico en gran variedad de células cancerosas, disminución de peso 

y tamaño de tumores en ensayos in vivo (Cheng et al., 2009; Heilos et al., 2017), y 

por sus mecanismos de acción propuestos como: aumento intracelular de calcio, 

participación de proteínas antiapoptóticas y proapoptóticas, liberación del citocromo 

C, entre otros (Kouri et al., 2003; Lin et al., 2005; Wätjen et al., 2014). La BEA 

también ha mostrado un efecto sinérgico en combinación con antimicóticos (Zhang 

et al., 2007), sin embargo, hasta el momento no se han llevado a cabo ensayos que 

demuestren si también existe un efecto sinérgico al combinar BEA con antibióticos 

o antitumorales como el cisplatino que es uno de los antitumorales más prescritos 

para tratar el cáncer de pulmón. 

La producción de BEA se lleva a cabo mediante cultivos líquidos, también conocidos 

como cultivos sumergidos, de hongos productores de BEA y para su purificación 

primero se utiliza generalmente una extracción en fase sólida que aproveche sus 
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propiedades fisicoquímicas, y posteriormente una purificación final por HPLC 

preparativo (Meca et al., 2010; Valencia et al., 2011; Jiang et al., 2013).  

El cultivo en estado sólido es un sistema de bajo costo que presenta una alta 

productividad de compuestos bioactivos, donde los microorganismos crecen sobre 

materiales sólidos insolubles e inertes que poseen suficiente agua libre para que se 

lleven a cabo las reacciones metabólicas (Ruiz-Leza et al., 2007; Thomas et al., 

2013). Diferentes estudios describen las ventajas del cultivo en estado sólido para 

producir compuestos bioactivos de valor agregado como: enzimas, metabolitos 

secundarios, antibióticos, ácidos orgánicos, pigmentos, factores de crecimiento, 

alcaloides, compuestos aromáticos entre muchos otros (Singhania et al., 2009; 

Nagavalli et al., 2015; Farinas, 2015; Gonçalves et al., 2016; Oliveira et al., 2016; 

Pérez-Sánchez et al., 2017). En el cultivo en estado sólido es posible realizar 

cultivos mixtos (cultivos donde coexisten dos o más microorganismos donde al 

menos uno de ellos está viable)que aumentan aún más la producción y variabilidad 

de metabolitos secundarios, además posee numerosas ventajas frente a la 

fermentación líquida o sumergida, y al llevarse a cabo en biorreactores pequeños y 

cerrados facilita el escalamiento a nivel industrial (Behera & Ray, 2016; Bertrand et 

al., 2014; Chagas et al., 2013; Jain et al., 2013; Martins et al., 2011). Sin embargo, 

este tipo de cultivo no se ha utilizado para la producción de BEA. 

2. MARCO TEÓRICO 

2.1 Hongos entomopatógenos  

Los hongos entomopatógenos (HE), son aquellos que parasitan diferentes órdenes 

de insectos, incluidas especies consideradas plagas agrícolas lo que los convierte 

en alternativas sustentables para el manejo de plagas (Meyling et al., 2007; Rondot 

& Reineke 2018), a diferencia de los insecticidas químicos, los HE no causan 

resistencia en las plagas ni contaminan los alimentos agrícolas obtenidos, como lo 

hacen los insecticidas químicos (Fernandes & Bittencourt 2008). Esto ha derivado 

en la formulación de bioinsecticidas basados en conidios de HE, especialmente de 

las especies B. bassiana y M. anisopliae (Faria & Wraight 2007; Muñiz-Paredes et 

al., 2017). 
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2.1.1 Proceso de infección de los HE 

El proceso de infección de los HE comienza con el contacto directo del conidio con 

la cutícula externa del insecto, este contacto genera interacciones no covalentes 

como hidrofóbicas, que deriva en la adhesión del conidio a la cutícula la adhesión 

del conidio a la cutícula externa del insecto, posteriormente inicia la producción de 

diferentes enzimas líticas por parte del hongo las cuales le abren paso a los 

nutrientes de la hemolinfa. Estos procesos activan la vía de señalización 

responsable de la síntesis de gran variedad de metabolitos secundarios, de hecho, 

empiezan a ser sintetizados en esta etapa de la infección. Finalmente estos 

metabolitos causarán la muerte al insecto, mientras el hongo produce metabolitos 

secundarios también aumenta la expresión genes antioxidantes, que ayudan al 

hongo a resistir el estrés oxidativo, ocasionado por el sistema inmune del insecto; 

por otra parte, los HE también han desarrollado otras estrategias para evadir el 

sistema inmune de los insectos como cambiar su estructura celular otorgando 

resistencia a diversos factores, o lo enmascaran haciéndolo imperceptible frente al 

sistema inmune del insecto (Pedrini et al., 2007; Dubovskiy et al., 2013 Mascarin et 

al., 2016; Lai et al., 2017). 

2.1.2 Beauveria bassiana 

Se trata de un HE ascomiceto y mitospórico descrito en el año 1835 por el 

entomólogo italiano Agostino Bassi de donde deriva su nombre, este hongo se 

encuentra presente en los suelos de todo el mundo siendo capaz de infectar a 

diferentes órdenes de insectos, siendo uno de los HE más estudiados y distribuido 

en el mundo como bioinsecticida para el control de diferentes plagas de interés 

agrícola (Xiao et al., 2012; Valero-Jimenez et al., 2016). Debido a la amplia 

diversidad genética en aislados de esta especie, existe variabilidad en su capacidad 

de infectar por lo que la industrialización de esta especie contempla una selección 

de aislados, siendo los mejores los más virulentos y patógenos, esta variabilidad se 

deriva de las diferencias de cada aislado en su capacidad para producir enzimas 

que participan en el proceso infectivo, cantidad de metabolitos secundarios que 
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producen y tolerancia a factores ambientales (Xiao et al., 2012; Galidevara et al., 

2016; Gasmi et al. 2021). 

2.1.3 Género Cordyceps  

Se trata de un género de HE ascomicetos capaces de infectar diferentes órdenes 

de insectos, por lo que algunas especies como C. fumosorosea y C. javanica han 

sido utilizadas como micoinsecticidas. La capacidad de estos hongos para el control 

de plagas deriva de su amplia gama de metabolitos secundarios que produce, los 

cuales han sido aislados para su uso como insecticidas (Wu et al., 2021). Sin 

embargo, algunas especies como C. militaris, C. cicadae, C. guangdongensis y C. 

sinensis han sido producidas para su uso como suplementos alimenticios y medicina 

tradicional debido a su contenido de adenosina, metabolitos de interés farmacéutico 

y minerales, así en los últimos años ha aumentado el número de investigaciones 

acerca de la seguridad en el consumo de estos hongos, ya que gran número de 

estos metabolitos tienen propiedades neurotóxicas y citotóxicas (Chen et al., 2020). 

2.2 Hongos fitopatógenos  

Los hongos fitopatógenos son aquellos que pueden infectar plantas y causarles 

enfermedad, siendo los responsables de hasta el 25% de las pérdidas totales de los 

principales cultivos de consumo humano a nivel mundial como arroz, trigo, maíz, 

papa, soya, hortalizas, pepino, tomate, melón, frijoles, la pimienta, remolacha, 

zanahoria entre otras (INECOL, 2021). Los géneros de hongos fitopatógenos de 

mayor importancia son Fusarium, Giberella, Rhizoctonia, Verticillium, Alternaria y 

Botrytis, siendo las especies del género Fusarium las de mayor prevalencia, la 

infección de estos hongos produce en la planta diferentes tipos de enfermedades 

que culminan en marchitez vascular y muerte de la planta, mientras que en los frutos 

y semillas son contaminados con micotoxinas dañinas para los mamíferos (Rojas-

Badia et al., 2017). 

 

2.2.1 Género Fusarium 
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Se trata de un género de hongos filamentosos ampliamente distribuido por el suelo, 

la mayoría de las especies son saprofitas y se asocian directamente con las plantas. 

Sin embargo, algunas especies son fitopatógenas causando serias lesiones 

necróticas en diferentes partes de la planta, que derivan en los casos más graves 

en su muerte (Rojas-Badia et al., 2017). Las especies de Fusarium son capaces de 

producir gran variedad de micotoxinas que contaminan alimentos de origen vegetal, 

pero solo algunas de estas son consideradas importantes para la salud humana 

como lo son fumosinas, tricotecenos y zearalenonas; por otra parte, diferentes 

especies del género Fusarium son importantes productoras de metabolitos 

secundarios de interés industrial y farmacéutico con interesantes actividades 

biológicas tales como antibacteriana, antifúngica, antiviral, inmunosupresoras y 

antitumoral de los cuales destacan los terpenoides, alcaloides y otros como la BEA 

(Ferrari & Reyes, 2012).  

2.3 Hongos oportunistas 

Los hongos oportunistas son considerados un grupo de microorganismos 

patógenos para cierto tipo de organismos superiores vulnerables, como mamíferos 

o plantas, siendo su vulnerabilidad dada por inmunosupresión causada por un 

agente patógeno en los mamíferos o por medicamentos en el ser humano, y en el 

caso de las plantas por una infección patógena previa o por daños físicos en esta 

(Pappas, 2010). Muchos hongos oportunistas de ciertas especies de plantas 

pueden encontrarse en otras de forma endófita, es decir que no van a causar 

enfermedad en la planta, por el contrario, pueden proporcionar protección a ésta 

frente a otros patógenos al generar metabolitos secundarios inocuos o poco tóxicos, 

además de modificar la producción de metabolitos de la propia planta que en 

conjunto evitan la infección de agentes patógenos como bacterias y hongos 

fitopatógenos (Barenstrauch et al., 2020; Sarsaiya et al., 2020). 

2.3.1 Epicoccum nigrum  

Se trata de un hongo saprófito que puede ser fitopatógenos o endófito extendido 

globalmente en diferentes tipos de suelo, produce conidios que van de los 15 a las 

25 µm de diámetro y posee un rápido crecimiento, pudiendo alcanzar colonias de 6 
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cm en dos días, las cuales presentan coloración que va del amarillo hasta el rojo o 

café debido a pigmentos y metabolitos secundarios de interés industrial y 

farmacéutico por su actividad antifúngica, antibacteriana, antiviral y antitumoral, 

mismos que protegen a la planta donde se encuentran como endófitos de 

infecciones de hongos fitopatógenos u otros patógenos como bacterias (Alcock et 

al., 2015; Chi et al., 2020; El-Sayed et al., 2020; Lim et al., 2020). Las 

investigaciones recientes sobre Epicoccum nigrum se basan principalmente en 

estrategias biotecnológicas que aumenten la producción de sus metabolitos de 

interés o la purificación de estos (Kaur et al., 2019; Kaur & Mumbarkar, 2019).  

2.4 Métodos de identificación de hongos filamentosos 

La identificación de hongos filamentosos resulta de gran importancia para reconocer 

e identificar las especies con las que se va realizar una investigación, así como 

seleccionar especies candidatas a ser una alternativa biológica a los insecticidas en 

el caso de los HE, siendo uno de los métodos más utilizados la identificación 

morfológica basada en la observación macroscópica de los hongos como forma y 

color de la colonia, así como la observación microscópica de la morfología de las 

hifas y los conidios (Nizamani et al., 2021). Otro de los métodos de identificación se 

basa en las características bioquímicas de cada microorganismo para producir 

enzimas o metabolitos secundarios fácilmente detectables con pruebas de 

laboratorio, las cuales son características de cada género de hongos filamentosos. 

Uno de los métodos de identificación más contundentes es la identificación 

molecular, ya que permite la diferenciación de especies cercanas que no pueden 

ser distinguidas mediante identificación morfológica o bioquímica. La identificación 

molecular se basa en la amplificación y secuenciación de diferentes partes 

características del genoma y únicas de cada especie, por lo que son una 

herramienta fiable para la identificación de especies (Al-hemaid et al., 2014; 

Sarsaiya et al., 2020).  

2.4.1 Identificación bioquímica 

La identificación bioquímica se basa en las características tintoriales y bioquímicas 

de los microorganismos, considerando las capacidades de estos para producir 
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enzimas o moléculas que se detectan con facilidad, estas moléculas o enzimas son 

características de especies estrechamente relacionadas, ya que especies 

relacionadas o que pertenecen al mismo género modifican de manera característica 

el ambiente donde se encuentran, mediante la captación de sustancias necesarias 

para su crecimiento (Trindade et al., 2016). Estas reacciones bioquímicas producto 

ocasionadas por el hongo y su medio de cultivo representan una herramienta útil 

para su identificación y clasificación (Santos & Linardi, 2003). 

2.4.2 Análisis de los patrones de digestión  

Se trata de un análisis actualmente poco usado para la identificación de especies, 

en especial de especies estrechamente relacionadas ya que ha sido remplazado 

por otros métodos moleculares, sin embargo, este método sigue teniendo 

importancia en la tipificación de aislados sin la necesidad de herramientas 

moleculares más complejas. Se basa en el análisis de secuencias particulares de 

cada especie, las cuales son obtenidas mediante PCR y posteriormente los 

productos de PCR son digeridos por enzimas de restricción, lo que deriva en la 

obtención de patrones de bandas (de tamaño definido y medible) para cada una de 

las enzimas de restricción, estas bandas resultantes pueden distinguirse por 

electroforesis de gel de agarosa y compararse con otros patrones de bandas 

(Dashtipour et al., 2021); sin embargo, los fragmentos originados son muchas veces 

difícilmente diferenciados entre ellos, ya que es común que posean longitudes 

similares que deriva en migraciones en el gel de agarosa muy similar, generando 

una identificación errónea de especies. Otra de sus desventajas es que no es 

posible observar cambios en el genoma como mutaciones (Poczai et al., 2013). 

2.4.3 Regiones ITS y genes ribosomales  

Las secuencias ITS (internal transcribed spacer) son secuencias que separan los 

genes ribosomales entre sí (figura 1) y son altamente conservadas entre especies 

lo que las hace útiles para su amplificación y secuenciación junto con los genes 

ribosomales para la identificación de especies, incluso si están estrechamente 

relacionadas, cosa que no ocurre con otros métodos como la identificación 
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morfológica o bioquímica (Al-hemaid et al., 2014). Otra de las ventajas de este 

método es que los genes ribosomales y regiones ITS tienen gran cantidad de copias 

en el genoma lo que facilita su amplificación y secuenciación, lo cual no ocurre con 

la identificación molecular mediante la amplificación de otros genes que solo tienen 

un número limitado de copias en el genoma (Huang et al., 2009; Stielow et al., 2015). 

 

Figura 1: Genes ribosomales y regiones ITS. Modificada de White 1990. 

 

2.4.4 β-Tubulina 

Las tubulinas son una familia de proteínas con una similitud de hasta el 40% entre 

ellas y se conforman por las las tubulinas alfa (α), beta (β) y gamma (γ), siendo las 

tubulinas alfa y beta subunidades esenciales de los microtúbulos de las células 

eucariontes, ya que se originaron junto con la aparición de las células eucariontes, 

por lo anterior los genes que codifican para estas tubulinas presentan una gran 

divergencia de una especie a otra, lo que las hace ideales para la identificación 

molecular de especies; sin embargo, la divergencia evolutiva que sirve para la 

identificación molecular solo se encuentra en gen que codifica para el extremo 

terminal de las tubulinas alfa y beta, ya que el resto está altamente conservado 

debido a la función esencial que lleva a cabo en la célula (Llanos et al., 1999; 

Oakley, 2000). Debido a esta divergencia evolutiva la amplificación y secuenciación 

de los genes de las tubulinas alfa y beta es un método utilizado para la identificación 

molecular de especies, posee ventaja frente a los métodos de identificación 

morfológica y bioquímica por diferenciar las especies a nivel molecular (Mohamed-

Moustafa et al., 2021; Zhang et al., 2020).  

2.4.5 Actina 
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Se trata de una familia de proteínas que forman los microfilamentos,  componentes 

fundamentales del citoesqueleto de todos los organismos eucariotas, y cumplen 

importantes funciones celulares como la motilidad celular y cambios de forma de la 

célula durante la división celular, organización del citoplasma, incluso la actina 

genera fuerzas mecánicas dentro de la célula como respuesta de señales 

extracelulares, lo que deriva en una alta conservación en su secuencia a lo largo de 

la evolución. Por lo anterior, se utiliza ampliamente para la identificación molecular 

de especies, aun si están muy relacionadas con otras, ocasionando que sean 

difícilmente diferenciadas entre sí por otros métodos como los morfológicos, por lo 

tanto, utilizado especialmente en la identificación de hongos filamentosos (Guirado 

et al., 2002; Gunning et al., 2015). 

2.4.6 Factor de elongación alfa  

Es una proteína que se expresa de manera constitutiva y de forma abundante, juega 

un rol crucial para la traducción de proteínas eucariotas actuando simultánea con el 

ARN de transferencia para proporcionar los aminoácidos para la formación de 

cadenas peptídicas (Ríos & Ríos, 2011). Debido a que el gen que lo codifica muestra 

un alto nivel de polimorfismo entre cada especie, incluso en las que están 

relacionadas entre sí, su amplificación y posterior secuenciación o digestión con 

enzimas de restricción son métodos ampliamente utilizados para la identificación 

molecular de especies, siendo junto a otros métodos basados en la amplificación y 

secuenciación de genes como los ribosomales y la tubulina, los más usados para 

una identificación más específica, lo que representa una alternativa a métodos no 

moleculares y menos específicos como la identificación morfológica o bioquímica 

(Hafez et al., 2020; Mirhendi et al., 2015). 

2.5 Metabolitos secundarios  

Se trata de compuestos orgánicos con varias y sofisticadas estructuras químicas 

producidos por microorganismos después de su fase de crecimiento (trofofase), 

durante una fase llamada idiofase, estos compuesto no son esenciales para el 

crecimiento del microorganismo pero poseen un enorme rango de actividades 

biológicas, por lo que juegan un rol importante en el proceso infectivo en el caso de 
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los HE, ya que la mayor producción de estos se lleva durante este y provocan la 

muerte al insecto (Barrios-Gonzales, 2012; Barrios-Gonzales, 2018; Pucheta et al., 

2006). 

2.5.1 Regulación de la producción de metabolitos secundarios 

Las rutas de regulación de los metabolitos secundarios pueden ser globales y están 

conectadas a las vías de regulación de los metabolitos primarios por lo que la 

inducción, regulación o retroalimentación por catabolitos de carbono, agotamiento 

de ciertos nutrientes y cambios en los factores ambientales como temperatura y pH 

afectan la biosíntesis de metabolitos secundarios. Por otro lado, también puede 

existir una regulación más específica de la producción de metabolitos secundarios 

dada por factores de transcripción específicos para un grupo de metabolitos 

secundarios (Barrios-González, 2018). 

2.5.1.1 Regulación por catabolitos de carbono  

Se trata de una regulación negativa para la producción de metabolitos secundarios 

dada por la fuente de carbono del medio. En este tipo de regulación la presencia de 

glucosa reprime los genes biosintéticos de los metabolitos secundarios al mismo 

tiempo que reprime la expresión de enzimas que interfieren en el aprovechamiento 

de fuentes de carbono más complejas o directamente inhibiendo enzimas 

responsables de la síntesis de metabolitos, para evitar este tipo de inhibición en la 

producción de metabolitos secundarios se opta por utilizar fuentes de carbono de 

compleja asimilación como el almidón y mantener a la glucosa en concentraciones 

bajas o subrreguladoras (Barrios-González, 2018; Demian, 1989; Miao et al., 2019). 

2.5.1.2 Regulación por nitrógeno y fosforo 

La producción de diferentes metabolitos secundarios fúngicos como la penicilina, la 

cefalosporina C y las aflatoxinas, se ve afectada por la presencia de nitrógeno 

especialmente de amoniaco, por lo que una estrategia para fomentar la alta 

productividad de metabolitos secundarios es la limitación de nitrógeno fácilmente 

asimilable por el microorganismo y se opta por usar fuentes complejas de nitrógeno 
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como la harina de soja y la semilla de algodón entre otros subproductos de la 

industria agrícola (Barrios-González, 2018). 

Por otro lado, al igual que como ocurre con el nitrógeno, el fosforo también presenta 

una regulación negativa en la producción de metabolitos secundarios algunos 

ejemplos de metabolitos que disminuyen su producción por la presencia de fosforo 

son las cefalosporinas, tilosina y la vancomicina, por lo que la producción de estos 

compuestos se lleva a cabo en condiciones nutricionales limitadas de fosfato. El 

mecanismo de como el fosfato posee una regulación negativa en la producción de 

metabolitos secundarios se ha propuesto es a nivel de una cascada de transducción 

de señales, dada por el sistema PhoR-PhoP. La proteína PhoR es una quinasa 

(sensor de fosfato) de membrana que al activarse fosforila a PhoP la cual una vez 

activa regula la respuesta de unión al ADN e inhibe la expresión de genes 

productores de metabolitos secundarios (Barrios-González, 2018; Martín, 2004) 

2.5.1.3 Regulación por retroalimentación  

Este mecanismo controla la síntesis de metabolitos primarios como como los 

aminoácidos, nucleótidos y vitaminas. Se ha observado que muchos metabolitos 

secundarios como el cloranfenicol, idomicina, rastomicina, alcaloides, tilosina, 

penicilina, entre otros regulan su propia biosíntesis, Sin embargo, la regulación de 

muchos metabolitos secundarios no se lleva a cabo por una autorregulación sino 

que se ven regulados por un metabolito primario, por ejemplo la inhibición de la 

producción de un aminoácido (autorregulable) puede disminuir la síntesis de 

metabolitos secundarios que utilicen ese aminoácido como sustrato para su 

síntesis. Sin embargo, la regulación por retroalimentación no siempre disminuye la 

producción de metabolitos secundarios, ya que es posible que la inhiba la 

producción de un metabolito primario, lo que ocasione un aumento en las 

concentraciones del precursor de este metabolito primario el cual a su vez puede 

ser precursor de un metabolito secundario lo que deriva en un aumento en la 

producción de este (Barrios-González, 2018; Drew & Wallis, 1983) 
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2.5.1.4 Regulación por estímulos ambientales y transducción de señales 

Las cascadas de transducción de señales están estrechamente relacionadas con 

los estímulos ambientales, una de estas cascadas de transducción incluye vías de 

señalización MAPK y PKA bien estudiadas en hongos filamentosos, que se sabe 

operan a través de la detección de nutrientes y funcionan en paralelo a la vía de las 

MAP quinasas, muchas veces inician por cascadas de señalización de tipo proteína 

quinasa A dependiente de AMPc y de tipo MAPK, las cuales están mediadas por 

receptores anclados a proteínas G, y en HE son generalmente activadas en etapas 

de infección (Barrios-González, 2018; Barranco et al., 2013; Lai et al., 2017). Sin 

embargo, en algunos casos subunidades de la proteína G puede regular 

negativamente factores de transcripción específicos de algunos metabolitos 

(Barrios-González, 2018). Los metabolitos secundarios proporcionan al hongo una 

adaptabilidad a su entorno y un mejor desarrollo en procesos infectivos (Carollo et 

al., 2010). 

2.5.1.5 Otros tipos de regulación 

Se han descrito otros tipos de regulación de la producción de metabolitos 

secundarios como la regulación epigenética, la cual se basa en metilaciones y 

acetilaciones de histonas y en desmetilaciones de ADN que convierten la 

heterocromatina en eucromatina y con ello dan paso a los factores de transcripción 

provocando que enzimas responsables de la síntesis de metabolitos secundarios se 

expresen (De la peña & Loyola, 2017; Strauss & Reyes-Domínguez, 2011). También 

se ha observado que condiciones ambientales poco favorables para el crecimiento 

del microorganismo, son capaces de activar una proteína nuclear llamada LaeA la 

cual es capaz de realizar cambios en la cromatina y al igual que el caso anterior 

promover el acceso a los factores de transcripción y aumentar la producción de 

metabolitos secundarios (Keller et al., 2006; Perrin et al., 2007). 

Otro tipo de regulación puede ser un estímulo ambiental dado por la comunicación 

entre diferentes especies que inducen la producción de metabolitos secundarios 

mediante la acetilación de una de las subunidades de una histona lo que deriva en 
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un relajamiento de la cromatina y con ello la expresión de genes responsables de la 

producción de metabolitos secundarios (Barrios-González, 2018). 

2.6 Beauvericina  

La beauvericina (figura 2), es una micotoxina producida por varios hongos 

filamentosos, entomopatógenos como B. bassiana y Cordyceps sp. y fitopatógenos 

como Fusarium sp. pertenece a la familia de los depsipéptidos cíclicos (Wang & Xu, 

2012). Su estructura está conformada por tres residuos de D-HYIV y tres residuos 

de metilfenilalanina de forma alternada, y es análoga a las enniatinas pero poseen 

diferencias en su actividad biológica (Meyling & Eilenberg, 2007).  

 

Figura 2. Molécula de la Beauvericina. Tomada de Wang & Xu, 2012. 

2.6.1 Síntesis de la beauvericina  

La síntesis de la beauvericina se lleva a cabo por un mecanismo no ribosomal 

característico de los hongos, el cual lleva a cabo unión de aminoácidos mediante 

una enzima, es decir existe unión de aminoácidos fuera del ribosoma, la enzima 

responsable de su síntesis es la beauvericina sintetasa (BEAS), la cual utiliza como 

sustratos D-HYIV y L-Phe (figura 3) (Wang & Xu, 2012). Sin embargo, la parte del 

genoma donde se encuentra el gen que codifica para esta enzima es altamente 

propensa a mutaciones ocasionando una la variabilidad genética alta en este gen 
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entre especies (Luangsa et al., 2009). Existen otras enzimas estrechamente 

relacionadas a la BEAS pero difieren con esta por la selectividad de sustratos 

especialmente en la selección de los aminoácidos (Wang & Xu, 2012). Por otro lado, 

se ha reportado que cepas de B. bassiana producen una BEAS que es capaz de 

utilizar el ácido DL-2-hexabutirico (Hbu) y la DL-3-fluorofenilalanina como sustratos 

ocasionando la producción de análogos de BEA (Sivanathan & Scherkenbeck, 

2014). 

 

Figura 3. Síntesis de beauvericina. Representación esquemática que muestra la vía no ribosomal 

de síntesis de la BEA, catalizada por la enzima BEAS tomando como sustratos la metilfenilalanina y 

ácido D-2-hidroxiisovalerico. 

2.6.2 Producción de beauvericina 

La mayoría de los estudios reportan la producción de BEA mediante cultivos en 

estado líquido o sumergido, sin embargo, llevar a cabo la producción de BEA por 

este sistema requiere de condiciones asépticas, y mantener un buen 
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funcionamiento de los biorreactores que suelen ser de gran tamaño y requieren 

generalmente una fuente de energía eléctrica lo que los hace un proceso costoso. 

Por otra parte, se utiliza una gran cantidad de medio de cultivo para producir 

pequeñas cantidades de BEA la cual terminado el tiempo de cultivo es difícil de 

purificar debido a los altos volúmenes del medio de cultivo, por lo que la producción 

de BEA es altamente costosa si se produce en un medio líquido (Jiang et al., 2013; 

Shin et al., 2009). 

2.6.2.1 Medios de cultivo productores de beauvericina  

La producción de BEA ha sido evaluada en diversos medios de cultivo líquido como 

medios mínimos, medios complejos como caldo dextrosa-papa y medios definidos 

que usan varias fuentes de carbono que van desde la glucosa hasta el sorbitol, la 

maltosa y la galactosa, además de diversas fuentes de nitrógeno como gran 

variedad de aminoácidos, peptona y nitrógeno inorgánico como sulfato de amonio 

((NH4)2SO4), nitrato de potasio (KNO3), cloruro de amonio (NH4Cl), entre otros, 

incluso se han llevado a cabo combinaciones de fuentes de nitrógeno complejas e 

inorgánicas (Xu et al., 2010; Xu et al., 2011) 

Los resultados de aquellos estudios que buscan optimizar un medio de cultivo que 

aumente la producción de BEA (Lee et al., 2008; Xu et al., 2010; Xu et al., 2011) 

indican que la mejor fuente de carbono para la producción de BEA es la glucosa, 

por el contrario, algunos estudios indican que la fuente de carbono con la menor 

producción de BEA es la fructosa o la arabinosa, estos datos sugieren que no se 

lleva a cabo una inhibición en la producción de BEA por catabolitos de carbono. En 

cuanto las fuentes de nitrógeno la mejor fuente reportada para la producción de BEA 

es la peptona (Xu et al., 2010), sin embargo, otro estudio (Lee et al., 2008) indica 

que utilizar fuentes complejas de nitrógeno, como aminoácidos no aumenta la 

producción de BEA en comparación a fuentes inorgánicas como el nitrato de potasio 

(KNO3) o el nitrato de sodio (NaNO3), incluso obtienen la mayor producción 

especifica de BEA al utilizar nitrato de potasio (KNO3), como principal fuente de 

nitrógeno, aunque al utilizar sulfato de amonio ((NH4)2SO4), y cloruro de amonio 

(NH4Cl) como principal fuente de nitrógeno la producción de BEA disminuye 
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considerablemente, lo que podría sugerir que hay una regulación negativa cuando 

el amonio se encuentra presente en el medio. 

Por otra parte, Lee et al., (2011) observaron que la producción de BEA no se ve 

afectada cuando se agregan al medio de cultivo aminoácidos que utiliza la 

beauvericina sintetasa como sustratos para la producción de BEA como la 

fenilalanina o L-valina lo que indica que no se lleva a cabo una regulación por 

retroalimentación que afecte su producción. Finalmente, para obtener una alta 

producción de BEA resulta ser más importante la selección de cepas que la del 

medio de cultivo, ya que se ha observado que la diferencia en la producción de BEA 

es demasiada alta entre una cepa y otra incluso cuando se trata de la misma especie 

de hongo (Luangsa et al., 2009) debido a las variaciones genéticas que presenta el 

gen de la beauvericina sintetasa (Jirakkakul et al., 2008), por lo que la mayor 

producción de BEA reportada hasta ahora (3.2 mg de BEA / gramo de biomasa) se 

debe a la cepa utilizada y no al medio de cultivo (Logrieco et al., 1998; Zhu et al., 

2008)  

2.6.3 Purificación de la beauvericina 

Los procesos de purificación aprovechan las características fisicoquímicas de la 

BEA y utilizan solventes no polares donde sea soluble para su extracción, estos 

solventes polares se mezclan con la biomasa de los cultivos, posteriormente se 

separan los restos sólidos del solvente, los metabolitos extraídos con el solvente se 

someten a una purificación previa generalmente por extracción en fase sólida (EFS) 

usando una columna de sílica, C8 o C18 con el fin de separar los componentes 

polares previamente obtenidos de acuerdo a su grado de polaridad. Generalmente 

esta prepurificación se complemente con la purificación final HPLC preparativo, 

posterior a esto se necesita un análisis de identificación como espectroscopia de 

masas o resonancia magnética (Jiang et al., 2013; Logrieco et al., 2002; Meca et 

al., 2010; Rachmawati et al., 2018; Yiping et al., 2007). 

2.6.4 Actividad biológica de la beauvericina 
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2.6.4.1 Actividad insecticida  

Los HE productores de BEA comienzan a producir BEA y otros metabolitos 

secundarios cuando entran en contacto con la hemolinfa del insecto, una vez 

producidos se distribuyen fácilmente por el cuerpo del insecto lo que provoca la 

muerte del insecto (Whang & Xu, 2012). 

La primera actividad biológica descrita para la BEA vez que se demostró que la 

beauvericina poseía  esta actividad biológica fue en un modelo de Artemia salina en 

el año de 1969, desde ahí empezaron a realizarse diferentes estudios que muestran 

el potencial de la BEA como agente insecticida ya que muestra actividad contra 

Calliphora erythrocephala, Aedes aegypti y Schizaphis graminum, entre otros, 

donde se observa que la BEA supera la actividad insecticida de los controles 

utilizados y la de otros metabolitos análogos como las eniantinas (Grove & Pople, 

1980; Ganassi et al., 2002). En cuanto a los mecanismos de acción de esta actividad 

biológica han sido poco descritos hasta ahora, pero se ha observado que la BEA 

posee actividad insecticida en especies de insectos resistentes a diferentes 

insecticidas (Al Khoury et al., 2021). 

2.6.4.2 Actividad antibacteriana 

La actividad antibacteriana de la BEA, ha sido observada en diferentes especies de 

bacterias de interés clínico como: Escherichia coli, Enterococcus faecium, Shigella 

dysenteriae, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Clostridium 

perfringens, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus, 

donde la BEA es capaz de inhibir su crecimiento tanto en cultivos líquidos como en 

cultivos sólidos, sin embargo, los mecanismos de acción de como la BEA posee 

este efecto permanecen sin elucidar, pero se ha propuesto que no inhibe la síntesis 

de peptidoglicano ya que no distingue entre bacterias Gram positivas y Gram 

negativas (Meca et al., 2010; Sondergaard et al., 2016; Wang et al., 2011; Wang & 

Xu, 2012). 

Por otro lado, la resistencia bacteriana a los antibióticos es una de las mayores 

amenazas para la salud mundial, aunque la resistencia a antibióticos es un 

fenómeno natural, el uso indebido de antibióticos está acelerando el proceso, 
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ocasionando un aumento en el número de infecciones por ejemplo,  neumonía, 

tuberculosis, gonorrea y salmonelosis cuyo tratamiento se vuelve más difícil debido 

a la pérdida de eficacia de los antibióticos actuales, estas infecciones pueden 

afectar a cualquier persona independientemente de su edad o país en el que viva, 

además, la resistencia a los antibióticos aumenta los costos médicos y la mortalidad 

de las infecciones. Debido a lo anterior la OMS tiene como objetivo una iniciativa 

para el año 2023 que tiene como objetivo desarrollar nuevos tratamientos mediante 

el desarrollo de nuevos antibióticos, así como la mejora de los ya existentes (OMS, 

2022).  

Debido al efecto antibacteriano de la BEA y a la creciente resistencia bacteriana a 

los antibióticos, es posible analizar el efecto sinérgico de la BEA en combinación 

con antibióticos que permitan el desarrollo de nuevas terapias contra infecciones 

bacterianas en especial especies bacterianas de interés clínico como 

Staphylococcus aureus la cual se trata de una bacteria anaeróbica facultativa, 

grampositiva no esporulada distribuida por todo el mundo, se estima que alrededor 

de un 30% de la población humana se encuentra colonizada por ella, aunque no 

infectadas o con una enfermedad relacionada. Es productora de catalasa y 

coagulasa, así como la responsable de producir gran variedad de enfermedades 

que van desde benignas tales como foliculitis, conjuntivitis y abscesos profundos, 

hasta enfermedades que pueden llegar a ser mortales como sepsis endocarditis y 

neumonía, también puede causar enfermedades gastrointestinales debido a la 

producción de toxinas y es considerada como la principal causa de infecciones 

nosocomiales. Debido a lo anterior y a la emergente resistencia a antibióticos que 

se ha observado en esta especie, ha aumentado la investigación para encontrar 

nuevos antibióticos eficaces contra S. aureus (Maluda, 2017).  

Por otra parte, tenemos a Salmonella enterica (S. enterica) que se trata de un bacilo 

gramnegativa y es considerado como un patógeno universal que se encuentra 

principalmente en aves y sus huevos, así como en reptiles. En humanos causa 

diarrea, dolor abdominal, vómitos y nauseas síntomas que en general no suelen 

perdurar por más de siete días, el serotipo Typhimurium de esta especie es el 
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principal causante de contaminación en comida, debido a que es el serotipo más 

común; actualmente se hace referencia a este solo como S. typhimurium y aunque 

genera síntomas similares a la fiebre tifoidea, no suele ser mortal en personas con 

un sistema inmune sano y es fácilmente tratada con fluoroquinolonas y 

cefalosporinas (Swanson et al., 2007; Yilmaz, 2014). Sin embargo, en los últimos 

años se han detectado cepas resistentes a estos compuestos, mediada por bombas 

de eflujo activo que expulsan al fármaco de la bacteria, aunque se sabe poco de los 

genes responsables que codifican para estas bombas de eflujo, por lo que la 

investigación para hallar nuevos tratamientos contra S. enterica ha ido en aumento 

(Fabrega et al., 2016). 

2.6.4.3 Actividad antifúngica  

Se ha demostrado que la beauvericina posee un efecto antifúngico inhibiendo el 

crecimiento de diferentes hongos de interés clínico, además de un fuerte efecto de 

sinergismo cuando se administra en conjunto con concentraciones subinhibitorias 

de ketoconazol, ya que se aumentó de manera significativa la supervivencia de 

ratones inmunosuprimidos infectados por Candida parapsilosis, además disminuyó 

el número de UFC de este hongo en órganos de los ratones como riñones, 

pulmones y cerebro, superando incluso el grupo que se trató con concentración 

terapéuticas de ketoconazol (Zhang et al., 2007). Aunque se desconoce el 

mecanismo de acción de la BEA, los resultados prometedores de sinergismo en 

combinación con ketoconazol llevaron a Tingting et al., (2016) a realizar una 

formulación farmacéutica, combinando ambas sustancias, encontrando una alta 

estabilidad tanto de BEA como de ketoconazol, por lo que la beauvericina 

administrada en conjunto con otros fármacos antimicóticos puede dar lugar a 

nuevas terapias antimicóticas. 

2.6.4.4 Actividad antiviral  

Se ha observado que la BEA es capaz de inhibir de manera selectiva la integrasa 

del virus del VIH-1. En comparación a otros metabolitos análogos a la BEA como 

las enniatinas la concentración requerida para inhibir la integrasa del VIH-1 es hasta 

10 veces menor (Shin et al., 2009).  Debido a que los fármacos actuales para tratar 
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la infección de VIH-1 no van dirigidos a la integrasa de este virus, la BEA podría ser 

una prometedora alternativa para el desarrollo de nuevos tratamientos. Más 

recientemente se ha observado en estudios in-silico que posee efecto antiviral en 

contra del nuevo coronavirus SARS-CoV-2, uniéndose a proteínas esenciales para 

la replicación del virus (Al-Khoury et al., 2022), lo que representa un área emergente 

de investigación. 

2.6.5 Actividad citotóxica de la beauvericina en ensayos in vitro 

La actividad citotóxica de la BEA ha sido demostrada en diferentes líneas celulares 

de cáncer las cuales son una importante herramienta en la investigación científica 

de diferentes procesos biológicos como investigaciones metabólicas, pruebas de 

citotoxicidad, pruebas antidopaje, generación de tejidos, síntesis de productos 

biológicos e investigación genética (Pruteanu et al., 2022). Estas células provienen 

de tumores y una de sus principales aplicaciones es la investigación del tipo de 

cáncer del que fueron aisladas, ya que poseen todas las alteraciones genéticas y 

epigenéticas presentes en el tumor, esta propiedad hace posible que extrapolar las 

respuestas a terapias o fármacos obtenidas con las líneas celulares a modelos in-

vivo de cáncer (Salvadores et al., 2020; Wroblewska-Luczka et al., 2021). Las líneas 

celulares de cáncer actualmente utilizadas en la investigación están bien estudiadas 

a nivel genético y se conoce la o las alteraciones que las hacen ser cancerígenas 

(Salvadores et al., 2020).  

La actividad citotóxica de la BEA en ensayos in vitro ha sido demostrada en gran 

variedad de líneas celulares de cáncer como: leucemia linfoblástica humana CCRF-

CEM, cáncer de mama BC-1, carcinoma epidermoide KB y KBv200, cáncer de 

pulmón de células no pequeñas A549, cáncer de mama metastásico MDA-MB-231, 

cáncer de próstata metastásico PC-3M, cáncer de colon humano HCT-8 y HCT116, 

melanoma humano MDA-MB43, hepatoma humano HepG2, cáncer cerebral SF295, 

hepatoma de rata H4IIE, entre otras. Otra línea celular cancerígena donde la BEA 

podría tener un potencial efecto antitumoral es la H-1975 ya que se trata de una 

línea celular de cáncer de pulmón aislada en 1988 de los pulmones de una mujer 

no fumadora con cáncer de pulmón de células no pequeñas, posee mutaciones en 
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los genes CDKN2A, TP53 y pik3ka que codifican para proteínas supresoras de 

tumores. El gen EGFR es un receptor que actúa como factor de crecimiento 

epidermoide, debido a estas características y bien conocidas mutaciones en su 

genoma comúnmente encontradas en este tipo de cáncer, esta línea celular se usa 

para inmunooncología e investigación de cáncer de pulmón, como modelo para 

probar el efecto de diferentes tipos de compuestos con actividad antitumoral (ATCC, 

2022; Zhou et al., 2021). 

Al igual que la línea celular H-1975, la H-1275 es una línea celular de cáncer de 

pulmón de células no pequeñas con morfología epitelial, aislada de un hombre no 

fumador de 43 años, posee una deleción (p53) en el gen TP53, el cual codifica para 

una proteína supresora de tumores que regula la apoptosis y la senescencia de 

células con daño en su ADN, siendo una deleción común en este tipo de cáncer, de 

hecho está presente en otras cinco líneas celulares de cáncer de pulmón utilizadas 

ampliamente en la investigación e inmunooncología, sirviendo como modelos in-

vitro para probar la efectividad de diferentes compuestos con actividad antitumoral 

(ATCC, 2022; Wang & Zuo, 2021). Sin embargo, no se ha elucidado un mecanismo 

de acción de cómo la BEA lleva a cabo la apoptosis celular, aunque se han 

propuesto varios, ninguno de estos es específico para una línea celular en particular.  

Los mecanismo de acción no han sido del todo descritos pero se han propuesto 

algunos como: la activación de diferentes MAP quinasas, cambios en el potencial 

de membrana mitocondrial, regulación de las proteínas antiapoptóticas y 

proapoptóticas, activación de caspasas, liberación del citocromo C y aumento 

intracelular de calcio, aunque ninguno de estos se ha visto relacionado únicamente 

con un tipo de línea celular (Do Nascimento et al., 2012; Lu et al., 2016; Vásquez-

Bonilla et al., 2017; Wätjen et al., 2014). 

2.6.6 Actividad antitumoral de la beauvericina en ensayos in vivo 

La beauvericina ha demostrado actividad antitumoral en modelos murinos. Sin 

embargo, sólo se han reportado dos ensayos in vivo de la actividad antitumoral de 

la beauvericina. En los dos ensayos in vivo se observa una disminución significativa 
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del tamaño y peso de los tumores en comparación a los grupos control. En el 

primero de estos estudios, el ensayo in vivo se realizó con ratones desnudos de 

cinco semanas de edad y se les administró células de retinoblastoma Y79 (2 x 106 

células). El tratamiento con BEA se llevó a cabo administrando 3 μM de beauvericina 

semanalmente en zonas cercanas al tumor durante ocho semanas. Los resultados 

indicaron que el peso y el tamaño del tumor disminuyo significativamente, respecto 

al grupo control (Cheng et al., 2009). 

El segundo y más reciente ensayo in vivo donde se demuestra la actividad 

antitumoral de la BEA fue llevado a cabo en ratones BALB/c y CB-17/SCID de 6 a 

8 semanas de edad, a los cuales se les administró células de carcinoma de colon 

de un modelo murino CT26 (4 x 105 células) y además células humanas de 

carcinoma cervical KB3-1 (1 x 106 células), respectivamente. El tratamiento con BEA 

para ambos tipos de cáncer consistió en 5 mg de beauvericina por kilogramo de 

peso del ratón diariamente durante 11 (excepto en los días 6 y 7). Los resultados 

evidenciaron que en ambos casos el peso y tamaño del tumor disminuyó de manera 

significativa, respecto al grupo control al que solo se le administro el vehículo, 

además también se observaron áreas necróticas y fragmentación del ADN dentro 

de los tumores, sin afectar tejidos de órganos donde no había presencia de células 

cancerígenas (Heilos et al., 2017). 

2.6.7 Mecanismo de acción de la beauvericina sobre células cancerígenas 

Varios mecanismos de acción han sido propuestos para la actividad antitumoral de 

la BEA tanto en ensayos in vitro como en in vivo, pero la mayoría de estos requieren 

ser dilucidados por completo, además existen varios mecanismos propuestos para 

cada línea celular de cáncer (Rios et al., 2015; Heilos et al., 2017). Entre los 

mecanismos propuestos destacan la capacidad de modificar las concentraciones 

iónicas intracelulares, inducción de apoptosis mediante la vía mitocondrial, 

modificación de las funciones celulares, activación de MAP quinasas y la activación 

de caspasas (Rios et al., 2015: Vásquez-Bonilla et al., 2017). 
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2.6.7.1 MAP quinasas 

Las MAP quinasas (MAPK por sus siglas en inglés, Mitogen-Activated Protein 

Kinases), son proteínas quinasas de serina o treonina que fosforilan sustratos que 

modifican la expresión génica afectando así la mitosis, programación de muerte 

celular, motilidad, proliferación y metabolismo celular (Chang & Karin, 2001). La vía 

de las MAPK es el resultante de la activación de receptores de tirosina en la 

superficie de la célula, dicha activación comienza por estímulos mitogénicos como 

citoquinas y factores de crecimiento, que desencadenan su propia activación (figura 

4). Esta vía se encuentra activa en al menos 30% de las líneas celulares de cáncer, 

producto de mutaciones en Ras, Braf y RTKs; las mutaciones de cada de ellas se 

encuentra relacionada al menos con un tipo de carcinoma (Baraja 2009; Prior et al., 

2012; Luke et al., 2014; Lu et al., 2016). 

En diferentes estudios se ha observado que la BEA es capaz de inhibir de forma 

selectiva la fosforilación de varias proteínas quinasas relacionadas con metástasis, 

angiogénesis y supervivencia de células cancerígenas (Vásquez-Bonilla et al., 

2017; Wätjen et al., 2014). 
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Figura 4. Secuencia de la interacción en una cascada de MAPK para generar una respuesta. Donde 

MEKK1 interactúa con MKK4 inactiva para formar un complejo MEKK1-MKK4. MEKK1 fosforila y 

activa a MKK4 originando una disociación del complejo. MKK4 libre y activa lleva a cabo 

interacciones específicas con JNK. Una vez que JKN es activada, el complejo MKK4-JNK se disocia 

y JNK activada va cuesta abajo adentrándose al núcleo para llevar a cabo la modificación dela 

expresión génica y con ello el efecto (Modificada de Chang & Karin, 2001). 

2.6.7.2 Capacidad ionófora de la beauvericina 

La beauvericina presenta una estructura similar a algunos antibióticos con 

propiedades ionóforas. Un ionóforo es aquel capaz de introducir o expulsar iones 

de manera específica o inespecífica a través de la membrana celular, mediante 

canales o transportadores. El transporte de iones altera el contenido normal de 

iones de la célula y produce un efecto toxico en ella, lo que induce a la muerte celular 

(Benz, 1978; Kouri et al., 2005). 

Se ha observado que la BEA tiene la capacidad de modificar el balance iónico de la 

célula, inhibiendo el metabolismo celular mediante ya que despolariza la membrana 

mitocondrial (Kouri et al., 2005). Este mecanismo es parecido al de algunos agentes 

desacoplantes mitocondriales (FCCP, por sus siglas en inglés) como 

carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona y la valinomicina los cuales 

incrementan el consumo de oxígeno ya que interrumpen la cadena transportadora 
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de electrones produciendo hipoxia (Prince et al., 1974; Vásquez-Bonilla et al., 2017). 

2.6.7.3 Proteínas antiapoptóticas y proapoptóticas: Familia Bcl-2 

Las proteínas de la familia Bcl-2 son aquellas que se encargan de la regulación de 

la permeabilidad mitocondrial por lo que juegan roles importantes en la apoptosis 

celular e interaccionan con receptores de muerte celular mitocondriales que liberan 

el citocromo C (Adams & Cory, 1998). Las proteínas Bcl-2 son familias homólogas, 

la primera está conformada por Bad, Bak y Bax las cuales son proapoptóticas, es 

decir, inducen la apoptosis, y la familia conformada por Bcl-2 Y Bcl-XL las cuales 

son antiapoptóticas e inhiben la apoptosis (McDonnell et al., 1996; Lin et al., 2005). 

Algunos mecanismos de acción sobre la actividad citotóxica que presenta la 

beauvericina están relacionados con estas proteínas. Se ha reportado una 

disminución en expresión la regulación de la familia Bcl-2, sin que afecte la 

expresión de las proteínas proapoptóticas como Bad y Bak (Lin et al., 2005; 

Vásquez-Bonilla et al., 2017). 

2.6.7.4 Cambios en el potencial de membrana mitocondrial 

Se ha observado que a BEA induce la formación de canales selectivos de cationes 

(Kouri et al., 2003; Kouri et al., 2005). Las características ionóforas de la BEA hacen 

que sea capaz de formar poros selectivos en la membrana celular, se ha propuesto 

un modelo que explique la formación de estos poros el cual sugiere la formación de 

un complejo tipo “Sandwich”, es decir, dos moléculas de beauvericina alineadas de 

forma vertical, capaces de entrar a la bicapa lipídica de la membrana celular y que 

permiten el acceso o escape de iones a la célula (figura 5), originando un gradiente 

electroquímico (Ivanov et al., 1973; Kouri et al., 2003; Kouri et al., 2005;). La 

formación de estos complejos afecta el potencial de membrana mitocondrial 

especialmente el aumento de Ca2+ lo que desencadena la liberación de citocromo 

C y la activación de caspasas, que lleva a la muerte celular (Lin et al., 2005; Kouri 

et al., 2005; Wang & Xu, 2012; Vásquez-Bonilla et al., 2017). 
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Figura 5. Complejo de beauvericina tipo sándwich formando un poro en la membrana celular  

2.7 Fermentación en estado sólido 

La fermentación en estado sólido es un medio de cultivo caracterizado por su bajo 

costo energético asociado a una alta productividad de compuestos bioactivos. Los 

microorganismos, como hongos y bacterias, crecen sobre materiales sólidos inertes 

que poseen niveles de humedad desde un 30 a un 80% (Ruiz-Leza et al., 2007; 

Thomas et al., 2013). Este sistema puede utilizar como sustratos gran cantidad de 

desechos agroindustriales lo que los hace ser de bajo costo comparado a otros 

medios de cultivo que utilizan otros tipos de sustratos (An et al., 2021). 

En los últimos años el cultivo en estado sólido ha sido una atractiva alternativa frente 

a la fermentación líquida o sumergida, ya que la fermentación en estado sólido 

provee al microorganismo de tres fases para su desarrollo; una fase líquida, una 

sólida y una gaseosa que genera un ambiente similar al natural donde se puede 

encontrar el microorganismo, esta similitud influye positivamente en la producción 

de compuestos bioactivos como metabolitos secundarios (Hölker et al., 2003; Pérez-

Sánchez et al., 2017; Singhania et al., 2009). 

2.7.1 Producción de compuestos bioactivos por fermentación en estado 
sólido 

La fermentación en estado sólido (SSF por sus siglas en inglés) es un proceso 

atractivo de producción de compuestos bioactivos; por ejemplo, Barrios-Gonzáles 

et al., (2005) y Singhania et al., (2009) muestran la capacidad del SSF de producir 

gran cantidad de metabolitos secundarios y enzimas producidos por diferentes 

microorganismos, como es el caso de Cuadra et al., (2008) que producen 

cefalosporina C, Campos et al., (2012) que producen penicilina, Baños et al., (2009) 
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que producen lovastatina, entre otros como: ácidos orgánicos, pigmentos, 

aminoácidos, alcaloides, surfactantes, antibióticos, antimicóticos, factores de 

crecimiento, biopesticidas y compuestos fenólicos (Bibián et al., 2020; Campos et 

al., 2008; López-Calleja et al., 2012; Sadh et al., 2018; Yazid et al., 2017; Yilmazer 

et al., 2021). 

En gran mayoría de casos la producción de metabolitos secundarios está asociada 

a la fase estacionaria del crecimiento del microorganismo y su regulación presenta 

interesantes mecanismos específicos y globales, donde factores ambientales son 

clave (Barrios-Gonzáles, 2018; Bibián et al., 2020), por ello en muchos casos solo 

son producidos cuando el microorganismo se encuentra creciendo en su hospedero 

o hábitat natural, por lo que la SSF representa un área de oportunidades para la 

producción de metabolitos secundarios. También se ha observado que los 

microorganismos que crecen en SSF, expresan genes que se ha observado solo 

expresan cuando se encuentran en su ambiente natural o en modelos de infección 

in vivo. Además, el escalamiento de la SSF es más sencillo que otros tipos de cultivo 

(Balakrishnan et al., 2021; Mayorga-Reyes et al., 2012; Yang et al., 2015). 

2.7.2 Ventajas de la fermentación en estado sólido 

La fermentación en estado sólido posee varias ventajas frente a los procesos 

convencionales como lo son los cultivos en fase líquida, fermentación sumergida 

(SmF, por sus siglas en inglés), que son a menudo utilizados para la producción de 

compuestos de interés industrial, además es una alternativa adecuada para la 

productividad elevada de compuestos bioactivos y de biomasa de mayor calidad, lo 

que representa una serie de ventajas frente a la SmF, ya que esta última presenta 

un considerable gasto de agua y energético, al momento de mantener en 

funcionamiento los biorreactores y extraer los compuestos bioactivos (Cui et al., 

2021; Farinas, 2015; Tabaraie et al., 2012). 

La SSF a diferencia de la SmF, que utiliza sustratos comerciales de valor elevado, 

la SSF utiliza residuos agroindustriales que se pueden adquirir fácilmente, además 

supera considerablemente a la fermentación sumergida o líquida en cuanto a la 
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cantidad de biocompuestos producidos (Qi et al., 2021; Gonçalves et al., 2016; 

Oliveira et al., 2016; Pérez-Sánchez et al., 2017). 

Por otra parte, la SSF debido a sus características no necesita de cantidades 

elevadas de agua y brinda al hongo un hábitat similar al natural, lo que promueve la 

producción de metabolitos y compuestos bioactivos que en el cultivo líquido se 

producen con un bajo rendimiento o no se producen. Esta diferencia marcada en la 

producción de compuestos bioactivos se ha atribuido a la presencia de las fases 

gaseosa, líquida, sólida con las que el microorganismo entra en contacto durante la 

SSF, mientras que, en cuanto a los nutrientes, la disponibilidad de estos es diferente 

entre la fermentación en estado sólido y la fermentación sumergida o líquida (Cui et 

al., 2021; Yanfang et al., 2021). La SSF se puede realizar en biorreactores pequeños 

y cerrados, lo que facilita el escalamiento a nivel industrial, aunque una buena 

producción de metabolitos en SmF,  la SSF la supera en costo y beneficio (Campos 

et al., 2021; Jain et al., 2013; Behera & Ray, 2016). 

Un ejemplo de sustrato usado en SSF es el caparazón de camarón el cual se trata 

del exoesqueleto de la especie Penaeus aztecus y al igual que el exoesqueleto de 

los artrópodos terrestres posee en su estructura principalmente cadenas de quitina, 

y otros sustituyentes como carbonato cálcico y proteínas tales como: resilina,  

esclerotina y artropodina que en conjunto son denominadas escleroproteínas y 

otorgan rigidez al exoesqueleto. Teniendo como únicas diferencias pequeñas 

variaciones en su estructura y en la cantidad de resilina, presencia de pigmentos y 

cantidad de carbonato cálcico, este último se encuentra en más cantidad en los 

crustáceos que en los insectos (Heredia et al., 2007; Michels et al., 2016; Phuong 

et al., 2021), debido a esta similitud con los insectos es utilizado en cultivos de HE. 

2.8 Estrés oxidante 

El oxígeno en el crecimiento de microorganismo aeróbicos es un nutriente esencial, 

sin embargo, también puede ser citotóxico en concentraciones mayores dando lugar 

a especies reactivas de oxígeno (ROS por sus siglas en inglés). Las ROS se 

generan en el metabolismo normal de los microorganismos, de hecho, el 90% son 

producidas en la mitocondria resultado de la respiración celular (producción 
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endógena) (Arellano-Plaza et al., 2017). El aumento de las ROS puede ocasionarse 

por diferentes tipos de estrés como temperatura y aumento de oxígeno en el 

ambiente, lo que desencadena en el microorganismo un aumento en la producción 

de metabolitos secundarios y enzimas con propiedades antioxidantes, como los 

compuestos polifenólicos y las enzimas superóxido dismutasa y catalasa. Debido a 

lo anterior el aumento de ROS mediante el aumento de temperatura o de oxígeno 

en los cultivos de diferentes microorganismos ha sido utilizado para el aumento en 

la producción de compuestos bioactivos de interés industrial y para aumentar la 

calidad y resistencia de los microorganismos (Garcia-Ortiz et al., 2015; Hu et al., 

2020). 

Por otro lado, se ha observado que en la producción de lovastatina por Aspergillus 

terreus (A. terreus) al inicio de la idiofase (fase de producción) aumenta 

significativamente la concentración de ROS en el micelio y que permanece durante 

toda la fase de producción (Miranda et al., 2013), posteriormente se reportó que las 

ROS regulan genes de biosíntesis de lovastatina en A. terreus (Miranda et al., 2014), 

también se reportó que las ROS se acumulan y son capaces de regular 

positivamente los genes responsables de la producción de penicilina por Penicillium 

chrysogenum, y de cefalosporina en Acremonium chrysogenum (Bibían et al., 2020; 

Pérez-Sánchez et al., 2017). Al parecer es un nuevo mecanismo que regula el 

metabolismo secundario en hongos (Bibián et al., 2020; Barrios-Gonzáles et al., 

2020.) 

También se encontró que la respiración alternativa en la mitocondria se enciende 

durante la idiofase y con ello modula y mantiene estables los niveles de ROS 

durante la producción de metabolitos secundarios (Pérez-Sánchez et al., 2017). 

Finalmente es importante mencionar que se ha observado que en SSF la 

concentración de ROS en la idiofase es hasta 10 veces mayor que en SmF (Barrios-

Gonzáles, 2018).  

2.9 Actividad de agua 

La actividad de agua (aw) se trata de la humedad en equilibrio de un producto, 

alimento o cultivo, está determinada por la presión parcial del vapor de agua en su 
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superficie y puede variar con la humedad ambiental o el calor,  también puede 

definirse como la cantidad de agua libre que se encuentra disponible para el 

crecimiento microbiano (Barbosa-Cánovas et al., 2007; Carboue et al., 2020). En 

las últimas décadas se ha observado que una disminución en la aw en los cultivos 

microbianos aumenta de producción de compuestos bioactivos como enzimas y 

metabolitos secundarios, debido al estrés osmótico y a la generación de ROS que 

activan ciertas vías de señalización que aumentan la síntesis de compuestos, que 

regulan la osmolaridad y enzimas que contrarrestan las ROS, por lo que diferentes 

estudios han optado por disminuir la aw en cultivos microbianos como una estrategia 

para aumentar la producción de compuestos bioactivos de alto valor agregado 

(Carboue et al., 2020; Martiniere et al., 2019; Montiel-Gonzales et al., 2004; Ruijter 

et al., 2004). 

2.10 Ensayos de viabilidad celular 

2.10.1 Ensayo de MTT 

Este bioensayo se basa en la reducción del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio (MTT). Este compuesto es una sal de tetrazolio soluble en agua y 

de color amarillo, pero al ser reducido por parte de las deshidrogenasas 

mitocondriales de las células viables forma un formazano, el cual es insoluble en 

agua y de color morado intenso. En este bioensayo el formazano formado es 

disuelto en dimetilsulfóxido (DMSO) y leído a 570 nm, la intensidad de la coloración 

es proporcional a la cantidad de células viables, por lo que esta prueba es 

ampliamente utilizada para la determinación de la viabilidad celular después de que 

estas han sido expuestas compuestos antitumorales, determinando así su 

citotoxicidad (Ghasemi et al., 2021; Stockert et al., 2018). 

3. JUSTIFICACIÓN  

La BEA presenta diversas actividades biológicas de interés farmacéutico y posee 

un costo muy elevado (aproximadamente mil pesos cada miligramo). Lo anterior se 

explica por sus bajos rendimientos bajos y tiempos prolongados de producción en 

los cultivos líquidos explorados hasta ahora. 
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Debido a lo anterior, resulta de suma importancia la implementación de técnicas 

biotecnológicas que permitan aumentar su producción en el menor tiempo posible. 

Por estas razones es importante determinar la factibilidad de la SSF y otras 

estrategias como la concentración del medio de cultivo, aplicación de pulsos 

oxidantes, disminución de actividad de agua y cultivos mixtos en la producción de 

BEA. Todas son técnicas que aumentan la producción de metabolitos de interés 

industrial y farmacéutico. 

La BEA muestra un espectro antibacteriano en diferentes especies de bacterias 

patógenas, sin embargo, hasta ahora no se ha realizado un estudio que determine 

un efecto sinérgico en combinación con otros antibióticos, como se ha observado al 

administrarse con algunos antimicóticos. Esto representa un área de oportunidad 

en la investigación de nuevas moléculas con actividad antibiótica, así como en el 

desarrollo de adyuvantes que potencialicen el efecto terapéutico de los antibióticos 

actuales, con la finalidad de combatir la resistencia bacteriana, así como prevenir y 

disminuir los efectos adversos de los antibióticos. 

Por lo tanto, la relevancia de este estudio radica en la producción de BEA en un 

cultivo en estado sólido basado en medios líquidos embebidos en soportes sólidos, 

y en el efecto que la BEA pueda tener al ser utilizada en conjunto con otros 

antibióticos en contra de diferentes bacterias patógenas.  

4. HIPOTESIS  

1. La producción de beauvericina aumentará si el medio líquido se embebe en 

un soporte inerte (PUF o bagazo de caña), y se aplican diferentes técnicas 

biotecnológicas como la aplicación de pulsos oxidantes, la disminución de la 

actividad de agua y la realización de cultivos mixtos. 

 

2. La BEA potencializa el efecto antibacteriano de diferentes antibióticos 

mostrando un efecto sinérgico contra diferentes especies bacterianas y 

posee un efecto sinérgico en combinación con antitumorales en diferentes 

líneas celulares de cáncer.  
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5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo general  

Mejorar la producción de beauvericina en un medio de cultivo en estado sólido, así 

como determinar su efecto antibacteriano en combinación con diferentes 

antibióticos y su efecto antitumoral en combinación con fármacos antitumorales.  

 

5.2 Objetivos particulares 

1. Comparar la producción de beauvericina en diferentes cepas de Beauveria 

bassiana, Fusarium y Cordyceps en medios de cultivo líquidos y en estado 

sólido. 

2. Seleccionar un soporte y sistema de cultivo para la producción de BEA 

3. Corroborar la producción de BEA a partir de los extractos del cultivo en 

estado sólido  

4. Determinar el efecto de las variaciones de condiciones impuestas en el 

cultivo sobre la producción de BEA 

5. Determinar el efecto que posee la BEA al ser combinada con antitumorales 

en contra de diferentes líneas celulares de cáncer 

6. Determinar el efecto que posee la BEA al ser combinada con diferentes 

antibióticos en contra de diferentes bacterias patógenas 
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6. DIAGRAMA DE ESTRATEGIA EXPERIMENTAL  
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7.MATERIALES Y METODOS 

7.1 Microorganismo  

Los cultivos monoespóricos de dos cepas de B. bassiana (882.5 y Tac 1.1 

originarias del cepario de la Universidad Autónoma Metropolitana, unidad Iztapalapa 

y de la zona agrícola de Tláhuac respectivamente), una cepa de Cordyceps 

javanica, una cepa de Cordyceps fumosorosea (CHE-CNRCB 303 y ARSEF 3302 

respectivamente) originarías del Centro Nacional de Referencia de Control Biológico 

y de la colección del servicio de Investigación Agrícola de los Estados Unidos 

(Agricultural Research Service Collection of Entomopathogenic Fungi: ARSEF), una 

previamente aislada de una tortilla e identificada morfológicamente como del género 

Epicoccum, por lo que fue llamada cepa TORT y dos del género Fusarium una de 

ellas la cepa Schltl de F. oxysporum  y otra la cepa AB2 identificada solo 

morfológicamente como perteneciente al género Fusarium, ambas originarias del 

cepario de la Universidad Autónoma Metropolitana, unidad Iztapalapa, fueron 

activadas en agar dextrosa-papa (Difco®), recolectadas utilizando una barra de 

agitación magnetica y 50 mL de tween 80 al 0.05%, posteriormente en una solución 

al 15% de glicerol, y finalmente conservadas a -70°C con el fin de garantizar su 

viabilidad.  

La producción de conidios se utilizaron 50 gramos de arroz precocido y esterilizado 

en autoclave en un matraz Erlenmeyer, inoculando 2x106 conidios por cada gramo 

de arroz, después se incubó durante 9 días a 25°C moviendo cada tercer día para 

evitar aglomeración de los granos de arroz, finalizado este tiempo los conidios se 

cosecharon agregando 100 mL de tween 80 al 0.05% al matraz, agitando con un 

vórtex, los conidios se recolectaron en tubos Falcon estériles para su posterior uso.   

7.2 Identificación molecular 

7.2.1 Extracción de ADN  

Se puso a crecer un cultivo monoespórico del hongo a identificar en cajas Petri, con 

agar dextrosa papa a 25°C durante 15 días, al terminar el tiempo de crecimiento el 

micelio de las cajas fue tomado para la extracción de ADN, la cual se llevó a cabo 

en un área aséptica utilizando materiales previamente esterilizados con el fin de 
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eliminar DNAsas. El micelio se colocó en un mortero de porcelana con ayuda de 

una espátula de metal y a éste se agregó nitrógeno líquido para congelar el micelio 

y poder lisar las células con ayuda de un pistilo, inmediatamente después de 

consumirse el nitrógeno fueron transferidos aproximadamente 100 mg del 

pulverizado a un microtubo de 1.5 mL, este se cerró después de que todas las trazas 

de nitrógeno se consumieran y se puso en un recipiente de unicel con nitrógeno 

líquido. Posteriormente, se utilizó el kit comercial DNeasy Plant mini Kit (QIAGEN®) 

siguiendo las instrucciones de manufactura, finalmente el ADN se conservó en 

refrigeración entre 4 y 8°C.  

La cuantificación del ADN y su análisis de calidad fueron llevados a cabo en un 

Nanodrop (Thermo scientific®), mientras que la integridad del ADN fue analizada 

con una electroforesis de gel de agarosa al 1% teñido con 1 µL de RledGel® y corrida 

a 85 volts durante 25 minutos en una cámara de electroforesis (BIO-RAD®). 

7.2.2 Amplificación de las regiones ribosomales ITS, gen de actina y gen del 
factor de elongación α 

Para la identificación molecular de aquellas cepas a utilizar y que no estuvieran 

identificadas molecularmente se amplificaron las regiones ITS1 e ITS2, así como el 

gen ribosomal 5.8 utilizando los oligonucleótidos universales TS4 (5’ - TCC TCC 

GCT TAT TGA TAT GC - 3’) y ITS5 (5’ -GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G- 3’) 

(Stielow et al., 2015), el gen de actina utilizando los oligonucleótidos ACTF (5’ - GAA 

TGG AAT TAA TAA TTA GAA GAA TCC - 3’) y ACTR (5’ -  TGT TTC AGA TCC 

CTT TAG TTC CAG - 3’) (Carbone & Kohn, 1999) y el factor de elongación alfa 

utilizando los oligonucleótidos EF1-728F (5’ -  CAT CGA GAA GTT CGA GAA GG - 

3’) y EF1-986R (5’ -  TAC TTG AAG GAA CCC TTA CC - 3’) (Rehner & Buckey, 

2005). Esto se hizo mediante la técnica de PCR realizando cuatro reacciones con 

un volumen de reacción de 50 μL, cada una contenía 20 ng del ADN molde, 20 μmol 

de cada oligonucleótido, 2 mM de una mezcla de dNTP’s, 5 μL de buffer de Taq a 

una concentración de 10X con 20 mM de MgCl2 incluido (Thermo scientific®), una 

unidad de Taq polimerasa (Thermo scientific®) y con lo que basta para 50 μL de 

agua libre de nucleasas.  
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Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador MAXIGENE II 

(AXIGEN®) utilizando las siguientes condiciones: una desnaturalización inicial de 10 

minutos a 94°C seguida de 31 ciclos de 30 segundos de desnaturalización a 94°C, 

30 segundos de alineamiento a 57°C para regiones ITS, 56.7°C para actina y 57.4°C 

para factor de elongación alfa, y 45 segundos de elongación a 72°C, finalmente un 

ciclo de elongación final de 7 minutos a 72°C. Los productos de amplificación fueron 

corridos y visualizados en un gel de agarosa al 1.5% teñido con 1 µL de RedGel® y 

corrido a 85 volts durante 30 min en una cámara de electroforesis (BIO-RAD®), 

fueron visualizados utilizando un transiluminador de luz UV (ULTRA VIOLET 

PRODUCTS®).  

7.2.3 Amplificación del gen de la beauvericina sintetasa  

Como uno de los métodos de selección de cepas productoras de BEA se consideró 

la amplificación del gen de la beauvericina sintetasa, para ello fueron diseñados 

oligonucleótidos a partir de las secuencias conservadas de alineamientos de 

secuencias de ADN y ARNm del gen de la beauvericina sintetasa de diferentes 

especies de hongos productores de BEA. Se incluyeron otros genes estrechamente 

relacionados de diferentes especies de hongos productores de beauvericina, esto 

para encontrar las secuencias conservadas en todas las secuencias. 

 Las secuencias utilizadas fueron: ADN del gen de la beauvericina sintetasa de la 

especie Beauveria bassiana aislado Bb0062 (código de acceso GenBank: 

JQ617289.1), ARNm del gen beauvericina sintetasa de la especie Fusarium 

venenatum (código de acceso GenBank: JX975482.1), ADN del gen de una 

ciclopéptido sintetasa de la especie Fusarium oxysporum (código de acceso del 

GenBank: GU294760.1), ADN del gen de la beauvericina sintetasa de la especie 

Beauveria bassiana clon BbBVRC (código de acceso GenBank: HQ141932.1), 

ARNm del gen de la beauvericina sintetasa de la especie Beauveria bassiana 

aislado ARSEF 2860, ARNm de una péptido sintetasa no ribosomal de la especie 

Fusarium fujikuroi (código de acceso del GenBank: XM_0253568817.1), (código de 

acceso del GenBank: XM_00864824.1), ADN del gen de una ciclopéptido sintetasa 

de la especie Fusarium oxysporum (código de acceso del GenBank: GU294760.1) 
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y ARNm del gen de la beauvericina sintetasa de la especie Cordyceps fumosorosea 

(código de acceso del GenBank: XM_018843786.1). 

Las secuencias se obtuvieron del portal del GenBank en formato FASTA, se 

cargaron al programa MEGA 11 y se realizaron dos alineamientos múltiples 

seleccionando la opción Multiple sequence Aligmment. Para el primer alineamiento 

se consideraron todas las secuencias, y en el segundo solamente secuencias de 

los géneros Cordyceps y Fusarium, finalmente se localizaron las regiones 

conservadas en todas las secuencias cargadas y se diseñaron los oligonucleótidos, 

considerando la temperatura de alineamiento de los oligonucleótidos y su tamaño, 

así como el tamaño del fragmento a amplificar. 

Para la amplificación parcial del gen de la beauvericina sintetasa en las diferentes 

especies de hongos fueron diseñados dos pares de oligonucleótidos. El primer par 

fue Beau_synFW (Foward) 5’-ATT-GGA-TGA-TGG-CTA-CAC-CG-3’ y Beau_syn2 

(Reverse) 5’- CTT-TCC-GGT-GGC-AGT-GCG-3’ (IDT®), diseñados para amplificar 

un fragmento del gen de la beauvericina sintetasa de 777 pb en cepas de los 

géneros Beauveria, Cordyceps y Fusarium. El segundo par fue FoBEAif (Foward) 

5’-AAR-GGY-ATC-ATG-ATY-GAR-CAY-C-3’ y ReBEAif (Reverse) 5’-CKR-ATY-

TTG-ACC-TGC-GAR-TC-3’ (IDT®), diseñados para amplificar un fragmento del gen 

de la beauvericina sintetasa de 736 pb en cepas de los géneros Cordyceps y 

Fusarium. 

La amplificación del gen de la beauvericina sintetasa se realizó mediante la técnica 

de PCR, en una reacción de 50 μL que contenía 20 ng del ADN molde, 20 μmol de 

cada oligonucleótido, 2 mM de una mezcla de dNTP’s, 5 μL de buffer de Taq a una 

concentración de 10X con 20 mM de MgCl2 incluido (Thermo scientific®), una unidad 

de Taq polimerasa (Thermo scientific®) y con lo que basta para 50 μL de agua libre 

de nucleasas. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador 

MAXIGENE II (AXIGEN®) con las siguientes condiciones: una desnaturalización 

inicial de 10 minutos a 94°C seguida de 31 ciclos de 30 segundos de 

desnaturalización a 94°C, 30 segundos de alineamiento a 60°C para el primer par 

de oligonucleótidos (Beau_synFW y Beau_syn2), y 54°C para el segundo par de 
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oligonucleótidos (FoBEAif y ReBEAif), 45 segundos de elongación a 72°C 

finalmente un ciclo de elongación final de 7 minutos a 72°C. Los productos de 

amplificación fueron visualizados en un gel de agarosa al 1% teñido con RedGel® y 

corrido a 100 volts durante 20 min en una cámara de electroforesis (BIO-RAD®), 

fueron visualizados utilizando un transiluminador de luz UV (ULTRA VIOLET 

PRODUCTS). 

7.2.4 Purificación de los productos de PCR  

Para la purificación del producto de PCR, cuatro reacciones de PCR de 50 μL cada 

una fueron homogeneizadas y corridas en una electroforesis de gel de agarosa al 

1.5% en un pozo de 2 cm de largo por 0.5 cm de ancho, se corrió a 60 volts durante 

5 minutos y posteriormente a 80 volts durante 45 minutos. Al terminar la 

electroforesis la banda del gel de agarosa fue recortada con una navaja, recortada 

y purificada con el kit comercial kit QIAquick PCR Purification gel Kit®, siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

7.2.5 Secuenciación  

Los fragmentos amplificados y purificados fueron enviados a secuenciar a la Unidad 

de Biología Molecular del Instituto de Fisiología Celular y en el Instituto de Biología 

de la UNAM, por el método de dideoxiterminación. Cada secuencia se comparó con 

la base de datos GenBank. Las secuencias se analizaron considerando los valores 

la descripción, cobertura e identidad de las secuencias del GenBank más 

homologas a las obtenidas. Finalmente, las secuencias correspondientes a la 

identificación molecular fueron subidas a la base del GenBank, siguiendo las 

instrucciones del sitio web https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/submit/. 

7.3 Filogenia  

Con la finalidad de conocer la relación filogenética de las secuencias amplificadas 

de las cepas utilizadas, con las secuencias del gen de la beauvericina sintetasa, 

enniatina sintetasa, bassianoloide sintetasa y otras depsipéptido sintetasas de 

diferentes especies de hongos, se descargaron secuencias en formato FASTA de 

la base de datos del GenBank, pertenecientes a secuencias de péptido sintetasas 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/submit/
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de diferentes especies de hongos. Estas se agruparon en un solo archivo FASTA 

junto con las secuencias previamente amplificadas y secuenciadas de las cepas 

utilizadas, posteriormente todas las secuencias se editaron eliminando los extremos 

no alineados de todas ellas, utilizando el programa MEGA 11. Finalmente, se realizó 

un árbol filogenético utilizando el método estadístico de reconstrucción filogenética 

de máxima verosimilitud, un modelo de sustitución de nucleótidos de Jukes-Cantor 

y evaluando la robustez de los nodos con 1000 repeticiones de bootstrap. 

7.4 Condiciones del cultivo sólido  

Los cultivos utilizados para la selección de cepas fueron dos, el primero (medio 1): 

3 g·L-1 de MgSO4 - 7H2O, 1 g·L-1de NaCl, 15 g·L-1 de KH2PO4 - 7H2O, 0.1 g·L-1  

FeSO4 - 7H2O, 0.028 g·L-1 de ZnSO4 - 7H2O, 0.032 g·L-1 de MnSO4 - H2O, 6 g·L-1 

de (NH4)2SO4, 10 g·L-1 de sacarosa,  60 g·L-1 de caparazón de camarón y un pH 

final de 6.6 (Barranco-Florido et al., 2002); el segundo (medio 2) fue un medio de 

cultivo líquido donde se ha observado una producción elevada de BEA cuya 

composición es: 49 g·L-1  de glucosa, 13 g·L-1 de peptona, 0.6 g·L-1 de NaCl, 0.6 

g·L-1 de KHPO4, 0.2 g·L-1 de MgSO4, 0.2 g·L-1 de FeSO4, un pH final de 6.6 y un 

contenido de humedad inicial de 85% (Xu et al., 2010), con un inoculo de 2x106 

conidios por mL de medio, en ambos casos provenientes de un cultivo 

monoespórico. Se realizaron cultivos con 20 mL de medio cada uno, los cultivos en 

medio líquido se sometieron a una agitación de 150 rpm, para los cultivos en medio 

sólido se utilizó 1 gramo de PUF (densidad seca de 17 kg/m3) cortado en cubos de 

0.7 cm, o 6 gramos de bagazo de caña como soportes sólidos y se dejaron crecer 

durante 9 días a 25°C. Todos los cultivos fueron realizados por triplicado.  

7.4.1Cultivos mixtos 

Para los cultivos mixtos se hizo un cultivo en estado sólido siguiendo la metodología 

anterior, pero el inoculo del cultivo comprendía de dos hongos viables diferentes, un 

hongo viable y restos celulares de otro hongo. Los inóculos cultivos mixtos fueron 

95% del hongo A + 5% del hongo B, 85% del hongo A + 15% del hongo B, 50% del 

hongo A + 50% del hongo B, 25% del hongo A + 75% del hongo B, 100% del hongo 
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A + 5 g·L-1 de restos celulares del hongo B, y finalmente 100% del hongo B + 5 g·L-

1 de restos celulares del hongo A. Todos los cultivos fueron realizados por triplicado.  

7.4.2 Tratamiento del caparazón  

Se utilizó caparazón de Litopenaeus vannamei obtenido de diferentes basureros de 

marisquerías. La preparación del caparazón consistió primero en retirar antenas, 

extremidades y cabeza del crustáceo, así como restos de tejido del cuerpo. Se trató 

con una solución de 0.1M de NaOH durante 30 minutos con agitación, después se 

lavó dos veces con agua destilada, y enseguida con una solución 0.2M de HCl 

durante otros 30 minutos, y nuevamente se lavó con agua destilada. El caparazón 

se dejó secar a temperatura ambiente y finalmente se molió, utilizando una licuadora 

y se tamizo con una malla número 32. 

7.4.3 Obtención de restos celulares  

Los restos celulares utilizados para el cultivo mixto se obtuvieron a partir del 

crecimiento durante 10 días de los diferentes hongos en 10 cajas Petri, con agar 

dextrosa-papa, terminando el tiempo de crecimiento el micelio se retiró del agar 

cuidadosamente con ayuda de una espátula de metal, previamente esterilizada, y 

colocado en un vidrio de reloj para posteriormente secarlo en una estufa a 60°C 

durante 6 horas, pasado este tiempo se pulverizó con ayuda de un mortero y un 

pistilo. Finalmente, los restos celulares antes de ser utilizados fueron esterilizados.  

7.4.4 Pulsos oxidantes  

Para determinar el cambio en el perfil de producción de BEA que ocasiona el cambio 

en la concentración de oxígeno a un 26% en la atmosfera del cultivo, se cambió el 

tapón de algodón de los cultivos en estado sólido por un tapón de hule, 

posteriormente por medio de dos agujas se realizó el cambio de atmosfera del 

cultivo, en una primera aguja se llevó a cabo el ingreso de oxígeno durante 5 min. 

con un flujo de 13.8 cm3.s-1 durante 5 min. , mientras que por la segunda aguja 

funciono como la salida durante el remplazo de la atmosfera (Garcia-Ortiz et al., 

2015). El cambio de atmósfera se realizó en los días 3, 4 y 5 de cultivo, 
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adicionalmente en otros cultivos se realizó el cambio de atmosfera diariamente 

durante los días 3, 4 y 5.  

7.4.5 Actividad de agua 

Para determinar el cambio en el perfil de producción de BEA que ocasiona la 

disminución de la aw en los cultivos, se agregó 1, 3, 5, 10, 15, 20 y 30% de etilenglicol 

(EG) al medio líquido antes de incorporar al soporte sólido (Montiel-González et al., 

2004), posteriormente la aw fue medida utilizando un medidor de aw (AQUALAB® 

4TEV) usando como blanco agua destilada. Posteriormente la determinación de la 

producción de BEA, biomasa y los cultivos fueron realizados de manera habitual. 

7.5 Purificación de la beauvericina  

7.5.1 Extracción de los metabolitos secundarios  

En un primer paso al termino de cultivo, la biomasa de los cultivos se lavó, en el 

caso de los cultivos en estado sólido fue lavado utilizando 150 mL de agua destilada; 

en el caso de los cultivos líquidos se filtró la biomasa en ambos casos usando un 

embudo Buchner, un matraz Kitasato y papel filtro Whatman® #1, el agua destilada 

con la que se realizó el lavado de los medios en estado sólido, así como el filtrado 

de los medios líquidos, fue conservada en congelación (0 - -8°C) para la posterior 

medición de azúcares reductores. El soporte sólido con la biomasa de los cultivos 

en estado sólido, así como la biomasa filtrada de los cultivos líquidos se secaron en 

una estufa a 60°C durante seis horas, para posteriormente medir la cantidad de 

biomasa producida pesando directamente la biomasa filtrada de los cultivos 

líquidos, o por diferencia de peso del soporte sólido en el caso de los cultivos en 

estado sólido. 

Para la obtención de los metabolitos secundarios toda la biomasa obtenida de los 

cultivos líquidos, o una cuarta parte del soporte sólido con la biomasa de los cultivos 

en estado sólido, fue colocada en tubos de ensayo de 50 mL con 20 mL de metanol 

al 84% en agua (v/v) (Juan et al., 2020; Urbaniak et at., 2019), sometidos a tres 

baños ultrasónicos (500 W) (BRANSONIC® CPX2800H Danbury, USA) de 30 min 

cada uno con 1 min de agitación entre cada uno de ellos (Jiang et al., 2013; Juan et 
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al., 2020), finalmente el metanol se filtró y se eliminaron todos los restos del soporte 

sólido y micelio. 

7.5.2 Prepurificación de los metabolitos secundarios  

Se realizó una prepurificación utilizando un cartucho C18 (Sep-Pak C18 1g 

Cartridge®), para ello el cartucho fue activado haciéndole pasar 3 mL de metanol 

grado HPLC al 100% y posteriormente 3mL de buffer PBS (phosphate buffered 

saline) 0.01M (1X, pH = 7.4). Una vez activado se le hicieron pasar los 20 mL de 

metanol con los metabolitos secundarios extraídos, previamente mezclados con 40 

mL de buffer PBS 0.01M (1X, pH = 7.4) (razón 2:1), después se realizó un lavado 

con 10 mL de agua desionizada, finalmente los metabolitos fueron elucidados con 

6 mL de metanol grado HPLC al 100%, antes de inyectar al cromatógrafo se filtró 

con un filtro Acrodisk® de 0.22 μm (modificado de Logrieco et al., 2002; Rachmawati 

et al., 2018). 

7.5.3 Análisis cromatográfico 

 Los extractos prepurificados de los diferentes cultivos fueron analizados por HPLC 

en un cromatógrafo 1260 infinity Agilent Technologies® de bomba cuaternaria y un 

detector UV-VIS 1200 infinity Agilent Technologies®. Se inyectó un volumen de 50 

µL, utilizando una columna en fase reversa C18 (Agilent® C18 150 by 4.6 mm, 1.8 

µm, 40°C) y una fase móvil isocrática de MeOH/H2O (80:20), con un flujo de1.5 

mL·min-1 (modificado de Jiang et al., 2013; Meca et al., 2010; Xu et al., 2007; Yin et 

al., 2022). Antes de realizar las corridas cromatográficas se purgaron las mangueras 

de los contenedores de los constituyentes de la fase móvil y se realizó una curva de 

calibración, utilizando concentraciones de 2.5, 5, 10, 15, 20, 30 y 60 µg·mL-1 del 

estándar de BEA (Sigma®). 

7.5.4 Análisis por espectroscopia de masas ESI-TOF 

Una muestra de cada tipo de cultivo analizado por HPLC fue separada en fracciones 

de 1.5 mL cada una, es decir una fracción por cada minuto de la corrida 

cromatográfica, posteriormente estas fracciones se analizaron de manera individual 
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por HPLC siguiendo las mismas condiciones cromatográficas. Aquella fracción que 

presentó el pico al que se le atribuía la presencia de BEA fue analizada por 

espectroscopia de masas. 

El análisis de masas se llevó a cabo utilizando un espectrómetro de masas de alta 

resolución MicrOTOF II (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany), equipado con 

una fuente de ionización en electrospray (ESI Elctrospray Ionisation Source) y un 

analizador de tiempo de vuelo (TOF: Time Of Flight). Las muestras fueron disueltas 

en metanol al 80% y ácido fórmico al 0.01%, y analizadas por infusión directa 

usando el modo de ionización positiva directa. El instrumento fue operado por el 

software Compass OtofControl 3.2 y el espectro fue procesado con el software 

Compass DataAnalysis 4.1.362.7, y se utilizó nitrógeno para secar el gas nebulizado 

(modificado de Jiang et al., 2013; Urbaniak et al., 2019; Wu et al., 2021; Yin et al., 

2022).  

7.5.5 Análisis por espectroscopia de masas MALDI-TOF 

Las muestras se analizaron por Matrix-Assisted Laser Desorption (MALDI) con un 

equipo Autoflex Speed® (Bruker Daltonik GmbH Bremen, Germany), las condiciones 

de análisis fueron: flujo del gas de solvatación de 4 L.min-1, temperatura de fuente 

de 180°C, capilaridad de voltaje de 4.5 kV, mezcla de péptidos (Pepmix II®, Bruker 

Daltonics, Germany) como calibrante externo, escaneo iónico de 50-3000 m/z y una 

matriz de ácido α-cyano-4-hydroxycinnamic (CHCA) [10 mg.mL-1 en 50% 

acetonitrilo, 0.1% ácido trifluoroacetico],  la cual se mezcló en volúmenes iguales (3 

µL)  con la muestra, posteriormente se colocaron 2 µL de ésta mezcla en la placa 

de muestreo del equipo. El software para la adquisición de espectros y su 

procesamiento fueron el Compass 3.4 FlexControl y el FlexAnalysis 

respectivamente, la adquisición se realizó utilizando el método de reflexión positiva. 

La desorción de la muestra se realizó con un láser en estado sólido SmartBeam II® 

(laser power 33%, 200 scans, 2kHz) (modificado de Palyzova et al., 2019; Tuiche et 

al., 2014). 
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7.6 Ensayos in-vitro 

7.6.1 Líneas celulares  

Se utilizaron dos líneas celulares de cáncer de cáncer de pulmón de células no 

pequeñas: la H-1975 ATCC y la H-1299 ATCC. Ambas provenientes del Instituto de 

Cancerología de la Ciudad de México. Se cultivaron en cajas de cultivo celular con 

5 mL de medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640), enriquecido 

con 10% de suero fetal bovino, 20 mM de L-glutamina y 100 U.mL-1 de 

penicilina/estreptomicina a 37 °C y a una atmósfera de 5% CO2, hasta que las 

células alcanzarán una confluencia superior al 90% (de 2 a 4 días), posteriormente 

las células fueron despegadas con 1 mL de 0.25% tripsina / 0.5mM EDTA y 

centrifugadas en tubos Falcon de 15 mL durante 5 minutos a 1000 rpm, el botón de 

células resultante se lavó con 5 mL de buffer PBS 1X, finalmente las células fueron 

resuspendidas en medio RPMI-1640 y según el caso fueron cultivadas en nuevas 

cajas de cultivo celular para proliferación, o en placas de 96 pozos para llevar a 

cabo bioensayos o en microtubos de 1.5mL con 10% de suero fetal bovino y 10% 

de DMSO para su conservación en congelación a -70°C.  

7.6.2 Citotoxicidad de la BEA 

Para determinar la citotoxicidad de la BEA se llevó a cabo la prueba de MTT en 

placas de 96 pozos, primero para determinar la concentración inhibitoria 50 (CI50) 

de la BEA y cisplatino a las líneas celulares H-1975 y H-1299, para ello se utilizaron 

concentraciones de 5, 2.5, 2, 1.5, 1, 0.5 y 0.25 µM para BEA, y 11, 6, 3, 1.5 y 0.75 

µM para cisplatino. Para esto se cultivaron 30,000 células en cada pozo de la placa 

con 100 µL de medio de cultivo, la placa se incubó durante 24 horas a 37°C con una 

atmósfera de 5% CO2, transcurrido este tiempo se desechó el medio de cultivo de 

la placa y se agregaron 100 µL de medio nuevo con 5 µL de medio conteniendo 10 

mg.mL-1 de MTT a cada pozo. Posteriormente la placa se incubó de nuevo durante 

4 horas, al finalizar este tiempo se desechó otra vez el medio de cultivo y se 

agregaron 100 µL de DMSO a cada pozo, se agitó la placa durante 5 minutos y se 

leyó en un lector de placas MULTISKAN G0 (Thermo SCIENTIFIC®) a 570 nm. Una 
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vez determinada la CI50, tanto de BEA como de cisplatino, se llevó nuevamente a 

cabo la prueba de MTT combinando concentraciones por debajo de la CI50 de BEA, 

con concentraciones por debajo de la CI50 de cisplatino, con la finalidad de 

determinar si existe un efecto sinérgico al combinar ambas sustancias. Se utilizó 

como control negativo solo medio de cultivo sin tratamiento y como control positivo 

100 µL de cisplatino. Todos los ensayos fueron llevados a cabo en repeticiones de 

seis. 

7.6.3 Cepas bacterianas  

Se utilizaron dos cepas de S. aureus,  ATCC 43300 resistente a meticilina y oxacilina 

y la ATCC 25923 sin resistencia a antibióticos. También se utilizó la cepa de S. 

tiphymurium, ATCC 14028, todas las cepas fueran otorgadas por la doctora Aida 

Hamdan Partida de la División de Ciencias Biológicas y de la Salud de la 

Universidad Autónoma Metropolitana unidad Xochimilco. Las cepas fueron 

cultivadas en caldo de soya tripticaseina (TSB) (BD Bioxon®) a 37°C con agitación 

de 150 rpm durante 24 horas, posteriormente para la conservación de las cepas, 

100 µL de este cultivo se añadieron a 900 µL de medio de medio TSB con 10% de 

glicerol y fueron conservadas en congelación a -70°C.  

Un cultivo de 24 horas de cada cepa bacteriana se tomó para realizar diluciones 

seriadas 1:1, 1:10, 1:1000, 1:10,000 y 1:100,000; después 100 µL de estas 

diluciones se cultivaron en cajas Petri con agar Mueller Hinton con la finalidad de 

conseguir unidades formadoras de colonia (UFC) aisladas. A continuación, una de 

estas UFC se tomó con un asa bacteriológica y se cultivó en 3 mL de caldo Mueller 

Hinton (BD Bioxon®) a 37°C, con agitación de 150 rpm durante 24 horas, finalmente 

la suspensión bacteriana se ajustó a 1 en la escala de McFarland utilizando agua 

estéril, esta nueva suspensión equivale a 3x108 UFC por cada mL, y se utilizó para 

los ensayos in-vitro. Este procedimiento se hizo cada vez que se realizaron ensayos 

para garantizar que las cepas bacterianas no poseían contaminación, y que se 

encontraran en fase exponencial antes de cada prueba.  

7.6.4 Determinación de la concentración mínima inhibitoria  
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Para la determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) se utilizó la 

técnica microdilución en caldo. Para las cepas ATCC 43300 y ATCC 25923 de S. 

aureus se determinó la CMI de BEA, lincomicina y oxacilina;  mientras que para la 

cepa ATCC 14028 de S. typhimurium se determinó la CMI de BEA y ciprofloxacino. 

Estos antibióticos se eligieron por ser los más prescritos para tratar infecciones 

causadas por estos microorganismos.  

La técnica de microdilución se realizó colocando 100 µL de caldo Mueller Hinton en 

cada pozo de una placa de 96 pozos, añadiendo concentraciones seriadas de 20 a 

0.078 µM de BEA para las cepas de S. aureus, y de 60 a 10 µM para S. typhimurium, 

así como concentraciones seriadas de 1.28 mM a 0.019 µM de lincomicina, 

concentraciones seriadas de 0.25 a 0.0039 µM para oxacilina y concentraciones 

seriadas de 20 µM a 0.15 nM para ciprofloxacino. A continuación, ,se inoculó cada 

pozo con 5 µL de la suspensión bacteriana ajustada a 1 en la escala de McFarland, 

equivalente a 1.5x106 UFC, finalmente la placa fue incubada a 37°C durante 24 

horas y leída en un lector de placas Synergy HT (BioTek®) a 600nm, para determinar 

los pozos en los que hubo crecimiento bacteriano (Esteban et al., 2021; Morales-

Ubaldo et al., 2020). Se utilizó como control negativo 50 mM de lincomicina, como 

control positivo solo medio de cultivo con el inóculo bacteriano, un control con 

solamente medio de cultivo para descartar contaminación en la placa y un control 

con medio de cultivo, inóculo y vehículo para descartar cualquier efecto que pudiera 

tener el vehículo en el crecimiento bacteriano. Todas las determinaciones de la CMI 

fueron llevadas a cabo por triplicado y con repeticiones de tres dentro de cada placa 

para cada una de las concentraciones de antibióticos utilizadas. 

7.6.5 Determinación de sinergismo 

Para la determinación de sinergismo entre la BEA y los antibióticos se usó la técnica 

de tablero (checkerboard test), colocando en las columnas de la caja de 96 pozos 

concentraciones de 2xCMI, CMI, CMI/2, CMI/4, CMI/8, CMI/16, CMI/32, CMI/64, 

CMI/128, CMI/256 y CMI/512 de BEA; por otro lado, en las filas de la caja de 96 

pozos se colocaron concentraciones de 2xCMI, CMI, CMI/2, CMI/4, CMI/8, CMI/16 

y CMI/32 del antibiótico (figura 6) posteriormente todos los pozos se inocularon con 
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5 µL de suspensión bacteriana ajustada a 1 en la escala de McFarland, equivalente 

a 1.5x106 UFC, finalmente la placa fue incubada a 37°C durante 24 horas y leída en 

un lector de placas Synergy HT (BioTek®) a 600nm, para determinar los pozos en 

los que hubo crecimiento bacteriano (Canut-Blasco et al., 2020; Hossain et al., 

2020).  

 

Figura 6. Representación de la técnica de tablero, mostrando las diferentes combinaciones de BEA 
y antibiótico. 

 

Para conocer si hubo un efecto sinérgico en las combinaciones de BEA con los 

antibióticos, primero se determinó la concentración inhibitoria fraccional (CIF) para 

BEA y para el antibiótico utilizando la siguiente expresión matemática:      

 

𝐶𝐼𝐹 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑏𝑖𝑜𝑡𝑖𝑐𝑜 =
𝐶𝑀𝐼 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑏𝑖𝑜𝑡𝑖𝑐𝑜 𝑒𝑛 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑐𝑜𝑛 𝐵𝐸𝐴

𝐶𝑀𝐼 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑏𝑖𝑜𝑡𝑖𝑐𝑜
 

 

𝐶𝐼𝐹 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝐵𝐸𝐴 =
𝐶𝑀𝐼 𝑑𝑒 𝐵𝐸𝐴 𝑒𝑛 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑐𝑜𝑛 𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑏𝑖𝑜𝑡𝑖𝑐𝑜

𝐶𝑀𝐼 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝐵𝐸𝐴
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Una vez conociendo la CIF, tanto para el antibiótico como para la BEA, se determinó 

el índice de la concentración inhibitoria fraccional de la combinación (ICIF) utilizando 

la siguiente expresión matemática:      

𝐼𝐶𝐼𝐹 = 𝐶𝐼𝐹 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑏𝑖𝑜𝑡𝑖𝑐𝑜 + 𝐶𝐼𝐹 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝐵𝐸𝐴 

 

El valor de ICIF se utilizó para conocer el tipo de efecto que hay entre las 

interacciones de BEA con los antibióticos, siendo la interpretación de resultados la 

siguiente:  

ICIF ≤ 0,5: la combinación es sinérgica 

ICIF = 1: la combinación es aditiva 

ICIF > 0,5 - ≤ 4: la combinación es indiferente o hay ausencia de interacción 

ICIF > 4: la combinación es antagónica 

Los resultados fueron analizados estadísticamente utilizando GraphPad PRISM 

(version 8.01).para Windows. Los datos de absorbancia obtenidos en cada pozo se 

compararon con los controles. En cada valor de absorbancia, el valor obtenido en 

el control negativo (que sólo contenía el medio) fue restado, y el porcentaje de 

viabilidad se calculó con respecto al crecimiento en ausencia de antimicrobianos. 

Se realizó un ANOVA de una vía con respecto al control positivo (Esteban et al., 

2021). 

8. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

8.1 Extracción de ADN  

El ADN extraído de las diferentes cepas obtuvo una buena integridad (figura 7), con 

concentraciones de 11 hasta los 39.1 ng.µL-1, con valores por arriba de 1.6 y por 

debajo de 2 para la relación 260/280 nm, y valores de entre 1.79 y 3.1 para la 

relación 260/230 (tabla 1), lo que indica que el ADN obtenido de todas las cepas 

posee una pureza de aceptable a óptima, ya que estos valores son indicativos de 

bajas concentraciones de proteínas y carbohidratos respectivamente (Solomon et 

al., 2016). Basándose en la concentración de ADN obtenida, su integridad y su 

pureza se puede decir que el kit de extracción DNease Plant mini kit (Qiagen®) y la 
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lisis celular físico de congelación utilizando nitrógeno líquido, mortero y pistilo, fue 

un método adecuado para la obtención de ADN a partir de hongos filamentosos.  

 

Figura 7. Gel de agarosa al 1%, mostrando la integridad del ADN de las cepas. 1: B. bassiana 882.5. 

2: B. bassiana tac1.1. 3: C. javanica CHE-CNRCB 303. 4: C. fumosorosea ARSEF 3302. 5: F. 

oxysporum Schltl. 6: Fusarium sp. AB2. 7: Epicoccum sp. TORT. 
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Tabla 1. Pureza y concentración del ADN obtenido 

Cepa 
Relación 

260/280 

Relación 

260/230 

Concentración de 

ADN (ng.µL-1) 

    

Beauveria bassiana cepa 

882.5 

1.95 2.1 39.1 

Beauveria bassiana cepa 

tac1.1 

1.87 2.22 11 

Cordyceps javanica CHE-

CNRCB 303 

1.79 2.19 20.5 

Cordyceps fumosorosea 

ARSEF 3302 

1.79 2 24 

Fusarium oxysporum Schltl   2 2.11 11.1 

Fusarium sp. AB2 

Epicoccum sp.TORT 

1.99 

1.85 

2.07 

2.3 

16.2 

79.8 

8.2 Identificación molecular 

La amplificación de las regiones ITS y el gen ribosomal 5.8S, utilizando los 

oligonucleótidos ITS4 y ITS5, generaron fragmentos de aproximadamente 600 pb 

tanto para Fusarium sp. AB2, como para Epicoccum sp. TORT (figura 8). La 

secuenciación de estos fragmentos indicó que el producto de PCR para Fusarium 

sp. AB2 tiene una longitud de 592 pb y posee una homología superior al 99% con 

diferentes aislados de la especie F. oxysporum (tabla 2), según la base de datos del 

GenBank. Por otro lado, el producto de PCR de Epicoccum sp. TORT indicó que 

tiene una longitud de 595 pb y pose una homología superior al 98% con aislados de 

la especie E. nigrum (tabla 3) según la base de datos del GenBank. Los códigos de 

acceso del GenBank otorgados para las secuencias de estas cepas fueron 



51 
 

MT093266.1 y MW079850.1 para F. oxysporum AB2 y E. nigrum TORT 

respectivamente.  

 

Figura 8. Gel de agarosa al 1%, mostrando los productos de PCR de los genes ribosomales y 
secuencias ITS, de las cepas identificadas molecularmente. M: Marcador de peso molecular, 1: F. 
oxysporum AB2, 2: E. nigrum TORT. 

Tabla 2. Identidad de las regiones ITS y gen ribosomal 5.8S de F. oxysporum AB2 con base al 

GenBank 

Descripción Cobertura% Identidad% Número de acceso 

 

Fusarium oxysporum 

aislado FT  

 100  99.62  MT020427.1 

Fusarium oxysporum 

aislado SF_234 
 99  99.62  MT529510.1 

Fusarium oxysporum 

aislado SF_993 
 99  99.62  

 
MT530269.1 

 

Fusarium oxysporum 

aislado SF_964 
 99  99.62  MT530240.1 

Fusarium oxysporum 

aislado SF_690 
 99  99.62 

               MT529966.1 

       

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT093266.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y1GMR01W013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW079850.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y1FSDFXY013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT020427.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Y1E2KF3501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT529510.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=Y1E2KF3501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT530269.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Y1E2KF3501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT530269.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Y1E2KF3501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT530240.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=Y1E2KF3501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT529966.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=Y1E2KF3501R
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Tabla 3. Identidad de las regiones ITS y gen ribosomal 5.8S de E. nigrum TORT con base al 

GenBank 

Descripción Cobertura% Identidad% Número de acceso 

 

Epicoccum nigrum cepa 

K36 

 99  98.40  MG655162.1 

Epicoccum nigrum cepa 

EECC-664 
 99  98.21  KP942891.1 

Epicoccum nigrum cepa 

EECC-628 
 99  98.21  

 
KP942869.1  

 

Epicoccum nigrum cepa 

ALE-171 
 99  98.20  MF380871.1 

Epicoccum nigrum 

aislado DO67 
 99  98.20 

               KP050622.1 

       

 

La amplificación del gen de actina utilizando los oligonucleótidos ACTF y ACTR 

generaron fragmentos de aproximadamente 250 pb, tanto para F. oxysporum AB2 

como para E. nigrum TORT (figura 9), la secuenciación de estos fragmentos indicó 

que el producto de PCR para F. oxysporum AB2 tiene una longitud de 243 pb y 

posee una homología superior al 99% con diferentes aislados de la especie F. 

oxysporum, incluyendo una cepa de F. foetens (tabla 4) según la base de datos del 

GenBank. Por otro lado, el producto de PCR de E. nigrum TORT indicó que tiene 

una longitud de 242 pb y pose una homología superior al 93% con aislados de la 

especie E. nigrum (tabla 5) según la base de datos del GenBank. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG655162.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Y1FSDFXY013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP942891.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=Y1FSDFXY013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT530269.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Y1E2KF3501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP942869.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Y1FSDFXY013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF380871.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=Y1FSDFXY013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP050622.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=Y1FSDFXY013
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Figura 9. Gel de agarosa al 1%, mostrando los productos de PCR del gen de actina de las cepas 
identificadas molecularmente. M: Marcador de peso molecular, 1: F. oxysporum AB2, 2: E. nigrum 
TORT. 

 

Tabla 4. Identidad del gen de actina de F. oxysporum AB2 con base al GenBank  

Descripción Cobertura% Identidad% Número de acceso 

 

Fusarium oxysporum 

cepa Fod008 

 100  99.57  MT020427.1 

Fusarium oxysporum 

cepa Fod001 
 100  99.57  MT529510.1 

Fusarium oxysporum 

aislado 44 
 100  99.57  

 
MT530269.1 

 

Fusarium oxysporum 

aislado 170  
 100  99.57  MT530240.1 

Fusarium foetens cepa 

CBS:110286 
 100  99.57 

               MT529966.1 

       

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT020427.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Y1E2KF3501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT529510.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=Y1E2KF3501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT530269.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Y1E2KF3501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT530269.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Y1E2KF3501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT530240.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=Y1E2KF3501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT529966.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=Y1E2KF3501R
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Tabla 5. Identidad del gen de actina de E. nigrum TORT con base al GenBank  

Descripción Cobertura% Identidad% Número de acceso 

 

Epicoccum nigrum cepa 

FP-027-C2 

 100  97.78  gi|1585243816|MH102070.1 

Epicoccum nigrum cepa 

CBS 115825 
 100  97.78  gi|238557575|FJ426891.1 

Epicoccum nigrum 

aislado ET1-1 
 100  96.0  

 
gi|1912459758|MN836590.1  

 

Epicoccum nigrum cepa 

CBS 505.85 
 100  93.86  gi|238557573|FJ426890.1 

Epicoccum nigrum cepa 

CBS 125.82 
 97  94.55 

 gi|238557569|FJ426888.1 

       

 

La amplificación del gen del factor de elongación alfa, utilizando los oligonucleótidos 

EF1-728F y EF1-986R, generó un fragmento de aproximadamente 300 pb para F. 

oxysporum AB2 (figura 10). La secuenciación de estos fragmentos indicó que el 

producto de PCR para F. oxysporum AB2 tiene una longitud de 265 pb y posee una 

homología superior al 98% con diferentes aislados de la especie F. oxysporum 

(tabla 6) según la base de datos del GenBank. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH102070.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Y1KN0EP201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ426891.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=Y1KN0EP201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT530269.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Y1E2KF3501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN836590.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Y1KN0EP201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ426890.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=Y1KN0EP201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ426888.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=Y1KN0EP201R
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Figura 10. Gel de agarosa al 1%, mostrando los productos de PCR del gen del factor de elongación 
alfa de actina de las cepas identificadas molecularmente. M: Marcador de peso molecular, 1: F. 
oxysporum AB2 

 

Tabla 6. Identidad del gen de actina de F. oxysporum AB2 con base al GenBank  

Descripción Cobertura% Identidad% Número de acceso 

 

Fusarium oxysporum 

cepa H11 

 95  99.58  
 

gi|1180422766|KU939002.1 
 

Fusarium oxysporum 

aislado N211 
 95  99.58  gi|1001909414|KT374277.1 

Fusarium oxysporum 

aislado AYBZ-65/5 
 99  98.39  

 
gi|1556056943|MK001024.1 

 

Fusarium oxysporum 

aislado Foa72  
 95  99.17  gi|1841583968|MK968952.1 

Fusarium foetens aislado 

Foa70 
 95  99.17 

 gi|1841583966|MK968951.1 

       

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU939002.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y9BUJDUX013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU939002.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y9BUJDUX013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT374277.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Y9BUJDUX013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT530269.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Y1E2KF3501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK001024.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=Y9BUJDUX013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK968952.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Y9BUJDUX013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK968951.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=Y9BUJDUX013
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La identificación molecular de F. oxysporum AB2 y E. nigrum TORT mediante la 

amplificación de diferentes genes y regiones mostró ser una herramienta útil para 

determinar la especie a la que pertenece, debido a que otros métodos de 

identificación, como el morfológico y bioquímico, no son capaces de diferenciar 

especies estrechamente relacionadas como las que pertenecen a un mismo generó 

y clado evolutivo (Minarni et al., 2021). La utilización de más de un gen o marcador 

molecular para la identificación molecular de estas cepas garantiza que se trata de 

la especie con mayor porcentaje de identidad en el GenBank ya que todos ellos 

indicaron pertenecer a una misma especie lo que descarta una errónea 

identificación de especies (Gallou et al., 2016), lo cual ocurre cuando se utiliza 

solamente un gen o marcador molecular para su identificación, por  la estrecha 

relación en regiones del genoma de especies que pertenecen al mismo género 

especialmente las regiones ITS (Cheng et al., 2014). 

6.3 Amplificación del gen de la beauvericina sintetasa  

La amplificación del gen de la beauvericina sintetasa en las seis cepas utilizadas, 

usando los oligonucleótidos diseñados Beau_synFW y Beau_syn2, solamente se 

logró para la cepa 882.5 de B. bassiana, generando un fragmento de 

aproximadamente 700 pb (figura 11). La secuenciación de este fragmento indicó 

que posee una longitud de 767 pb, con una homología superior al 95% con el gen 

de la beauvericina sintetasa de diferentes aislados de B. bassiana (tabla 7). 

 

Figura 11. Gel de agarosa al 1% mostrando los productos de PCR del gen de la beauvericina 
sintetasa utilizando los oligonucleótidos Beau_synFW y Beau_syn2. M: Marcador de peso molecular, 
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1: F. oxysporum AB2, 2: F. oxysporum Schltl, 3: B. bassiana taq 1.1, 4: B. bassiana 882.5, 5: C. 
javanica CHE-CNRCB 303, 6: C. fumosorosea ARSEF 3302. 

Tabla 7. Identidad del gen la beauvericina sintetasa de B. bassiana 882.5 con base al GenBank 

Descripción Cobertura% Identidad% Número de acceso 

 

Gen de la beauvericina 

sintetasa del aislado 

Bb0062 de Beauveria 

bassiana 

 99  96.85  
 

gi|386873574|JQ617289.1  
 

Gen de la beauvericina 

sintetasa del aislado 

BbBVRC de Beauveria 

bassiana 

 99  96.85  gi|309252532|HQ141932.1 

Region del cromosoma 3 

de Beauveria bassiana 

cepa HN6 

 99  98.85  
 

gi|1905001555|CP045884.1  
 

Gen de la beauvericina 

sintetasa de la cepa 

ARSEF 2860 de 

Beauveria bassiana 

 99  96.07  gi|667662428|XM_008604824.1 

Gen de la beauvericina 

sintetasa de la cepa 

ATCC 7159 de 

Beauveria bassiana 

 99  95.67 

  

gi|208658288|EU886196.1 

       

 

En el resto de las cepas no hubo amplificación con ninguno de los pares de 

oligonucleótidos, lo que sugiere que no tienen complementariedad con su genoma, 

específicamente con el gen de la beauvericina sintetasa el cual se ha reportado se 

encuentra en una parte del genoma denominada hotspot, que es  muy propensa a 

mutaciones y recombinaciones genéticas, generando disminución o supresión total 

de la producción de BEA, ya que se modifican los nucleótidos del gen que codifican 

para sitios catalíticos de la beauvericina sintetasa (Liuzii et al., 2017; Luangsa et al., 

2009; Valencia et al., 2011). Esta modificación en la producción de este metabolito 

secundario también se ha observado en otros metabolitos, incluso que juegan un 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU939002.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y9BUJDUX013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ617289.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Z74PGSS7016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HQ141932.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=Z74PGSS7016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT530269.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Y1E2KF3501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP045884.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Z74PGSS7016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_008604824.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Z74PGSS7016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU886196.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=Z74PGSS7016
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rol importante en la patogenicidad del hongo lo que deriva en un proceso evolutivo 

que contribuye a generar cepas de una misma especie con diferente nivel de 

patogenicidad (Wang et al., 2013). Estas mutaciones y recombinaciones genéticas 

pudieron evitar el alineamiento de los oligonucleótidos y con ello la amplificación del 

gen de la beauvericina sintetasa en el resto de las cepas.  

La amplificación del gen de la beauvericina sintetasa utilizando el segundo par de 

oligonucleótidos FoBEAif y ReBEAif, diseñados para las cepas de los géneros de 

Cordyceps y Fusarium, solamente produjo una banda para la cepa ARSEF 3302 de 

C. fumosorosea con un tamaño aproximado de 700 pb (figura 12); sin embargo, la 

baja concentración del producto de PCR impidió la purificación de este y con ello su 

secuenciación.  

 

Figura 12. Gel de agarosa al 1%, mostrando los productos de PCR del gen de la beauvericina 

sintetasa utilizando los oligonucleótidos FoBEAif y ReBEAif. M: Marcador de peso molecular, 1: F. 

oxysporum AB2, 2: F. oxysporum Schltl, 3: C. javanica CHE-CNRCB 303, 4: C. fumosorosea ARSEF 

3302. 

La amplificación del gen de la beauvericina sintetasa en la cepa TORT de E. nigrum, 

usando los oligonucleótidos diseñados Beau_synFW y Beau_syn2, produjo una 

banda de aproximadamente 700 pb (figura 13). La secuenciación de este fragmento 

indicó que posee una longitud de 766 pb, con una homología superior al 75% con 
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el gen de la enniatina sintetasa y otras partes del genoma de diferentes aislados de 

F. oxysporum (tabla 8). 

 

Figura 13. Gel de agarosa al 1%, mostrando los productos de PCR del gen de la beauvericina 

sintetasa utilizando los oligonucleótidos Beau_synFW y Beau_syn2. M: Marcador de peso molecular, 

1: E. nigrum TORT. 

Tabla 8. Identidad del gen la beauvericina sintetasa de E .nigrum TORT con base al GenBank 

Descripción Cobertura% Identidad% Número de acceso 

 

Gen de la enniantina 

sintetasa del aislado 

lycopersici 4287 de 

Fusarium oxysporum 

 93  80.45  
 

gi|1070354406|XM_018391579.1  
 

Gen de la enniantina 

sintetasa del aislado 

NRRL32931 de Fusarium 

oxysporum 

 93  80.72  gi|1759232891|XM_031190727.1 

Fragmento del cromosoma 

IX del aislado Fo47 de 

Fusarium oxysporum  

 93  80.22  
gi|1841337852|CP052046.1  

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU939002.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y9BUJDUX013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_018391579.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZBWPYMWP01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_031190727.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=ZBWPYMWP01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP052046.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=ZBWPYMWP01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP052046.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=ZBWPYMWP01R
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Fragmento del cromosoma 

X del aislado 44 de 

Fusarium oxysporum  

 93  79.78  gi|1914073183|CP052904.1 

Fragmento del cromosoma 

X del aislado 170 de 

Fusarium oxysporum 

 93  78.55 

  

gi|1914073171|CP052892.1 

       

 

La banda observada (figura 12), utilizando los oligonucleótidos FoBEAif y ReBEAif, 

en la cepa ARSEF 3302 de C. fumosorosea puede atribuirse a que los 

oligonucleótidos tuvieron una ligera afinidad con una parte del genoma de C. 

fumosorosea, posiblemente codifica para una enzima productora de un 

depsipéptido en esta cepa, ya que se ha observado que las enzimas depsipéptido 

sintetasas comparten uno o varios sitios catalíticos como los sitios de adenilación, 

péptido acarreador y metiltransferasa que son homologas en la mayoría de especies 

productoras de depsipéptidos (Jirakkakul et al., 2008; Liuzii et al., 2017). Debido a 

la homología marcada en las enzimas productoras de estos metabolitos, se ha 

observado que su producción se regula por un mismo mecanismo en el que 

intervienen genes específicos (Yin et al., 2022).  

La similitud entre las enzimas productoras de depsipéptidos, junto con la homología 

de sus dominios y sitios catalíticos, pueden explicar la amplificación de un fragmento 

de ADN de E. nigrum TORT utilizando los oligonucleótidos Beau_synFW y 

Beau_syn2, ya que en su diseño no se utilizaron secuencias pertenecientes al 

género Epicoccum, debido a que no hay reportes en el GenBank de secuencias de 

la beauvericina sintetasa en este género de hongos. Por otro lado, la mayoría de los 

estudios realizados a E. nigrum se basan en la producción de policétidos y 

pigmentos de interés farmacéutico (Kaur & Mumbarkar, 2019; Lim et al., 2020), 

siendo pocos los estudios que mencionan la presencia de BEA en cultivos de esta 

especie (Braga et al., 2018). 

La homología del fragmento amplificado en E. nigrum TORT con el gen de la 

enniatina sintetasa de F. oxysporum puede atribuirse a la amplificación del gen de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP052904.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=ZBWPYMWP01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP052892.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=ZBWPYMWP01R
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la beauvericina sintetasa de E. nigrum TORT, que produce BEA en pequeñas 

cantidades (Braga et al., 2018). Sin embargo, no hay reportes donde se haya 

secuenciado el gen de la beauvericina sintetasa en esta especie. Por otra parte, el 

fragmento amplificado de E. nigrum TORT posee gran similitud a nivel filogenético 

con la beauvericina sintetasa de B. bassiana (figura 14), compartiendo un ancestro 

en común, como un suceso de convergencia evolutiva, mencionado por Gallo et al., 

(2013), quienes mencionan que las policétido sintetasas de E. nigrum poseen un 

ancestro en común con las depsipéptido sintetasa, familia a la que pertenece la 

beauvericina sintetasa, de hecho ambas enzimas comparten uno o más dominios. 

Esto genera en E. nigrum la producción de gran variedad de metabolitos 

secundarios, muchos de ellos híbridos entre depsipéptidos y policétidos. Esta 

producción de compuestos híbridos de depsipéptidos también se ha observado con 

otros metabolitos, debido a que el gen que codifica para la depsipéptido sintetasa 

se encuentra en el mismo clúster que otras enzimas productoras de metabolitos 

secundarios (Uchiyama et al., 2021).  

La ausencia de amplificación en el resto de las cepas, y la homología de los sitios 

catalíticos en diferentes depsipéptido sintetasas, sugiere el diseño de nuevos 

oligonucleótidos realizando alineamientos múltiples de una mayor cantidad de 

secuencias de la beauvericina sintetasa, de especies que pertenezcan a un solo 

género de hongos, es decir el diseño de un par de oligonucleótidos para cada 

género de hongos utilizado.  

8.4 Filogenia 

El árbol filogenético de varias depsipéptido sintetasas, incluido el gen de la 

beauvericina sintetasa (figura 14), muestra que el gen de la beauvericina sintetasa 

en B. bassiana y el fragmento amplificado de B. bassiana cepa 882.5 y de E. nigrum 

TORT poseen el mismo ancestro en común más reciente. Dentro de ese mismo 

clado evolutivo se encuentra la beauvericina sintetasa de C. fumosorosea, mientras 

que en el resto de los clados se encuentran las demás depsipéptido sintetasas como 

enniatina sintetasa (ES), bassianoloide sintetasa (BS), péptido sintetasa (PS) y 
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proteínas hipotéticas (HP) pertenecientes a diferentes especies de hongos. 

 

Figura 14. Análisis filogenético de los genes de la beauvericina sintetasa (BEAS), enniatina sintetasa 
(ES), bassianoloide sintetasa (BS), péptido sintetasa (PS) y otras proteínas hipotéticas (HP) de 
diferentes orígenes, utilizando el programa MEGA 11. El método estadístico de reconstrucción 
filogenética utilizado fue el de máxima verosimilitud. La robustez de los nodos se evaluó con 1000 
repeticiones de bootstrap; el modelo de sustitución de nucleótidos fue Jukes-Cantor. Las secuencias 
de referencia fueron tomadas del GenBank y recortadas a la misma longitud de los amplificados 
obtenidos. La barra representa 5 sustituciones por cada 100 nucleótidos. 
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En la figura 14 podemos observar la homología limitada de las diferentes 

depsipéptido sintetasa en los clados evolutivos. Es decir, que todas las depsipéptido 

sintetasas de un solo tipo no se agrupan en un mismo clado evolutivo, lo que puede 

deberse a la homología anteriormente discutida entre esta familia de enzimas, 

incluso Zhang et al., (2013) menciona que existe una parte en el genoma de los 

hongos productores de depsipéptidos que es más homologa que el resto del gen 

codificante de la enzima, y que se encuentra en todas las depsipéptido sintetasas, 

ya que para que ésta sea funcional necesita mínimo tres dominios: un dominio de 

adenilación encargado del reconocimiento de los aminoácidos que conformaran el 

depsipéptido, un dominio peptidil acarreador encargado de transportar las unidades 

intermediarias activadas y un dominio de condensación, que une las unidades 

intermediarias activadas. Dichos dominios son los que poseen la mayor homología 

en todos los tipos de depsipéptido sintetasa y ya han sido reportados en otros 

estudios (Jirakkakul et al., 2008; Luangsa et al., 2009; Wang et al., 2018). Por lo 

anterior, la agrupación poco homologa de las diferentes secuencias, utilizadas para 

generar el árbol filogenético, puede deberse a que pertenezcan a una de estas 

regiones, que se encuentran en un mismo clúster de genes, y que además si 

presentan mutaciones afecta o suprimen completamente la producción del 

depsipéptido.  

8.5 Análisis cromatográfico 

Con el análisis del estándar de BEA (Sigma®), utilizando las condiciones 

cromatográficas establecidas, se obtuvo en el cromatograma (figura 15) un pico sin 

coleo de ninguno de sus lados, con un ancho de aproximadamente un minuto, sin 

apariencia visible de un doble pico o señal sobrepuesta y con un tiempo de retención 

de 7.7 min. Estas características se mantienen cuando se analizan las muestras 

conseguidas de los diferentes cultivos, ya que el pico perteneciente a la BEA, no se 

sobrepone con otro pico de algún otro compuesto proveniente del cultivo, lo que se 

relaciona con lo realizado por Jiang et al., (2013), quienes utilizando condiciones 

cromatográficas similares miden la concentración de BEA en alimentos, y evitan la 

sobreposición del pico de la BEA con otros picos provenientes de las muestras que 

analizan. Por otra parte, las condiciones cromatográficas utilizadas no solo evitan la 
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sobreposición del pico de la BEA con otros compuestos presentes en el cultivo, sino 

que también evita la sobreposición con metabolitos análogos de la BEA que 

comparten características fisicoquímicas entre sí, como lo conseguido por Xu et al., 

(2007) quienes separan el espectro del pico de la BEA de los picos de los análogos 

de esta.  Además, la curva de calibración (tabla 9) construida a partir del área bajo 

la curva de concentraciones de 2.5, 5, 10, 15, 20, 30 y 60 µg·mL-1 de BEA (figura 

16), produjo una r=0.9976 y una r2=0.9961, confiable para calcular las 

concentraciones de BEA en los diferentes cultivos.  

 

Figura 15. Cromatograma obtenido del estándar de BEA, señalado con rojo el pico perteneciente a 
la BEA.  

Tabla 9. Curva de calibración realizada con el estándar de BEA 

Concentración Tiempo de retención Área 

5 µg/mL 7.66 min 479.29 

10 µg/mL 7.71 min 840.71 

15 µg/mL 7.73 min 1440.07 

20 µg/mL 7.72 min 1919.75 

30 µg/mL 7.79 min 3196.36 

60 µg/mL 7.75 min 5812.24 
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Figura 16. Representación figura de la curva de calibración utilizando el estándar de BEA. ABC: 
área bajo la curva. 

 

8.6 Producción de beauvericina 

8.6.1 Producción de beauvericina en SSF y SmF 

De las seis cepas inicialmente utilizadas, solamente los cromatogramas de la cepa 

AB2 de F. oxysporum, usando tanto el medio enriquecido con caparazón de 

camarón (figura 17), como el medio optimizado (figura 18) en SmF y en SSF, 

presentaron un pico con un tiempo de retención igual al del estándar de BEA, 

teniendo notables diferencias en el tamaño del pico según el tipo de cultivo. Es decir 

que de las seis cepas probadas inicialmente, solo AB2 de F. oxysporum mostró 

producción de BEA, por lo que el estudio se continuo con esta cepa. 
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Figura 17. Cromatogramas obtenidos de los cultivos del medio de cultivo enriquecido con caparazón 
de camarón de F. oxysporum AB2. A: SmF. B: SSF usando PUF como soporte sólido. C: SSF usando 
como soporte sólido bagazo de caña. Se señala con rojo el pico perteneciente a la BEA.  
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Figura 18. Cromatogramas obtenidos de los cultivos del medio de cultivo optimizado de F. 

oxysporum AB2. A: SmF. B: SSF usando PUF como soporte sólido. C: SSF usando como soporte 

sólido bagazo de caña. Se señala con rojo el pico perteneciente a la BEA. 

La cuantificación de la BEA producida por la cepa AB2 de F. oxysporum, a partir del 

área bajo la curva de los picos obtenidos en los cromatogramas tanto en SmF como 

en SSF, mostró figuras comparativas de la producción de BEA usando el medio 

enriquecido con caparazón de camarón (figura 19) y el medio optimizado (figura 20). 

Se observa que la mayor producción de BEA es de 22.8 mg por litro de medio de 

cultivo, usando SSF con el medio de cultivo optimizado y PUF como soporte sólido, 

lo cual puede atribuirse a que en este sistema existe una mayor oxigenación en el 

medio facilitando el crecimiento del hongo, lo cual se ha observado que junto con la 

acumulación de micelio en el soporte sólido contribuye a un aumento considerable 

de los metabolitos secundarios (Balakrishnan et al., 2021; Chen & He, 2012; Lima-

Pérez et al., 2017). Esto es porque al facilitar el crecimiento del hongo se promueve 

la síntesis de metabolitos secundarios, en respuesta a distintas condiciones como 
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el aumento de especies reactivas de oxígeno, la rapidez con la que el hongo puede 

oxidar la fuente de carbono y alcanzar el máximo de su producción de biomasa, que 

toma más tiempo en SmF (Campos et al., 2021). 

De hecho, el cambio fisiológico va mucho más allá ya que el aumento en la 

producción de metabolitos secundarios es atribuido a la fisiología que muestran los 

hongos en SSF, ya que en este tipo de cultivo tienen que anclarse e invadir un 

soporte sólido, además que se generan hifas aeróbicas y anaeróbicas, a este tipo 

de crecimiento por parte del hongo se le llama fisiología del medio sólido. Se han 

reportado que mas de 4,628 genes se expresan de forma diferente en SSF, incluso 

hay proteínas que se expresan exclusivamente en este tipo de cultivo, lo que da una 

idea de la sorprendente dimensión de los cambios fisiológicos en SSF (Barrios-

González, 2012).  

 También se observa que las barras de error son mucho menores en este medio de 

cultivo, en comparación con el medio de cultivo enriquecido con caparazón de 

camarón, esto se atribuye a que en este último la principal fuente de carbono es el 

caparazón de camarón el cual tiende a precipitar al momento de realizar los cultivos 

lo que genera cultivos heterogéneos; esto no se observa en el medio optimizado 

donde la principal fuente de carbono es la glucosa,  disuelta  completamente en el 
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medio.

 

Figura 19. Producción de BEA (mg.L-1) de F. oxysporum AB2 a los 9 días de cultivo, utilizando el 
medio de cultivo enriquecido con caparazón de camarón. 
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Figura 20. Producción de BEA (mg.L-1) de F. oxysporum AB2 a los 9 días de cultivo, utilizando el 
medio de cultivo optimizado 

La producción de biomasa de F. oxysporum AB2 (figura 21) con el medio optimizado 

fue mayor en SSF utilizando bagazo como soporte sólido, mientras que no hubo 

diferencias estadísticamente significativas entre la producción de SmF y SSF 

utilizando PUF como soporte sólido. Sin embargo, al ser mayor la producción de 

BEA en SSF usando PUF como soporte sólido, en relación con el bagazo de caña, 

existe una mayor producción específica de BEA en SSF usando PUF como soporte 

sólido (figura 22). Es decir, la biomasa producida en este cultivo está más 

especializada en producir BEA. Esto contrasta con Lima-Pérez et al., (2019) quienes 

observan un aumento considerable en la producción de biomasa de Bacillus 

thuringiensis usando SSF y PUF como soporte sólido, en comparación con SmF 

utilizando el mismo medio de cultivo.  
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Figura 21.  Producción de biomasa (g.L-1) de F. oxysporum AB2 a los 9 días de cultivo, utilizando el 
medio de cultivo optimizado. 
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Figura 22. Producción especifica de BEA (mg.g-1) de F. oxysporum AB2 a los 9 días de cultivo, 
utilizando el medio de cultivo optimizado.  

 

Por otro lado, hubo dificultad de medir la biomasa (y por lo tanto la producción 

especifica de BEA) en los cultivos realizados con el cultivo enriquecido con 

caparazón de camarón, debido a que la biomasa quedaba adherida al caparazón 

de camarón, o a que ésta no podía separarse del soporte sólido para medir la 

biomasa por peso seco. Debido a esta dificultad, y a que la mayor producción de 

BEA en F. oxysporum AB2 se observó utilizando el medio de cultivo optimizado en 

SSF y PUF como soporte sólido, para la cepa TORT de E. nigrum posteriormente 

integrada a la investigación solamente se realizaron cultivos utilizando estas 

condiciones para determinar su producción de BEA. 

En la producción de BEA en E. nigrum usando SSF y PUF como soporte sólido se 

comparó con la de la F. oxysporum AB2 (figura 23). La producción de BEA de E. 

nigrum TORT fue muy baja (0.05 mg.L-1) en comparación con la de F. oxysporum 
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AB2, lo que se relaciona con Braga et al., (2018) que mencionan la baja producción 

de BEA en E. nigrum en comparación a otras especies como las del género 

Fusarium, por lo que el interés de E. nigrum está basado en la producción de otros 

compuestos como colorantes y antibióticos, pero no en la producción de BEA (Chi 

et al., 2020; Dzoyem et al., 2017; Kaur et al., 2019). 

 

Figura 23. Producción de BEA (mg.L-1) de E. nigrum TORT y F. oxysporum AB2 a los 9 días de 
cultivo, utilizando el medio de cultivo optimizado, SSF y PUF como soporte sólido.  

8.7 Espectroscopia de masas ESI-TOF y MALDI-TOF 

Antes de realizar el análisis por espectroscopia de masas se analizaron de forma 

individual, por HPLC, las fracciones obtenidas del mismo, siendo la fracción del 

minuto 8.4 a 9.4 la que posee únicamente el pico al que se le atribuye la presencia 

de BEA en los cultivos, tanto de F. oxysporum AB2 como para E. nigrum TORT. Al 

comparar el cromatograma de estas fracciones con el estándar de BEA se observa 

que todos los picos poseen una forma del pico prácticamente idéntica, 

correspondiente a un tiempo de retención que varía entre ellos tan solo por pocas 

centésimas de minuto (figura 24). Esta pequeña diferencia en el tiempo de 
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retención, entre las muestras y el estándar de BEA, ya ha sido observada en otros 

estudios (Jiang et al., 2013; Meca et al., 2010; Wu et al., 2021; Xu et al., 2009) por 

lo que esta fracción fue analizada por espectroscopia de masas.  

 

Figura 24. Cromatograma obtenido del estándar de BEA (a); cromatograma obtenido del extracto 
de SSF de F. oxysporum AB2 (b); cromatograma obtenido del extracto de SSF de E. nigrum TORT 
(c). 

El análisis de la fracción de HPLC que contenía el pico al que se le atribuye la 

presencia de BEA, tanto de F. oxysporum AB2 como para E. nigrum TORT, presentó 

tres señales tanto en ESI-TOF (figura 25) como en MALDI-TOF (figura 26) La 
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primera de ellas a 784 m/z correspondiente a la masa del ion molecular de la BEA, 

la segunda a 806 m/z correspondiente a la masa del aducto formado entre la BEA 

con el ion sodio, y la tercera a 822 m/z correspondiente al aducto entre la BEA con 

el ion potasio; estas mismas señales también fueron obtenidas al analizar el 

estándar de BEA. Las señales obtenidas han sido consideradas por varios autores 

(Palyzova et al., 2019; Rachmawati et al., 2018) como claves para la identificación 

y confirmación de la BEA, además en ESI-TOF las señales obtenidas cuentan con 

un error menor a 10 ppm (tabla 10), que el programa obtiene al analizar la masa 

teórica esperada con la obtenida. Este resultado indica una alta confiabilidad en los 

resultados (Rachmawati et al., 2018). Tanto en los resultados obtenidos como en 

los reportes de identificación de BEA, las señales predominantes son las 

correspondientes al aducto de sodio y potasio, esto se atribuye a la capacidad 

ionófora de la BEA que deriva en la formación de aductos con cationes 

monovalentes y divalentes, a su vez que provienen de la fase móvil utilizada en el 

HPLC o del método de purificación de la BEA, en este caso del buffer PBS (Serrano 

et al., 2015).Por lo que los resultados obtenidos mediante espectroscopia de masas 

MALDI-TOF y ESI-TOF, junto con el amplio respaldo bibliográfico, indican que 

efectivamente el pico observado en el análisis cromatográfico se trata de BEA. 
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Figura 25. Espectro de masas ESI-TOF de la fracción 8.4 - 9.4 de HPLC de F. oxysporum AB2 en 
SSF. 

Tabla 10. Formulas condensadas, masas teóricas, masas obtenidas y error asignado del espectro 
de masas ESI-TOF de la fracción 8.4 - 9.4 de F. oxysporum AB2 en SSF usando el software Compass 
DataAnalysis.  

Formula 
condensada 

m/z obtenida m/z teórica Error (ppm) 

C45H57N3O9 + H+ 784.4147 784.4168 2.6 

C45H57N3O9 + Na+ 806.3951 806.3987 -4.4 

C45H57N3O9 + K+ 822.3672 822.3726 6.6 
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Figura 26. Espectro de masas MALDI-TOF. Estándar de BEA (60 µg.mL-1) (a), fracción 8.4 - 9.4 de 
HPLC de F. oxysporum AB2 (b), fracción 8.4 - 9.4 de HPLC de E. nigrum TORT (c), control negativo 
(d). Rango m/z 780 - 830.  
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8.8 Concentración del medio de cultivo 

El sistema de cultivo sólido (SSF) otorga a los microorganismos un equilibrio entre 

estado líquido, sólido y gaseoso, con una mayor aireación en comparación a otros 

tipos de cultivo (Singhania et al., 2009). Así es posible incrementar la concentración 

del medio de cultivo que se embebe en el soporte sólido, sin que las 

concentraciones elevadas tengan un efecto tóxico para el microorganismo. Los 

medios de cultivo concentrados en SSF ya se han utilizado para aumentar la 

producción de biomasa y metabolitos secundarios (Baños et al., 2009; Barrios- 

González et al.,1988; Cuadra et al., 2008; Domínguez et al., 2001) En particular, 

Baños et al. (2009). Debido a las características mencionadas se realizaron SSF 

utilizando el medio de cultivo líquido optimizado, que mostró una mayor producción 

de BEA, pero con una concentración 3X, comparándolo con el SmF y utilizando 

solamente la cepa AB2 de F. oxysporum por ser la única productora de BEA de las 

seis cepas iniciales, incluso de mayor producción en comparación con la cepa TORT 

posteriormente incluida de E. nigrum. 

La producción de BEA en F. oxysporum AB2 utilizando el medio de cultivo 

concentrado (3X), respecto a los cultivos utilizando el medio no concentrado (1X), 

aumentó prácticamentej tres veces en el SSF utilizando PUF como soporte sólido, 

pasando de 23.8 a 65.38 mg.L-1. Sin embargo, en el SmF hubo una inhibición total 

de la producción de BEA (figura 27). El aumento en la producción de BEA en el SSF 

puede deberse , como se mencionó antes, al equilibrio entre fase líquida, sólida y 

gaseosa que se logra. A su vez, el aumento que se observa en el SSF usando el 

medio 3X puede atribuirse a la oxigenación elevada que posee, dichos niveles de 

oxigenación no se presentan en el SmF lo que genera una baja oxidación de las 

concentraciones altas de glucosa en el medio. Las concentraciones elevadas en el 

medio no generan un efecto tóxico para F. oxysporum AB2, de hecho, también 

aumenta la producción de biomasa, pero sin un efecto inhibitorio de la producción 

de BEA. Por lo que la represión catabólica de la glucosa, en el cultivo sólido tiene 

poco o nulo efecto, contrastando con  (Miao et al., 2019) donde las concentraciones 

elevadas de glucosa son un inhibidor de la producción de ciertos metabolitos, por 

otro lado, la composición y concentración del medio de cultivo influye de forma 



79 
 

importante en la cantidad y variedad de metabolitos secundarios producidos por 

especies del género Fusarium (Kristensen et al., 2021). Más allá de estas 

consideraciones, se puede decir que se debe a la “fisiología del medio sólido” 

(Barrios-González, 2012). 

 

Figura 27. Comparación en la producción de BEA (mg.L-1) de F. oxysporum AB2 a los 9 días de 
cultivo, utilizando el medio de cultivo simple (1X) y conkcentrado (3X), en SSF y SmF. 
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Figura 28. Comparación en la producción de biomasa (g.L-1) de F. oxysporum AB2 a los 9 días de 
cultivo, utilizando el medio de cultivo simple (1X) y concentrado (3X), en SSF y SmF. 

 

Debido a que se triplicó la producción de BEA en SSF usando el medio 3X, pero la 

biomasa aumentó en menor grado (figura 28), se logró una mejora en la producción 

especifica de BEA estadísticamente significativa (F = 451.0; p < 0.05), por lo que la 

biomasa generada en SSF usando el medio 3X. Es decir, la biomasa es más 

eficiente en la producción de BEA que la generada con el medio 1X, y a su vez la 

biomasa generada en SSF es mucho más eficiente en producir BEA que la 

generada en SmF (figura 29). El aumento en la producción de metabolitos en SSF 

ya se ha observado por diversos autores (Gonçalves et al., 2016; Oliveira et al., 

2016; Thomas et al., 2013), quienes encuentran que SSF es muy superior a SmF 

en cuanto a la producción de diferentes compuestos de alto valor agregado. Por otro 

lado, Baños et al. (2009), además de incrementar 30 veces la producción de 
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disponibilidad de oxígeno en el medio de cultivo, ya que activa las vías de 

señalización responsables de la producción de diferentes metabolitos, dichas vías 

de señalización son activadas por la presencia de ROS, que incrementan a en el 

SSF (Song et al., 2018). Además, se ha observado que concentraciones altas de 

ROS en el cultivo modifican el perfil de producción de los metabolitos de un 

microorganismo (Barrios-González et al., 2022; Pérez-Sánchez et al., 2017). 

 

Figura 29. Comparación en la producción de BEA (mg.L-1) de F. oxysporum AB2 a los 9 días de 
cultivo,  utilizando el medio de cultivo simple (1X) y concentrado (3X), en SSF y SmF. 

8.9 Cinética de producción de BEA  

Para conocer el tiempo de cultivo donde se alcanza el máximo de producción de 

BEA se realizó una cinética de producción, utilizando SSF y el medio concentrado 

3X. En la cinética (figura 30) se observa que el máximo de producción de BEA se 

alcanza en el día 7 de cultivo,  permanece estable durante 5 días hasta el día 11 de 

cultivo, sin que exista una disminución significativa en la concentración de la BEA 

como ocurre en la mayoría de los metabolitos secundarios y enzimas producidas 

ien SSF (Abdeljalil et al., 2014; Baños et al., 2009; Buenrostro-Figueroa et al., 2018). 

0.05
0

1.6
1.8

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

1.8

2

SmF 1X SmF 3X SSF 1X SSF 3X



82 
 

En esos casos,una vez alcanzado el máximo de producción a los pocos días u horas 

la concentración del metabolito o la actividad enzimática de interés disminuyen 

significativamente. Esta producción sostenida de BEA o su estabilidad observada 

no se ha reportado en ningún otro sistema de cultivo, ni en infecciones in vivo de 

hongos productores de BEA, como reporta Jiang et al., (2013), donde en un modelo 

de infección in vivo B. bassiana infecta a Bombryx batrycatus, la concentración más 

alta de BEA (43.08 µg·g-1) se alcanza en el día diez de la infección y en el día doce 

ha disminuido alrededor del 50% (21.64 µg·g-1). Por otro lado, uno de los principales 

resultados de nuestro trabajo fue la reducción en los tiempos de producción de BEA, 

ya que en este sistema se alcanza al día 7 de cultivo por debajo de otros trabajos 

que han requerido hasta 30 días de cultivo (Liuzzi et al., 2017; Meca et al., 2010; 

Moretti et al., 2008). Aunque la producción de BEA alcanzada en nuestro trabajo es 

fácilmente superada por otros autores (Logrieco et al., 1998; Zhu et al., 2008), esto 

se debe principalmente a la cepa que utilizan, debido a lo anterior una comparación 

en la producción de BEA entre nuestro estudio y otros trabajos no sería valida, sin 

embargo, nuestro sistema de cultivo puede ser aplicado utilizando cepas sobre 

productoras de BEA, aumentando aun más su producción. 
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Figura 30. Cinética de producción de beauvericina (BEA, mg.L-1) (■) y biomasa (g.L-1) (▲) de F. 

oxysporum AB2 en SSF usando el medio concentrado (3X). 

8.10 Actividad de agua (aw) 

Otra de las estrategias utilizada para incrementar la producción de metabolitos 

secundarios, como la BEA, es la modificación de la aw en un cultivo especialmente 

cuando ésta se disminuye (Carboue et al., 2020; Medina et al., 2017; Ruijter et al., 

2004). Por esto se realizaron los cultivos SSF bajando la aw para determinar si 

incrementa la producción de BEA, para ello se le agregaron diferentes 

concentraciones de etilenglicol al medio líquido; sin embargo, al agregar 

concentraciones por arriba del 3% de etilenglicol la aw dejó de disminuir (tabla 11), 

por lo que esta concentración fue la más alta utilizada en los cultivos.  
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Tabla 11. Valores de actividad de agua (aw) para el medio optimizado, el medio concentrado 3X y 
el medio concentrado 3X más diferentes concentraciones de etilenglicol (EG). 

 

Medio 

 

Promedio 

 

H2O 

 

1.0055±0.0089 

Medio 1X 0.9991±0.0026 

Medio 3X 0.9815±0.0013 

Medio 3X+1% EG 0.9766±0.0008 

Medio 3X+3% EG 0.9653±0.0061 

Medio 3X+5% EG 0.9644±0.0016 

 

Al realizarse el análisis de producción de BEA en los SSF con menores valores de 

aw se observa que la producción disminuyó significativamente (figura 31) . Esto 

puede deberse a la activación o regularización de alguna vía de señalización que 

modifica la producción de BEA, contrario a lo propuesto por diferentes autores 

(Carboue et al., 2020; Montiel-Gonzáles et al., 2004; Ruijter et al., 2004); quienes 

consideran a las ROS producidas por la baja aw como importantes para activar 

diferentes vías de señalización que derivan en un aumento en la producción de 

metabolitos y enzimas. Por un lado, se ha considerado que para algunos 

microorganismos una aw baja asemeja las condiciones que el hongo puede 

encontrar en la naturaleza (Medina et al., 2017), relacionado con un aumento en la 

producción de metabolitos. Por otro lado, no hay estudios reportados que discutan 

la modificación en la producción de metabolitos en F. oxysporum al disminuir la aw, 

es decir, no es posible comparar el comportamiento en la producción de BEA con 

otros estudios; sin embargo, es claro que no está ligado a un efecto tóxico, ya que 

no hubo un cambio significativo en la producción de biomasa con el control (figura 
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32). Por lo tanto la disminución de aw o estrés osmóticos tuvo un efecto negativo en 

la producción de BEA.  

 

Figura 31. Comparación en la producción de BEA (mg.L-1) de F. oxysporum AB2 a los 7 días de 
cultivo, en SSF utilizando el medio de cultivo 3X (aw=0.9815), 3X+1% de EG (aw=0.976) y 3X+3% de 
EG (aw=0.9686) en SSF. 
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Figura 32. Comparación en la producción de biomasa (g.L-1) de F. oxysporum AB2 a los 7 días de 
cultivo,  utilizando el medio de cultivo 3X (aw=0.9815), 3X+1% de EG (aw=0.976) y 3X+3% de EG 
(aw=0.9686) en SSF. 

8.11 Pulsos oxidantes  

Aunque se ha observado un aumento en la producción de biomasa y metabolitos 

secundarios al aumentar la concentración de oxígeno en la atmósfera del cultivo 

(García-Ortiz et al., 2015; Song et al., 2018), la producción de BEA  disminuyó 

significativamente (figura 33) respecto al control (3X) conforme incrementa la 

concentración de oxígeno al 26% en todos los cultivos, independientemente del día 

de cultivo donde se aplicó el pulso oxidante, mientras que la producción de biomasa 

disminuyó en todos los cultivos donde se modificó la concentración de oxígeno, 

excepto en  los cultivos donde el pulso oxidante fue aplicado en el día 4 de cultivo 

(figura 34).  
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Figura 33. Comparación en la producción de BEA (mg.L-1) de F. oxysporum AB2 a los 7 días de 
cultivo, en SSF modificando la atmósfera del cultivo a 26% de oxígeno a diferentes tiempos de 
cultivo. 
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Figura 34. Comparación en la producción de biomasa (g.L-1) de F. oxysporum AB2 a los 7 días de 
cultivo, en SSF modificando la atmosfera del cultivo a 26% de oxígeno a diferentes tiempos de 
cultivo. 

Los resultados muestran que disminuye significativamente tanto de biomasa como 

de BEA, en los cultivos donde se aplicó el pulso oxidante en el día 3 y en los cultivos 

donde este se aplicó en los días 3, 4 y 5.  

Esto podría relacionarse con que en el día 3 de cultivo F. oxysporum AB2 se 

encuentra en una fase de crecimiento exponencial, con una demanda de oxígeno 

alta, al aplicar el pulso oxidante y cambiar el tapón de algodón por el de hule, el 

oxígeno ingresado se agota rápidamente y F. oxysporum AB2 no oxida la fuente de 

carbono, bajando la velocidad del metabolismo. Esto se sugiere porque, en el cultivo 

de donde el pulso oxidante se aplicó durante los días 3, 4 y 5, la cantidad de biomasa 

y BEA no aumentan lo que puede indicar que F. oxysporum AB2 muere en el día 3 

por falta de oxígeno y por el aumento en la concentración de CO2, ya que el tapón 

de hule evita el intercambio gaseoso. Por otro lado, se observa que la producción 

de biomasa de los cultivos donde el pulso oxidante se aplicó en el día 4 no hay 
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diferencia estadística con la producción de biomasa del control (3X), lo que indica 

que la máxima producción de biomasa se alcanza en el día 4 de cultivo, sin 

embargo, el tiempo de máxima producción de BEA se alcanza hasta el día 7 (figura 

30), es decir, F. oxysporum AB2 muere al colocar el tapón de hule en el día 5 y la 

producción de BEA se detiene en ese momento, que se relaciona con diferentes 

estudios (Baños et al., 2009; Xin et al., 2019) que mencionan que la producción de 

metabolitos secundarios inicia o aumenta drásticamente cuando el microorganismo 

se desarrolla completamente, o alcanza el máximo de biomasa, es decir en la 

idiofase. Finalmente debido a que los cultivos donde el pulso oxidante se aplicó en 

el día 4 de cultivo no tienen diferencia significativa en la producción de biomasa, 

pero sí en la producción de BEA indica que hay una fuerte disminución en la 

producción especifica de BEA en la biomasa producida en este cultivo (figura 35).  

 

Figura 35. Comparación en la producción especifica de BEA de biomasa (g.L-1) de F. oxysporum 
AB2 a los 7 días de cultivo,  en SSF modificando la atmosfera del cultivo a 26% de oxígeno a 
diferentes tiempos de cultivo. 
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8.12 Cultivos mixtos  

Se ha observado un aumento en la producción de metabolitos secundarios al 

realizar cultivos mixtos ya sea usando dos microorganismos viables (Chagas et al., 

2013), o uno viable y otro no (autoclaveado (ac) (Ancheeva et al., 2017). Estos 

estudios fueron la base para realizar cultivos mixtos para determinar el efecto en la 

producción de BEA. Primero se determinó qué microorganismo se agregaría a los 

cultivos de F. oxysporum AB2 para formar el cultivo mixto, probando con cultivos 

mixtos con restos celulares de E. nigrum TORT, y por el otro lado, restos celulares 

de C. javanica CHE-CNRCB 303. 

Fue importante encontrar que la mayor producción de BEA se obtuvo en los cultivos 

con restos celulares de E. nigrum TORT (figura 36) (p < 0.05), 37.4 mg.L-1 que en 

comparación al control que produjo 27.3 mg.L-1 representa un incremento del 36.9%, 

además no hubo un cambio significativo en la producción de biomasa entre los 

cultivos mixtos y el control (figura 37), lo que indica que en el cultivo con restos 

celulares de E. nigrum TORT se está activando una vía de señalización en F. 

oxysporum AB2 que promueve la producción de BEA. 

La activación de vías de señalización en cultivos mixtos ya ha sido reportada 

(Bertrand et al., 2014; Brakhage & Schroeckh, 2011; Chen et al., 2015), también se 

ha reportado a F. oxysporum junto a E. nigrum infectando un mismo hospedero, 

derivando en un aumento en la producción de metabolitos secundarios en ambos 

hongos (Lorenzini & Zapparoli, 2015), debido a lo anterior E. nigrum TORT fue 

seleccionado para realizar los cultivos mixtos. 
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Figura 36. Comparación en la producción de BEA (mg.L-1) a los 7 días de cultivo de F. oxysporum 
AB2 a los 7 días de cultivo, en SSF usando el medio 3X en cultivo axénico (control) y cultivos mixtos 
usando C. javanica CHE-CNRCB 303 y E. nigrum autoclaveados.  
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Figura 37. Comparación en la producción de biomasa (g.L-1) a los 7 días de cultivo de F. oxysporum 
AB2 a los 7 días de cultivo, en SSF usando el medio 3X en cultivo axénico (control) y cultivos mixtos 
usando C. javanica CHE-CNRCB 303 y E. nigrum TORT autoclaveados.  

Fue interesante que los cultivos mixtos donde F. oxysporum AB2 y E. nigrum TORT 

se encontraban viables mostraron una producción de BEA menor a la del control 

(cultivo axénico de F. oxysporum AB2). Por otro lado, el cultivo de F. oxysporum 

AB2 con 5 g.L-1 de restos celulares de E. nigrum TORT fue el único cultivo que 

superó la producción de BEA del control, llegando a 84.6 mg de BEA por litro de 

medio de cultivo, es decir, 45.8% más que el cultivo control (p>0.05) (figura 38). La 

mejora obtenida del 45.8% en la producción de BEA, supera el aumento que han 

alcanzado otros estudios respecto a su cultivo control, por ejemplo, Xu et al., (2011) 

que optimizando un medio de cultivo consiguen un aumento en la producción de 

BEA del 23.7% respecto a su cultivo control, del mismo modo, Xu et al., (2010) 

consiguen solo un aumento en la producción de BEA de tan solo el 18.04% respecto 

a su grupo control. 
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Figura 37. Producción de BEA en mg.L-1 a los 7 días de cultivo en co-cultivos bajo SSF usando el 
medio de cultivo concentrado 3X; F: Fusarium oxysporum AB2; E: Epicoccum nigrum TORT; F/E ac: 
Fusarium oxysporum AB2 más restos celulares autoclaveados de Epicoccum nigrum TORT; E/F ac: 
Epicoccum nigrum TORT más restos celulares autoclaveados de Fusarium oxysporum AB2; F/E 
95/5: Fusarium oxysporum AB2 y Epicoccum nigrum TORT fueron inoculados en una proporción de 
95/5; F/E 85/15: Fusarium oxysporum AB2 y Epicoccum nigrum TORT fueron inoculados en una 
proporción de 85/15; F/E 50/50: Fusarium oxysporum AB2 y Epicoccum nigrum TORT fueron 
inoculados en una proporción de 50/50; F/E 25/75: Fusarium oxysporum AB2 y Epicoccum nigrum 
TORT fueron inoculados en una proporción de 25/75. 

Por otra parte, en la producción de biomasa (figura 39) solamente el cultivo de E. 

nigrum TORT con 5 g.L-1 de restos celulares de F. oxysporum AB2 superó la 

biomasa producida por el control (cultivo axénico de F. oxysporum AB2),  en el resto 

de los cultivos mixtos la biomasa era igual o menor. Debido a que en el cultivo de 

F. oxysporum AB2 con 5 g.L-1 de restos celulares de E. nigrum TORT no aumentó 

la producción de biomasa, respecto al control, pero sí de BEA, existe un aumento 

en la producción especifica de BEA en este cultivo, como se observa en la figura 
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Figura 39. Producción de biomasa en g.L-1 a los 7 días de cultivo en co-cultivos bajo SSF usando el 
medio de cultivo concentrado 3X; F: Fusarium oxysporum AB2; E: Epicoccum nigrum TORT; F/E ac: 
Fusarium oxysporum AB2 más restos celulares autoclaveados de Epicoccum nigrum TORT; E/F ac: 
Epicoccum nigrum TORT más restos celulares autoclaveados de Fusarium oxysporum AB2; F/E 
95/5: Fusarium oxysporum AB2 y Epicoccum nigrum TORT fueron inoculados en una proporción de 
95/5; F/E 85/15: Fusarium oxysporum AB2 y Epicoccum nigrum TORT fueron inoculados en una 
proporción de 85/15; F/E 50/50: Fusarium oxysporum AB2 y Epicoccum nigrum TORT fueron 
inoculados en una proporción de 50/50; F/E 25/75: Fusarium oxysporum AB2 y Epicoccum nigrum 
TORT fueron inoculados en una proporción de 25/75. 
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Figura 40. Producción específica (YP/X) mg BEA/g biomasa a los 7 días de cultivo en co-cultivos 
bajo SSF usando el medio de cultivo concentrado 3X; F: Fusarium oxysporum AB2; E: Epicoccum 
nigrum TORT; F/E ac: Fusarium oxysporum AB2 más restos celulares autoclaveados de Epicoccum 
nigrum TORT; E/F ac: Epicoccum nigrum TORT más restos celulares autoclaveados de Fusarium 
oxysporum AB2; F/E 95/5: Fusarium oxysporum AB2 y Epicoccum nigrum TORT fueron inoculados 
en una proporción de 95/5; F/E 85/15: Fusarium oxysporum AB2 y Epicoccum nigrum TORT fueron 
inoculados en una proporción de 85/15; F/E 50/50: Fusarium oxysporum AB2 y Epicoccum nigrum 
TORT fueron inoculados en una proporción de 50/50; F/E 25/75: Fusarium oxysporum AB2 y 
Epicoccum nigrum TORT fueron inoculados en una proporción de 25/75. 

El aumento considerable en la producción de BEA, en los cultivos de F. oxysporum 
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de nuevos compuestos usando cultivos con más de un microorganismo viable o 

usando restos celulares ya han sido reportados (Ancheeva et al., 2017; Bertrand et 

al., 2014; Chagas et al., 2013), se considera un mecanismo para la activación de 

genes que permanecen silenciados en los cultivos axénicos.  

Por otra parte, todos los cultivos mixtos que contenían ambos hongos viables 

presentaron una menor producción de BEA, e igual o menor producción de biomasa, 

lo que sugiere una competición por nutrientes y espacio dentro del cultivo, como se 

ha descrito entre especies de este género, tanto in vitro como in vivo (Jensen et al., 

2016; Lorenzini & Zapparoli 2015). Esto también se identificó en el ensayo de 

confortación directa (figura 41), donde E. nigrum TORT después de 21 días de 

cultivo termina por colonizar a F. oxysporum AB2, mostrando una clara competencia 

por espacio. La presencia de restos celulares autoclaveados no representa 

competición por nutrientes y espacio para el hongo viable, aunque sí contiene 

moléculas que activan la vía de señalización responsable para la producción de 

diferentes metabolitos secundarios, como los producidos por una vía no ribosomal 

que incluyen a la catálisis de la beauvericina sintetasa (Ancheeva et al., 2017; 

Bertrand et al., 2014; Zobel et al., 2016). El mecanismo de como la presencia de 

ciertas moléculas de otro microorganismo aumentan la producción de metabolitos 

secundarios se ha atribuido a la acetilación de histonas que relajan el 

empaquetamiento del ADN, facilitando así la expresión de genes responsables de 

la síntesis de metabolitos secundarios (Barrios-González, 2018). 

 

Figura 41. Ensayo de competición de F: F. oxysporum AB2 (colonia roja a morado) y E: E. nigrum 
TORT (colonia blanca a amarillo) a: 9 días después de la inoculación; b: 12 días después de la 
inoculación; c: 21 días después de la inoculación; d: 21 días después de la inoculación.  
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La activación de las vías de señalización puede ser a una respuesta antagónica 

entre los hongos que conforman el cultivo mixto, común cuando dos 

microorganismos crecen en espacios confinados, aunque los mecanismos 

moleculares permanecen sin ser claros (Chagas et al., 2013).  Esta respuesta ocurre 

cuando el micelio de uno de los hongos entra en contacto directo con el micelio del 

otro, o de forma indirecta cuando un hongo detecta componentes solubles o volátiles 

de otro (Bertrand et al., 2014). La respuesta persiste aun cuando uno de los hongos 

se encuentra autoclaveado en el cultivo mixto, puesto que los cultivos con restos 

celulares incrementan la producción de BEA respecto a los cultivos axénicos.  

La biomasa generada en los cultivos mixtos es similar a la generada en el control, 

sin embargo, cuando ambos hongos entran en contacto se observa colonización de 

E. nigrum TORT por encima de F. oxysporum AB2 (figura 41). Esto sugiere que los 

cultivos donde el inóculo de E. nigrum TORT es igual o mayor que al de F. 

oxysporum AB2 (50:50 y 25:75 de F. oxysporum AB2 y E, nigrum TORT 

respectivamente) la biomasa que predomina es de E. nigrum TORT.  

En esta sección, se concluye que la producción de BEA en SSF de F. oxysporum 

con 5 g.L-1 de restos celulares autoclaveados de E. nigrum se incrementa de forma 

importante llegando a 84.6 mg de BEA por litro de medio de cultivo, es decir, 45.8% 

más que el cultivo control. 

8.13 Ensayos in-vitro con células cancerígenas  

En los últimos años se ha mostrado que la BEA posee un efecto antitumoral, tanto 

en líneas celulares de cáncer como en modelos in-vivo de carcinomas (Heilos et al., 

2017; Whang & Xu, 2012). Sin embargo, no se ha determinado si la BEA posee un 

efecto sinérgico en combinación con antitumorales, como ocurre cuando se le 

combina con antifúngicos (Zhang et al., 2017). Por lo que resulta importante 

determinar el efecto de la BEA en combinación con uno de los antitumorales más 

prescritos como es el cisplatino, específicamente frente a líneas celulares de cáncer 

de pulmón, donde la BEA ha mostrado su mayor efecto citotóxico.   
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La CI50 para la línea celular H-1975 de BEA fue de 5 µM, mientras que para el 

cisplatino fue de 6 µM como se muestra en la figura 42, ya que concentraciones por 

debajo de está no poseen diferencia significativa entre ellas y la viabilidad celular 

es superior al 50%. La CI50 de cisplatino determinada en estos ensayos es similar 

a la reportada por Wang et al., (2015) con cuatro líneas celulares de cáncer de 

pulmón utilizando, la H-1975 como la más resistente a cisplatino; no obstante, al 

combinar el cisplatino con otros antitumorales se muestra un mayor efecto citotóxico 

no solo en la línea celular H-1975, sino también en diferentes líneas celulares de 

cáncer de pulmón.  

 

Figura 42. Viabilidad celular obtenida por MTT de la línea celular H-1975 para diferentes 
concentraciones de BEA y cisplatino, señalando en azul la CI50 de cisplatino y en rojo la CI50 de la 
BEA. 

La viabilidad de la línea celular H-1975, frente a las diferentes combinaciones de 

BEA y cisplatino (figura 43), indica que existe un efecto sinérgico al combinar 

diferentes concentraciones de estos, pero el mayor efecto sinérgico se observa al 
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combinar 1.5 µM de cisplatino con 1 µM de BEA, indicando que al combinar una 

cuarta parte de la CI50 de cisplatino con una quinta parte de la CI50 de BEA se 

logra una viabilidad celular por debajo del 50%. Estos resultados indican que la BEA 

disminuyó cuatro veces la concentración de cisplatino necesaria para inhibir el 

crecimiento de esta línea celular, lo que podría representar una disminución 

importante en las concentraciones de este fármaco utilizadas en el tratamiento de 

cáncer de pulmón, derivando en una disminución en los efectos secundarios que 

ocasiona el cisplatino y en tratamientos menos costosos. 

El sinergismo observado en la línea celular H-1975, al combinar cisplatino con BEA, 

se relaciona con diferentes autores que han mostrado que el cisplatino es el fármaco 

antitumoral con mayor efecto sinérgico en combinación con productos naturales y 

metabolitos secundarios cuando se aplica especialmente a líneas celulares de 

cáncer de pulmón, potencializando diferentes vías que conllevan a la apoptosis de 

células cancerosas; lo anterior incluyela modificación en la expresión de genes que 

codifican para proteínas proapoptóticas y antiapoptóticas, liberación del citocromo 

C, aumento intracelular de calcio y ruptura del ADN (Ku et al., 2020; Liang et al., 

2013; Ryu et al., 2018; Wan et al., 2018;  Wroblewska et al., 2021).  
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Figura 43. Viabilidad celular obtenida por MTT de la línea celular H-1975 para diferentes para 

diferentes combinaciones de cisplatino y BEA, señalando en rojo la combinación que tuvo el mayor 

efecto sinérgico.  

Por otro lado, la CI50 para la línea celular H-1299 de BEA también fue de 5 µM, 

aunque este valor no es preciso, ya que no tiene diferencias estadísticamente 

significativas con valores de viabilidad obtenidos usando concentraciones de BEA 

inferiores o superiores a esta concentración, mientras que la CI50 de cisplatino no 

pudo ser determinada ya que es superior a las concentraciones utilizadas, por lo 

que se encuentra por encima de 11 µM (figura 44).  

3.1

16.5
20.2

10.3
15.6

5.8
8.9

34.3
42.9

41.8

78.7

94

29.5

51.3

27

46

99.2

52.8

51.3
51.4

77

119.8

-20

0

20

40

60

80

100

120

140

160

C
is

 6
µ

M
 +

 B
E

A
 2

.5
µ

M

C
is

 6
µ

M
 +

 B
E

A
 2

µ
M

C
is

 6
µ

M
 +

 B
E

A
 1

.5
µ

M

C
is

 6
µ

M
 +

 B
E

A
1

µ
M

C
is

 6
µ

M
 +

 B
E

A
0

.5
µ

M

C
is

 6
µ

M
 +

 B
E

A
 0

.2
5

µ
M

C
is

 3
µ

M
 +

 B
E

A
 2

.5
µ

M

C
is

 3
µ

M
 +

 B
E

A
 2

µ
M

C
is

 3
µ

M
 +

 B
E

A
 1

.5
µ

M

C
is

 3
µ

M
 +

 B
E

A
1

µ
M

C
is

 3
µ

M
 +

 B
E

A
0

.5
µ

M

C
is

 3
µ

M
 +

 B
E

A
 0

.2
5

µ
M

C
is

 1
.5

µ
M

 +
 B

E
A

 2
µ

M

C
is

 1
.5

µ
M

 +
 B

E
A

 1
.5

µ
M

C
is

 1
.5

µ
M

 +
 B

E
A

1
µ

M

C
is

 1
.5

µ
M

 +
 B

E
A

0
.5

µ
M

C
is

 1
.5

µ
M

 +
 B

E
A

 0
.2

5
µ

M

C
is

 0
.7

5
µ

M
 +

 B
E

A
 2

µ
M

C
is

 0
.7

5
µ

M
 +

 B
E

A
 1

.5
µ

M

C
is

 0
.7

5
µ

M
 +

 B
E

A
1

µ
M

C
is

 0
.7

5
µ

M
 +

 B
E

A
0

.5
µ

M

C
is

 0
.7

5
µ

M
 +

 B
E

A
 0

.2
5

µ
M

Viabilidad



101 
 

 

Figura 44. Viabilidad celular obtenida por MTT de la línea celular H-1299 para diferentes 
concentraciones de BEA y cisplatino. 

Debido a que no se tiene una CI50 para cisplatino ni una CI50 confiable de BEA, no 

es posible determinar si en esta cepa existe un efecto sinérgico al combinarlos, aun 

con esta limitación, se realizaron ensayos combinando diferentes concentraciones 

de cisplatino y BEA (figura 45), donde se observa que no hubo diferencias 

estadísticamente significativas en la viabilidad celular de ninguna de las 

combinaciones probadas. 
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Figura 45. Viabilidad celular obtenida por MTT de la línea celular H-1299 para diferentes 
combinaciones de BEA y cisplatino. 

La concentración de cisplatino usada en la línea celular H-1299 fue asignada debido 

a que se encuentra por encima de la CI50 reportada que va entre los 6 y 10 µM (Ku 

et al., 2020; Wang et al., 2022). Sin embargo, esta no fue alcanzada en los ensayos 

realizados, probablemente al número de pase de las células, es decir el número de 

veces que se han dividido a partir del aislado original, lo cual puede causar 

mutaciones o cambios en la permeabilidad celular (Ku et al., 2020). Esto último es 

común en diferentes estudios y es la principal causa de resistencia al cisplatino (Ku 

et al., 2020) Por otro lado, el efecto sinérgico que se ha observado específicamente 

en esta línea celular es debido a que los metabolitos, o compuestos probados en 

conjunto con el cisplatino aumentando la sensibilidad y permeabilidad celular, lo que 

mejora el ingreso de cisplatino a la célula, mas no potencializando una vía de 

señalización que derive en la apoptosis (Wang et al., 2022; Wu et al., 2011).  

Aunque los resultados mostrados con la línea celular H-1975 indican que la BEA 

posee un efecto sinérgico en combinación con el cisplatino, este efecto debe de ser 
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colaborado utilizando otra línea celular de cáncer de pulmón, y determinar la 

citotoxicidad de esta combinación en líneas celular no cancerígenas que ayudan a 

probar la seguridad de esta combinación, además de otros ensayos que determinen 

el tipo de muerte celular que se lleva a cabo. 

8.14 Efecto antimicrobiano de la beauvericina 

La BEA tiene un amplio espectro antibacteriano, en diferentes especies de bacterias 

tanto Gram positivas como Gram negativas (Whang & Xu, 2012), aunque no se ha 

explorado un posible efecto sinérgico al combinarse con antibióticos, como ocurre 

cuando se combina con antifúngicos (Zhang et al., 2017); de ser así, la BEA tendría 

un potencial para el desarrollo de nuevas terapias contra infecciones bacterianas, 

capaz de atender uno de los principales problemas de salud a nivel mundial, que es 

la aparición de cepas bacterianas resistentes a antibióticos (OMS, 2022). 

La determinación de la CMI para las tres cepas bacterianas se muestra en la tabla 

12. Hubo una marcada diferencia entre las CMI de las cepas de S. aureus ya que la 

cepa resistente (ATCC 43300), además de ser resistencia a oxacilina, también 

mostró duplicar la CMI de BEA, y ser alrededor de 8400 veces más resistente a la 

lincomicina en comparación con la cepa no resistente (ATCC 25923). La cepa ATCC 

14028 de S. typhimurium resultó ser muy sensible a ciprofloxacino, siendo la CMI 

más baja de todas, de tan solo 2.5 nM; sin embargo, la BEA no tuvo ningún efecto 

frente a esta cepa capaz de crecer en la concentración más alta probada ( 60 µM). 

Debido a que la BEA es prácticamente insoluble en agua, los ensayos donde se 

usaron concentraciones por arriba de 20 µM de BEA, ésta precipitaba al ser 

agregada al medio de cultivo, lo que interfería en la lectura de la placa a 600 nm. 

Por eso la viabilidad de S. typhimurium en concentraciones por arriba de 20 µM se 
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determinó por cultivo en placa, transfiriendo los 100 µL del pozo en una caja Petri 

con agar Mueller Hinton, sembrando en césped e incubando durante 24 horas. 

Tabla 12. Concentración mínima inhibitoria (CMI) para las cepas bacterianas utilizadas. N/A: no 
aplica. -: sin efecto. 

Cepa Beauvericina Oxacilina Lincomicina Ciprofloxacino 

S. aureus ATCC 

25923 
0.31 µM 0.015 µM 0.038 µM N/A 

S. aureus ATCC 

43300 
0.62 µM 0.125 µM 320 µM N/A 

S. typhimurium 

ATCC 14028 
- N/A N/A 2.5 nM 

 

Las CMI de BEA para ambas cepas de S. aureus son más bajas que las reportadas 

en diferentes estudios, que van de los 3 a los 32 µM, tanto para cepas resistentes 

como para las no resistentes. Las diferencias en la CMI parecen relacionarse con la 

cepa de S. aureus utilizada, ya que en todos los casos se usan cepas diferentes 

(Perazzi et al., 2010; Sondergaard et al., 2016; Wang et al., 2011). Cabe mencionar 

que la CMI de BEA para la cepa resistente de S. aureus es tan solo el doble que, 

de la cepa no resistente, a diferencia de la lincomicina cuya CMI para la cepa 

resistente es mayor de 8000 veces en relación a la cepa no resistente, sugiriendo 

que los mecanismos de resistencia de la cepa ATCC 43300 no son tan efectivos 

contra la BEA, como lo son con lincomicina.  

La gran diferencia en la CMI de lincomicina, entre la cepa resistente y la no 

resistente de S. aureus, podría relacionarse a los genes mec, especialmente por los 

genes mecA y mecC, ya que mínimo un gen de esta familia se encuentra en todas 

las cepas de S. aureus que presentan resistencia a antibióticos. Estos genes 

codifican para proteínas que se unen a los antibióticos impidiendo su acción, la 

afinidad de estas proteínas es menor en los betalactámicos. En el caso de la cepa 
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ATCC 43300, esta posee la secuencia genética SCCmec que incluye el gen mecA 

(Giudice et al., 2018; Kriegeskorte et al., 2018; Sanchez et al., 2013). Sin embargo, 

no se ha descrito como la proteína PBP2A (codificada por el gen mecA), otorga 

resistencia a la lincomicina como se observa en la cepa ATCC 43300 de S. aureus. 

En el caso de la cepa ATCC 14028 de S. typhimurium, la mayoría de los estudios 

que muestran el efecto antibacteriano de la BEA, no utilizan cepas de S. 

typhimurium (Castlebury et al., 1999; Meca et al., 2010; Wang et al., 2011; Whang 

& Xu, 2012). Aunque Sondergaard et al., en el 2016 intentaron determinar en cultivo 

líquido la CMI de BEA para una cepa de S. typhimurium sin éxito, ya que fue 

resistente a la concentración más alta utilizada (256 µM). Tampoco concentraciones 

hasta de 200 µM de análogos de BEA tienen efecto en la viabilidad de dos cepas 

de S. typhimurium (Yilmaz, 2014). La resistencia de S. typhimurium a la BEA parece 

relacionarse únicamente a esta especie, ya que Meca et al., (2010) determinaron 

que la CMI de BEA es de 11 nM para la cepa CECT 554 de S. enterica. Los 

mecanismos de acción de como la BEA posee un efecto antibacteriano son 

escasos, solo se ha reportado que no interviene con la síntesis de peptidoglucano 

(Whang & Xu, 2012) por lo que no es posible inferir la interacción entre S. 

typhimurium y BEA, aunque las altas concentraciones de BEA pueden indicar que 

no existe ningún tipo de interacción.  

En cuanto el efecto sinérgico de la BEA, la técnica de tablero mostró que existe un 

efecto sinérgico marcado al combinar la BEA con la oxacilina en S. aureus, tanto en 

la cepa no resistente (figura 46) como en la cepa resistente (figura 47),  en ambos 

casos el ICIF está por debajo del 0.5. Sin embargo, el valor del ICIF para la cepa de 

S. aureus no resistente es prácticamente la mitad que el de la cepa resistente, es 

decir, el efecto sinérgico de la BEA en combinación con la oxacilina es mayor en la 

cepa no resistente. De manera notable, para la cepa resistente de S. aureus la mitad 

de la CMI de BEA fue suficiente para eliminar su resistencia a oxacilina,  de hecho, 

al agregar 0.31 µM de BEA, 0.015 µM de oxacilina fue suficiente para inhibir su 

crecimiento. Esta última concentración es la CMI de oxacilina para la cepa no 

resistente de S. aureus, aunque en esta cepa el mayor efecto sinérgico se obtiene 
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al combinar una cuarta parte de la CMI de oxacilina con una octava parte de la CMI 

de BEA, esta combinación inhibe el crecimiento de S. aureus. Estos resultados 

indican que la BEA puede ser un excelente agente antibacteriano con un efecto 

sinérgico, incluso en cepas resistentes, logrando que estas vuelvan a ser sensibles. 

Este resultado representa un área de oportunidades para la BEA, se proyecta que 

tratamientos actuales que han perdido efectividad en contra de infecciones 

bacterianas vuelvan a ser eficaces.  

 

Figura 46. Técnica de tablero mostrando el efecto sinérgico de beauvericina y oxacilina sobre S. 
aureus ATCC 25923 (cepa no resistente). Se muestra con amarillo los pozos donde hubo crecimiento 
bacteriano, en blanco los pozos sin crecimiento bacteriano y se señala con rojo la combinación con 
el mayor efecto sinérgico.  

𝐼𝐶𝐼𝐹 = 𝐶𝐼𝐹 𝑑𝑒 𝑜𝑥𝑎𝑐𝑖𝑙𝑖𝑛𝑎 + 𝐶𝐼𝐹 𝑑𝑒 𝐵𝐸𝐴 

𝐼𝐶𝐼𝐹 = 0.1266 + 0.0312 = 0.1578 
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Figura 47. Técnica de tablero mostrando el efecto sinérgico de beauvericina y oxacilina sobre S. 
aureus ATCC 43300 (cepa resistente). Se muestra con amarillo los pozos donde hubo crecimiento 
bacteriano, en blanco los pozos sin crecimiento bacteriano y se señala con rojo la combinación con 
el mayor efecto sinérgico.  

𝐼𝐶𝐼𝐹 = 𝐶𝐼𝐹 𝑑𝑒 𝑜𝑥𝑎𝑐𝑖𝑙𝑖𝑛𝑎 + 𝐶𝐼𝐹 𝑑𝑒 𝐵𝐸𝐴 

𝐼𝐶𝐼𝐹 = 0.248 + 0.125 = 0.373 

En el caso de la lincomicina y el efecto que posee en combinación con la BEA, la 

prueba de tablero determinó que el valor de ICIF es el mismo tanto para la cepa no 

resistente (figura 48) como para la cepa resistente (figura 49) de S. aureus. Al estar 

por arriba de 0.5 se trata de un efecto de adición muy cercano al sinergismo,  e 

indica que este efecto no se afecta por los mecanismos que otorgan resistencia a la 

cepa ATCC 43300 de S. aureus.  La única diferencia entre la interacción de la BEA 

con lincomicina, observado entre ambas cepas de S. aureus, es que en la cepa no 

resistente se requiere una cuarta parte de la CMI tanto de BEA como de lincomicina 

para inhibir su crecimiento, mientras que para la cepa resistente se requiere una 
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cuarta parte de la CMI de lincomicina en combinación con la mitad de la CMI de 

BEA para inhibir su crecimiento, no obstante, en ambos casos el pozo C9 es el que 

representa el ICIF más bajo.   

 

Figura 48. Técnica de tablero mostrando el efecto sinérgico de beauvericina y lincomicina sobre S. 
aureus ATCC 25923 (cepa no resistente). Se muestra con amarillo los pozos donde hubo crecimiento 
bacteriano, en blanco los pozos sin crecimiento bacteriano y se señala con rojo la combinación con 
el mayor efecto sinérgico.  

𝐼𝐶𝐼𝐹 = 𝐶𝐼𝐹 𝑑𝑒 𝑙𝑖𝑛𝑐𝑜𝑚𝑖𝑐𝑖𝑛𝑎 + 𝐶𝐼𝐹 𝑑𝑒 𝐵𝐸𝐴 

𝐼𝐶𝐼𝐹 = 0.5 + 0.007 = 0.507 
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Figura 49. Técnica de tablero mostrando el efecto sinérgico de beauvericina y lincomicina sobre S. 
aureus ATCC 43300 (cepa resistente). Se muestra con amarillo los pozos donde hubo crecimiento 
bacteriano, en blanco los pozos sin crecimiento bacteriano y se señala con rojo la combinación con 
el mayor efecto sinérgico.  

𝐼𝐶𝐼𝐹 = 𝐶𝐼𝐹 𝑑𝑒 𝑙𝑖𝑛𝑐𝑜𝑚𝑖𝑐𝑖𝑛𝑎 + 𝐶𝐼𝐹 𝑑𝑒 𝐵𝐸𝐴 

𝐼𝐶𝐼𝐹 = 0.5 + 0.007 = 0.507 
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Figura 50. Técnica de tablero mostrando el efecto antagónico de beauvericina y ciprofloxacino sobre 
S. typhimurium ATCC 14028. Se muestra con amarillo los pozos donde hubo crecimiento bacteriano, 
en blanco los pozos sin crecimiento bacteriano. 

Al igual que Sondergaard et al., (2016) no fue posible determinar la CMI de BEA 

para S. typhimurium por lo que tampoco fue posible calcular su CIF: Independiente 

a esta limitación, se probaron diferentes combinaciones entre ciprofloxacino y BEA, 

utilizando la CMI de ciprofloxacino y 30 µM como la concentración más alta de BEA 

(figura 50). Se encontró un efecto antagónico marcado por parte de la BEA, ya que 

S. typhimurium en presencia de BEA era capaz de crecer hasta en el doble de la 

CMI de ciprofloxacino, además que la determinación de la viabilidad de S. 

typhimurium, utilizando concentraciones altas de BEA se llevó a cabo por cultivo en 

caja, se cuantificó que el número de unidades formadoras de colonia de S. 

typhimurium aumentaba conforme aumentaba la concentración de BEA, incluso 

utilizando el doble de la CMI de ciprofloxacino (figura 51). 
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Figura 51. Cultivos en placa mostrando el efecto antagónico de la BEA. a: 30 µM de BEA + 2xCMI 
(5 nM) de ciprofloxacino; b: 20 µM de BEA + 2xCMI (5nM) de ciprofloxacino; c: 15 µM de BEA + 
2xCMI (5 nM) de ciprofloxacino. Utilizando agar Mueller Hilton.  

 

Como ya se mencionó poco se conoce acerca del efecto antibacteriano de la BEA 

(Whang & Xu, 2012), por lo que no es posible determinar o proponer mecanismos 

de cómo la BEA potencializa el efecto de la oxacilina y lincomicina en S. aureus o 

por qué actúa como antagonista en combinación de ciprofloxacino en S. 

typhimurium. El efecto sinérgico de la BEA solo ha sido descrito en combinación con 

antimicóticos (Zhang et al., 2007), por lo que el presente trabajo es el primero que 

describe un efecto sinérgico en combinación con antibióticos, junto con la limitante 

del principio de los mecanismos de acción de la BEA, hace difícil proponer o 

relacionar mecanismos de acción de cómo la BEA posee efecto sinérgico o 

antagonista en S. aureus o S. typhimurium, respectivamente. 

 

9. RESUMEN DE RESULTADOS  

1. La identificación molecular mediante la amplificación y secuenciación de los 

genes ribosomales y las secuencias ITS, el gen de actina, β-tubulina y el gen 

de elongación alfa, resultó ser un método adecuado que permite diferenciar 

entre especies estrechamente relacionadas.  

2. La amplificación parcial del gen de la beauvericina sintetasa no se relaciona 

con la producción de BEA y se sugiere un par de oligonucleótidos específicos 

para cada especie debido a la variabilidad de este gen. 
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3. De las cepas utilizadas solamente la cepa AB2 de F. oxysporum y la TORT 

identificada como E. nigrum mostraron una producción de BEA. 

4. La extracción en fase sólida con cartuchos C18 es un método adecuando 

para la prepurificación de la BEA.  

5. El análisis por HPLC y la espectroscopia de masas MALDI-TOF y ESI-TOF 

resulto ser un método adecuado para la purificación y caracterización de la 

BEA. 

6. El SSF aumenta la producción de BEA en comparación al SmF incluso 

utilizando el mismo medio de cultivo, pasando de 0.8 a 22.8 mg.L-1, lo que 

representa una producción 28.5 veces mayor. 

7. El cultivo en estado sólido utilizando el medio de cultivo optimizado y PUF 

como soporte sólido mostro ser el sistema de cultivo con la mayor producción 

de BEA, superando la producción del medio de cultivo enriquecido con 

caparazón de camarón y SSF usando bagazo de caña como soporte sólido. 

8. La disminución de la actividad de agua y la aplicación de pulsos oxidantes en 

los cultivos resulto se perjudicial para la producción de BEA  

9. Utilizando una versión más concentrada del medio aumentó 

considerablemente la producción y la producción especifica de BEA. 

Pasando de un 22.8 mg.L-1 a un 65.3 mg.L-1 (286.4% más) al triplicar la 

concentración del medio de cultivo. 

10. Utilizando el medio de cultivo optimizado y cultivo en estado sólido el máximo 

de producción de BEA se alcanza en el día 7 de cultivo y permanece hasta 

el día 11 de cultivo. 

11. La producción de BEA en SSF con medio 3X aumentó 29.5% utilizando 

cultivos mixtos de F. oxysporum AB2 con restos celulares de E. nigrum TORT 

en comparación con los cultivos axénicos de F. oxysporum AB2, alcanzando 

una producción de 84.6 mg.L-1.  

12. La BEA posee un efecto sinérgico en combinación con el cisplatino en la línea 

celular H-1975 de cáncer de pulmón, sin embargo, se sugiere el uso de otras 

líneas celulares de cáncer y células no cancerígenas que colaboren estos 

resultados y determinen la toxicidad en células normales.   
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13. La BEA mostró poseer un efecto sinérgico sobre las cepas ATCC 25923 y 

ATCC 43300 de S. aureus al combinarse con oxacilina, un efecto de adición 

sobre las cepas ATCC 25923 y ATCC 43300 de S. aureus al combinarse con 

lincomicina y un efecto antagónico sobre S. typhimurium ATCC 14028 al 

combinarse con ciprofloxacino.  

10. CONCLUSIONES  

El cultivo en estado sólido (SSF) tiene un efecto importante en la producción de 

BEA, ya que aumenta su producción en comparación al cultivo líquido (SmF) aun 

usando el mismo medio de cultivo. Sin embargo, el aumento en la producción de 

biomasa entre los cultivos SSF y SmF no es proporcional al aumento de la 

producción de BEA, indicando un efecto regulatorio positivo que deriva en un 

considerable aumento en la producción de BEA. Este efecto regulatorio también se 

manifiesta al modificar las condiciones de cultivo, debido a que la aplicación de 

pulsos oxidantes y la disminución de actividad de agua, disminuyen la producción 

de BEA, pero con la realización de cultivos mixtos aumenta. 

El cultivo en estado sólido implementado en nuestro trabajo, utilizando un medio de 

cultivo líquido optimizado, acorta los tiempos de producción de BEA, a tan solo siete 

días de cultivo, superando el tiempo de producción de cualquier sistema de cultivo, 

reportado hasta ahora. Por estas razones es importante considerar el potencial que 

posee el cultivo en estado sólido para la producción de metabolitos secundarios de 

interés industrial y farmacéutico. 

Por otro lado, la BEA posee un marcado efecto antibacteriano, en cepas de S. 

aureus tanto resistentes como no resistentes y aumenta cuando se combina con 

antibióticos como la oxacilina y la lincomicina llegando a presentar un efecto 

sinérgico, sin embargo, al combinar BEA con ciprofloxacino se presenta un fuerte 

efecto antagónico. Debido a lo anterior, se sugiere evaluar el efecto que posee la 

BEA combinada con diferentes antibióticos, frente a diferentes especies 

bacterianas. Por otro lado, la BEA mostro un potencial para ser usado como 

coadyuvante de antitumorales, por mostrar un efecto sinérgico en combinación con 

cisplatino frente a la línea celular de cáncer H-1975, por lo que se propone el uso 



114 
 

de otras líneas celulares, tanto cancerígenas como no cancerígenas, para 

determinar la seguridad y efectividad de la BEA.  Lo anterior proyecta a la BEA como 

una alternativa para el desarrollo de nuevas terapias menos costosas. 

 

11. PERSPECTIVAS  

- Desarrollar un par de oligonucleótidos, que permitan la amplificación parcial del 

gen de la beauvericina sintetasa, en cepas de diferentes especies, que puedan ser 

utilizados como un criterio de selección para la producción de BEA. 

- Evaluar el efecto del cultivo en estado sólido en la producción de BEA, utilizando 

otros medios de cultivo, donde se haya observado una alta producción de BEA. 

- Evaluar la producción de BEA en cepas superproductoras de BEA, utilizando 

cultivo en estado sólido y las condiciones expuestas en nuestro trabajo. 

- Determinar el efecto que tienen los restos celulares bacterianos, en la producción 

de BEA, mediante cultivos mixtos. 

- Evaluar el efecto antitumoral que posee la BEA, en combinación con cisplatino en 

otras líneas celulares de cáncer, y en líneas celulares no cancerígenas.  

- Evaluar el efecto que posee la BEA, en combinación con otros antibióticos y 

especies bacterianas diferentes a las utilizadas.  

- Determinar los mecanismos de acción, por los cuales la BEA posee un efecto 

antibiótico. 
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13. ANEXOS  

 

Anexo 1. Portada del artículo publicado en la revista Mycotoxin Research  
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Anexo 2. Resumen del cartel presentado en el XVIII congreso nacional de biotecnología y 
bioingeniería 2019 



133 
 

 

Anexo 3. Constancia por haber presentado el cartel titulado: “Expresión del gen de la beauvericina 
sintetasa en un cultivo en medio sólido” presentado en el XVIII congreso nacional de biotecnología 
y bioingeniería 2019 
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Anexo 4. Resumen del cartel presentado en el XLII congreso de control biológico 2019 
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Anexo 5.  Constancia por haber presentado el cartel titulado: “Producción de beauvericina en cultivo en 

medio Sólido” en el XLII congreso de control biológico 2019 
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Anexo 6. Resumen del cartel presentado en el XIX congreso nacional de biotecnología y 
bioingeniería 2021 
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Anexo 7. Constancia por haber presentado el cartel titulado: “Producción sostenida de beauvericina 
por cultivo en estado sólido” en el XIX congreso nacional de biotecnología y bioingeniería 2021 
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Anexo 8. Constancia por haber participado en simposio de perspectivas en biotecnología 2021 
presentando el trabajo titulado: “Purificación y caracterización de la beauvericina a partir de un cultivo 
en estado sólido” 
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Anexo 9. Constancia por haber participado en el simposio de perspectivas en biotecnología 2022 
presentando el trabajo de divulgación titulado: “Producción acelerada de una sustancia que podría 
disminuir el costo de las terapias contra el cáncer”.  
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Anexo 10. Artículo de divulgación titulado: “Molécula de ciertos hongos reduciría costos de terapias 
contra distintos tipos de cáncer” publicado en Boletines UAM. Julio 2022.  
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Anexo 11. Artículo de divulgación titulado: “Molécula Beauvericina podría reducir los costos de 
terapia contra algunos tipos de cáncer” publicado en Comunicación del conocimiento UAM. Agosto 
2022. 
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Anexo 12. Constancia por haber participado como asesor en la revisión del artículo titulado 
“Molécula Beauvericina podría reducir los costos de terapia contra algunos tipos de cáncer” 

 



145 
 

 

Anexo 13. Artículo periodístico titulado: “Hongos serían cura del cáncer” publicado el 17 de julio del 
2022, en periódico PASALA, NOTMUSA. 

 




