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RESUMEN

La beauvericina (BEA), es un metabolito secundario de interés farmacéutico que
producen algunas especies de hongos entomopatdgenos y fitopatdgenos, tiene
diversas actividades bioldgicas: antimicrobiana, antifungica, 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
sélidos los cuales poseen un gran potencial para la sintesis de metabolitos

secundarios y compuestos bioactivos de interés farmacéutico.

En el presente estudio se realizé una identificacion molecular de cepas de hongos
entomopatdgenos y fitopatdgenos, posteriormente se amplificd parcialmente el gen
de la beauvericina sintetasa y se realizé una comparacion en la produccién de BEA
entre cultivo en estado liquido y cultivo en estado sdlido, utilizando dos medios de
composiciones diferentes, después se aplicaron estrategias biotecnoldgicas para
aumentar la produccién de beauvericina como: el uso de medio de cultivo mas
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 combinaciéon con diferentes antibiéticos.

Los resultados mostraron que la produccion de beauvericina aumenta en el cultivo
en estado solido en comparacion con el cultivo en estado liquido, utilizando el mismo
medio de cultivo. EI medio de cultivo que presentd la mayor produccion de
beauvericina fue el concentrado 3X y se utilizd para realizar cultivos mixtos,
alcanzando la maxima produccién de beauvericina en tan solo siete dias de cultivo,
lo que supera el tiempo de produccion de cualquier sistema de cultivo reportado
hasta ahora. Finalmente se encontr6 que cuando se combina con diferentes
antibioticos 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 entomopatégenos

BEA: Beauvericina

RFLP: Analisis de los productos de digestion
VIH: Virus de inmunodeficiencia humana

BbBeas: Beauvericina sintetasa en la especie Beauveria bassiana
D-HYIV: D-2-hidroxiisovalerato

L-Phe: L-fenilalanina

Hbu: Acido DL-2-hexabutirico

RPMI: Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute
MAPK: Proteina quinasa activada por mitdgenos

PKA: Proteina quinasa A

RTKs: Receptor de tirosina quinasa

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

PDA: Agar dextrosa-papa

SSF: Cultivo en estado sdlido

SmF: Cultivo en estado liquido

aw. Actividad de agua (water activity)

ROS: especies reactivas de oxigeno (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: Proteina hipotética

ABC: Area bajo la curva

EFS: Extraccion en fase sélida

MS: Espectroscopia de masas

MALDI: Desorcién/ionizacion laser asistida por matriz (Matrix-Assisted Laser

Desorption/lonization)
ESI: lonizacion 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. INTRODUCCION
La beauvericina (BEA) es una micotoxina de la familia de moléculas conocida como

depsipéptidos ciclicos y es producida por algunos hongos como B. bassiana y los
del género de Fusarium sp. (Wang & Xu, 2012). Se sintetiza por una via no
ribosomal caracteristica de los hongos, es udecir se lleva a cabo unién de
aminoécidos fuera del ribosoma, en el caso de la BEA lo hace mediante la enzima
beauvericina sintetasa, la cual esta codificada por el gen bbBeas en la especie B.
bassiana o foBeas en la especie F. oxysporum y lleva a cabo la biosintesis tomando
como sustrato el acido D-2-hidroxiisovalerico (D-HY1V) y la L-fenilalanina (L-Phe)
(Wang & Xu 2012; Jiang et al., 2013). La beauvericina presenta gran variedad de
actividades biologicas como: insecticida, antibacteriana, antifangica, antiviral y
antitumoral (Agahi et al., 2021; Ganassi et al., 2002; Shin et al., 2009; Meca et al.,
2010; Wang & Xu, 2012).

El cancer 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 produccién de BEA y en su estudio como agente antitumoral, debido
a su efecto citotoxico en gran variedad de células cancerosas, disminucion de peso
y tamafio de tumores en ensayos in vivo (Cheng et al., 2009; Heilos et al., 2017), y
por sus mecanismos de accién propuestos como: aumento intracelular de calcio,
participacion de proteinas antiapoptoticas y proapoptoticas, liberacion del citocromo
C, entre otros (Kouri et al., 2003; Lin et al., 2005; Watjen et al., 2014). La BEA
también ha mostrado un efecto sinérgico en combinacidn con antimicoticos (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 antibidticos
o antitumorales como el cisplatino que es uno de los antitumorales mas prescritos

para tratar el cancer de pulmon.

La produccién de BEA se lleva a cabo mediante cultivos liquidos, también conocidos
como cultivos sumergidos, de hongos productores de BEA y para su purificacion

primero se utiliza generalmente una extraccion en fase solida que aproveche sus

1



propiedades fisicoquimicas, y posteriormente una purificacion final por HPLC
preparativo (Meca et al., 2010; Valencia et al., 2011; Jiang et al., 2013).

El cultivo en estado solido es un sistema de bajo costo que presenta una alta
productividad de compuestos bioactivos, donde los microorganismos crecen sobre
materiales sdlidos insolubles e inertes que poseen suficiente agua libre para que se
lleven a cabo las reacciones metabdlicas (Ruiz-Leza et al., 2007; Thomas et al.,
2013). Diferentes estudios describen las ventajas del cultivo en estado sdlido para
producir compuestos bioactivos de valor agregado como: enzimas, metabolitos
secundarios, antibioticos, acidos organicos, pigmentos, factores de crecimiento,
alcaloides, compuestos aromaticos entre muchos otros (Singhania et al., 2009;
Nagavalli et al., 2015; Farinas, 2015; Gongcalves et al., 2016; Oliveira et al., 2016;
Pérez-Sanchez et al., 2017). En el cultivo en estado sdlido es posible realizar
cultivos mixtos (cultivos donde coexisten dos o0 mas microorganismos donde al
menos uno de ellos esté viable)que aumentan alin mas la produccion y variabilidad
de metabolitos secundarios, ademas posee numerosas ventajas frente a la
fermentacion liquida o sumergida, y al llevarse a cabo en biorreactores pequefios 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 produccion de BEA.

2. MARCO TEORICO

2.1 Hongos entomopatbégenos
Los hongos entomopatégenos (HE), son aquellos que parasitan diferentes érdenes

de insectos, incluidas especies consideradas plagas agricolas lo que los convierte
en alternativas sustentables para el manejo de plagas (Meyling et al., 2007; Rondot
& Reineke 2018), a diferencia de los insecticidas quimicos, los HE no causan
resistencia en las plagas ni contaminan los alimentos agricolas obtenidos, como lo
hacen los insecticidas quimicos (Fernandes & Bittencourt 2008). Esto ha derivado
en la formulacion de bioinsecticidas basados en conidios de HE, especialmente de
las especies B. bassiana y M. anisopliae (Faria & Wraight 2007; Muiiz-Paredes et
al., 2017).



2.1.1 Proceso de infeccién de los HE

El proceso de infeccion de los HE comienza con el contacto directo del conidio con
la cuticula externa del insecto, este contacto genera interacciones no covalentes
como hidrofébicas, que deriva en la adhesion del conidio a la cuticula la adhesion
del conidio a la cuticula externa del insecto, posteriormente inicia la produccién de
diferentes enzimas liticas por parte del hongo las cuales le abren paso a los
nutrientes de la hemolinfa. Estos procesos activan la via de sefializacion
responsable de la sintesis de gran variedad de metabolitos secundarios, de hecho,
empiezan a ser sintetizados en esta etapa de la infeccion. Finalmente estos
metabolitos causaran la muerte al insecto, mientras el hongo produce metabolitos
secundarios también aumenta la expresion 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 mitosporico descrito en el afio 1835 por el
entomodlogo 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 6rdenes de insectos, siendo uno de los HE més estudiados y distribuido
en el mundo como bioinsecticida para el control de diferentes plagas de interés
agricola (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 industrializacion de esta especie contempla una seleccion
de aislados, siendo los mejores los mas virulentos y patdégenos, esta variabilidad se
deriva de las diferencias de cada aislado en su capacidad para producir enzimas

gue participan en el proceso infectivo, cantidad de metabolitos secundarios que



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 drdenes
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 farmaceéutico
y minerales, asi en los dltimos afios ha aumentado el nimero de investigaciones
acerca de la seguridad en el consumo de estos hongos, ya que gran numero de

estos metabolitos tienen propiedades neurotéxicas y citotoxicas (Chen et al., 2020).

2.2 Hongos fitopatégenos
Los hongos fitopatégenos 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, maiz,
papa, soya, hortalizas, pepino, tomate, melén, frijoles, la pimienta, remolacha,
zanahoria entre otras (INECOL, 2021). Los géneros de hongos fitopatdgenos de
mayor importancia son Fusarium, Giberella, Rhizoctonia, Verticillium, Alternaria y
Botrytis, siendo las especies del género Fusarium las de mayor prevalencia, la
infeccion de estos hongos produce en la planta diferentes tipos de enfermedades
gue culminan en marchitez vascular y muerte de la planta, mientras que en los frutos
y semillas son contaminados con micotoxinas dafinas para los mamiferos (Rojas-
Badia et al., 2017).

2.2.1 Género Fusarium



Se trata de un género de hongos filamentosos ampliamente distribuido por el suelo,
la mayoria de las especies son saprofitas y se asocian directamente con las plantas.
Sin embargo, algunas especies son fitopatdbgenas causando serias lesiones
necréticas en diferentes partes de la planta, que derivan en los casos mas 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
biologicas tales como antibacteriana, antifiUngica, 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

patégenos para cierto tipo de organismos superiores vulnerables, como mamiferos
o plantas, siendo su vulnerabilidad dada por inmunosupresion causada por un
agente patdgeno en los mamiferos o por medicamentos en el ser humano, y en el
caso de las plantas por una infeccién patégena previa o por dafios fisicos en esta
(Pappas, 2010). Muchos hongos oportunistas de ciertas especies de plantas
pueden encontrarse en otras de forma enddfita, es decir que no van a causar
enfermedad en la planta, por el contrario, pueden proporcionar proteccion a ésta
frente a otros patégenos al generar metabolitos secundarios inocuos o poco téxicos,
ademas de modificar la produccién de metabolitos de la propia planta que en
conjunto evitan la infecciobn de agentes patdégenos como bacterias y hongos

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

2.3.1 Epicoccum nigrum

Se trata de un hongo saprofito que puede ser fitopatdgenos o endéfito extendido
globalmente en diferentes tipos de suelo, produce conidios que van de los 15 a las

25 um de diametro y posee un rapido crecimiento, pudiendo alcanzar colonias de 6
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cm en dos dias, las cuales presentan coloracion que va del amarillo hasta el rojo o
café debido a pigmentos y metabolitos secundarios de interés industrial y
farmacéutico por su actividad antifingica, antibacteriana, antiviral y antitumoral,
mismos que protegen a la planta donde se encuentran como endofitos de
infecciones de hongos fitopatdégenos u otros patdgenos 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 biotecnoldgicas que aumenten la produccién de sus metabolitos de
interés o la purificaciéon de estos (Kaur et al., 2019; Kaur & Mumbarkar, 2019).

2.4 Métodos de identificacion de hongos filamentosos
La identificacion de hongos filamentosos resulta de gran importancia para reconocer

e identificar las especies con las que se va realizar una investigacion, asi como
seleccionar especies candidatas a ser una alternativa biologica a los insecticidas en
el caso de los HE, siendo uno de los métodos mas utilizados la identificacion
morfologica basada en la observacion macroscopica de los hongos como forma y
color de la colonia, asi como la observacién microscopica de la morfologia de las
hifas y los conidios (Nizamani et al., 2021). Otro de los métodos de identificacion se
basa en las caracteristicas bioquimicas de cada microorganismo para producir
enzimas o metabolitos secundarios facilmente detectables con pruebas de
laboratorio, las cuales son caracteristicas de cada género de hongos filamentosos.
Uno de los métodos de identificacion mas contundentes es la identificacion
molecular, ya que permite la diferenciacién de especies cercanas que no pueden
ser distinguidas mediante identificacion morfologica o bioquimica. La identificacion
molecular se basa en la amplificacibn y secuenciacion de diferentes partes
caracteristicas del genoma y Unicas de cada especie, por lo que son una
herramienta fiable para la identificacion de especies (Al-hemaid et al.,, 2014;

Sarsaiya et al., 2020).

2.4.1 ldentificacion bioquimica

La identificacion bioquimica se basa en las caracteristicas tintoriales y bioquimicas

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
caracteristicas de especies estrechamente relacionadas, ya que especies
relacionadas o que pertenecen al mismo género modifican de manera caracteristica
el ambiente donde se encuentran, mediante la captacién de sustancias necesarias
para su crecimiento (Trindade et al., 2016). Estas reacciones bioquimicas producto
ocasionadas por el hongo y su medio de cultivo representan una herramienta util

para su identificacion y clasificacion (Santos & Linardi, 2003).

2.4.2 Analisis de los patrones de digestion

Se trata de un andlisis actualmente poco usado para la identificacién 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 tipificacion de aislados sin la necesidad de herramientas
moleculares mas complejas. Se basa en el analisis de secuencias particulares de
cada especie, las cuales son obtenidas mediante PCR y posteriormente los
productos de PCR son digeridos por enzimas de restriccion, lo que deriva en la
obtencién de patrones de bandas (de tamafio definido y medible) para cada una de
las enzimas de restriccibn, 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
dificilmente diferenciados entre ellos, ya que es comldn que posean longitudes
similares que deriva en migraciones en el gel de agarosa muy similar, generando
una identificacion errébnea 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 si (figura 1) y son altamente conservadas entre especies
lo que las hace utiles para su amplificacion y secuenciacion junto con los genes
ribosomales para la identificacibn de especies, incluso si estan estrechamente

relacionadas, cosa que no ocurre con otros métodos como la identificacion



morfolégica o bioquimica (Al-hemaid et al., 2014). Otra de las ventajas de este
meétodo es que los genes ribosomales y regiones ITS tienen gran cantidad de copias
en el genoma lo que facilita su amplificacion y secuenciacion, lo cual no ocurre con
la identificacion molecular mediante la amplificacion de otros genes que solo tienen

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

ITS

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

2.4.4 B-Tubulina

Las tubulinas son una familia de proteinas con una similitud de hasta el 40% entre
ellas y se conforman por las las tubulinas alfa (a), beta () y gamma (y), siendo las
tubulinas alfa y beta subunidades esenciales de los microtibulos de las células
eucariontes, ya que se originaron junto con la aparicion 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 identificacién
molecular de especies; sin embargo, la divergencia evolutiva que sirve para la
identificacion molecular solo se encuentra en gen que codifica para el extremo
terminal de las tubulinas alfa y beta, ya que el resto esta altamente conservado
debido a la funcién esencial que lleva a cabo en la célula (Llanos et al., 1999;
Oakley, 2000). Debido a esta divergencia evolutiva la amplificacion y secuenciacién
de los genes de las tubulinas alfa y beta es un método utilizado para la identificacion
molecular de especies, posee ventaja frente a los métodos de identificacion
morfoldgica y bioquimica por diferenciar las especies a nivel molecular (Mohamed-
Moustafa et al., 2021; Zhang et al., 2020).

2.4.5 Actina



Se trata de una familia de proteinas 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 division celular, organizacion del citoplasma, incluso la actina
genera fuerzas mecanicas dentro de la célula como respuesta de sefales
extracelulares, lo que deriva en una alta conservacion en su secuencia a lo largo de
la evolucién. Por lo anterior, se utiliza ampliamente para la identificacion molecular
de especies, aun si estan muy relacionadas con otras, ocasionando que sean
dificilmente diferenciadas entre si por otros métodos como los morfoldgicos, por lo
tanto, utilizado especialmente en la identificacién de hongos filamentosos (Guirado
et al., 2002; Gunning et al., 2015).

2.4.6 Factor de elongacién alfa

Es una proteina que se expresa de manera constitutiva y de forma abundante, juega
un rol crucial para la traduccion de proteinas eucariotas actuando simultanea con el
ARN de transferencia para proporcionar los aminoacidos para la formacién de
cadenas peptidicas (Rios & Rios, 2011). Debido a que el gen que lo codifica muestra
un alto nivel de polimorfismo entre cada especie, incluso en las que estan
relacionadas entre si, su amplificacién y posterior secuenciaciéon o digestién con
enzimas de restriccion son métodos ampliamente utilizados para la identificacién
molecular de especies, siendo junto a otros métodos basados en la amplificacion y
secuenciacion de genes como los ribosomales y la tubulina, los mas usados para
una identificacion méas especifica, lo que representa una alternativa a métodos no
moleculares y menos especificos como la identificacion morfolégica o bioquimica
(Hafez et al., 2020; Mirhendi et al., 2015).

2.5 Metabolitos secundarios
Se trata de compuestos organicos con varias y sofisticadas estructuras quimicas

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

biolégicas, 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 produccion 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 Regulacion de la produccion de metabolitos secundarios

Las rutas de regulacion de los metabolitos secundarios pueden ser globales y estan
conectadas a las vias de regulacion de los metabolitos primarios por lo que la
induccion, regulacion o retroalimentacion por catabolitos de carbono, agotamiento
de ciertos nutrientes y cambios en los factores ambientales como temperatura y pH
afectan la biosintesis de metabolitos secundarios. Por otro lado, también puede
existir una regulacion mas especifica de la produccién de metabolitos secundarios
dada por factores de transcripcion especificos para un grupo de metabolitos

secundarios (Barrios-Gonzalez, 2018).

2.5.1.1 Regulacion por catabolitos de carbono
Se trata de una regulacion negativa para la produccién de metabolitos secundarios

dada por la fuente de carbono del medio. En este tipo de regulacion la presencia de
glucosa reprime los genes biosintéticos de los metabolitos secundarios al mismo
tiempo que reprime la expresion de enzimas que interfieren en el aprovechamiento
de fuentes de carbono mas complejas o directamente inhibiendo enzimas
responsables de la sintesis de metabolitos, para evitar este tipo de inhibicién en la
produccion de metabolitos secundarios se opta por utilizar fuentes de carbono de
compleja asimilacién como el almidén y mantener a la glucosa en concentraciones

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

2.5.1.2 Regulacion por nitrogeno y fosforo
La produccion de diferentes metabolitos secundarios fungicos como la penicilina, la

cefalosporina C y las aflatoxinas, se ve afectada por la presencia de nitrégeno
especialmente de amoniaco, por lo que una estrategia para fomentar la alta
productividad de metabolitos secundarios es la limitacion de nitrogeno facilmente

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

industria agricola (Barrios-Gonzalez, 2018).

Por otro lado, al igual que como ocurre con el nitrégeno, el fosforo también presenta
una regulacion negativa en la produccion de metabolitos secundarios algunos
ejemplos de metabolitos que disminuyen su produccion por la presencia de fosforo
son las cefalosporinas, tilosina y la vancomicina, por lo que la produccién de estos
compuestos se lleva a cabo en condiciones nutricionales limitadas de fosfato. El
mecanismo de como el fosfato posee una regulacién negativa en la produccion de
metabolitos secundarios se ha propuesto es a nivel de una cascada de transduccion
de sefiales, dada por el sistema PhoR-PhoP. La proteina PhoR es una quinasa
(sensor de fosfato) de membrana que al activarse fosforila a PhoP la cual una vez
activa regula la respuesta de union al ADN e inhibe la expresion de genes

productores de metabolitos secundarios (Barrios-Gonzalez, 2018; Martin, 2004)

2.5.1.3 Regulacion por retroalimentacion
Este mecanismo controla la sintesis de metabolitos primarios como como los

aminoacidos, nucleoétidos y vitaminas. Se ha observado que muchos metabolitos
secundarios como el cloranfenicol, idomicina, rastomicina, alcaloides, tilosina,
penicilina, entre otros regulan su propia biosintesis, Sin embargo, la regulacion de
muchos metabolitos secundarios no se lleva a cabo por una autorregulacion sino
que se ven regulados por un metabolito primario, por ejemplo la inhibicién de la
produccién de un aminoacido (autorregulable) puede disminuir la sintesis de
metabolitos secundarios que utilicen ese aminoacido como sustrato para su
sintesis. Sin embargo, la regulacion por retroalimentacion no siempre disminuye la
produccion de metabolitos secundarios, ya que es posible que la inhiba la
produccion 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

produccion de este (Barrios-Gonzalez, 2018; Drew & Wallis, 1983)
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2.5.1.4 Regulacion por estimulos ambientales y transduccion de sefiales
Las cascadas de transduccion de sefales estan estrechamente relacionadas con

los estimulos ambientales, una de estas cascadas de transduccion incluye vias de
sefalizacion MAPK y PKA bien estudiadas en hongos filamentosos, que se sabe
operan a traves de la deteccion de nutrientes y funcionan en paralelo a la via de las
MAP quinasas, muchas veces inician por cascadas de sefalizacidn de tipo proteina
quinasa A dependiente de AMPc y de tipo MAPK, las cuales estan mediadas por
receptores anclados a proteinas G, y en HE son generalmente activadas en etapas
de infeccion (Barrios-Gonzalez, 2018; Barranco et al., 2013; Lai et al., 2017). Sin
embargo, en algunos casos subunidades de la proteina G puede regular
negativamente factores de transcripcidn especificos de algunos metabolitos
(Barrios-Gonzélez, 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 regulacion
Se han descrito otros tipos de regulacion de la produccion de metabolitos

secundarios como la regulacion 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 transcripcion
provocando que enzimas responsables de la sintesis de metabolitos secundarios se
expresen (De la pefia & Loyola, 2017; Strauss & Reyes-Dominguez, 2011). También
se ha observado que condiciones ambientales poco favorables para el crecimiento
del microorganismo, son capaces de activar una proteina 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 transcripcion y aumentar la produccion de

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

Otro tipo de regulacion puede ser un estimulo ambiental dado por la comunicacion
entre diferentes especies que inducen la produccion de metabolitos secundarios

mediante la acetilacion 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 expresién de genes responsables de la

produccion de metabolitos secundarios (Barrios-Gonzalez, 2018).

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

filamentosos, entomopatégenos como B. bassiana y Cordyceps sp. y fitopatdgenos
como Fusarium sp. pertenece a la familia de los depsipéptidos ciclicos (Wang & Xu,
2012). Su estructura esta conformada por tres residuos de D-HYIV vy tres residuos
de metilfenilalanina de forma alternada, y es analoga a las enniatinas pero poseen

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

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

2.6.1 Sintesis de la beauvericina

La sintesis de la beauvericina se lleva a cabo por un mecanismo no ribosomal
caracteristico de los hongos, el cual lleva a cabo union de aminoacidos mediante
una enzima, es decir existe unién de aminoacidos fuera del ribosoma, la enzima
responsable de su sintesis 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

13



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 seleccidon de los aminoacidos (Wang & Xu, 2012). Por otro lado,
se ha reportado que cepas de B. bassiana producen una BEAS que es capaz de
utilizar el acido DL-2-hexabutirico (Hbu) y la DL-3-fluorofenilalanina como sustratos
ocasionando la produccién de analogos de BEA (Sivanathan & Scherkenbeck,
2014).
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Figura 3. Sintesis de beauvericina. Representacion esquematica que muestra la via no ribosomal
de sintesis de la BEA, catalizada por la enzima BEAS tomando como sustratos la metilfenilalanina y
acido D-2-hidroxiisovalerico.

2.6.2 Produccion de beauvericina

La mayoria de los estudios reportan la produccion de BEA mediante cultivos en
estado liquido o sumergido, sin embargo, llevar a cabo la produccién 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 tamafio y requieren
generalmente una fuente de energia eléctrica lo que los hace un proceso costoso.
Por otra parte, se utiliza una gran cantidad de medio de cultivo para producir
pequefias cantidades de BEA la cual terminado el tiempo de cultivo es dificil de
purificar debido a los altos volumenes del medio de cultivo, por lo que la produccion
de BEA es altamente costosa si se produce en un medio liquido (Jiang et al., 2013;
Shin et al., 2009).

2.6.2.1 Medios de cultivo productores de beauvericina

La produccion de BEA ha sido evaluada en diversos medios de cultivo liquido como
medios minimos, medios complejos como caldo dextrosa-papa y medios definidos
gue usan varias fuentes de carbono que van desde la glucosa hasta el sorbitol, la
maltosa y la galactosa, ademés de diversas fuentes de nitrégeno como gran
variedad de aminoacidos, peptona y nitrégeno inorganico como sulfato de amonio
((NH4)2S0a4), nitrato de potasio (KNOs), cloruro de amonio (NH4Cl), entre otros,
incluso se han llevado a cabo combinaciones de fuentes de nitrégeno complejas e
inorgénicas (Xu et al., 2010; Xu et al., 2011)

Los resultados de aquellos estudios que buscan optimizar un medio de cultivo que
aumente la produccion de BEA (Lee et al., 2008; Xu et al., 2010; Xu et al., 2011)
indican que la mejor fuente de carbono para la produccién de BEA es la glucosa,
por el contrario, algunos estudios indican que la fuente de carbono con la menor
produccion de BEA es la fructosa o la arabinosa, estos datos sugieren que no se
lleva a cabo una inhibicién en la produccién de BEA por catabolitos de carbono. En
cuanto las fuentes de nitrégeno la mejor fuente reportada para la produccion de BEA
es la peptona (Xu et al., 2010), sin embargo, otro estudio (Lee et al., 2008) indica
que utilizar fuentes complejas de nitrégeno, como aminoacidos no aumenta la
produccion de BEA en comparacion a fuentes inorganicas como el nitrato de potasio
(KNO3) o el nitrato de sodio (NaNOs), incluso obtienen la mayor produccién
especifica de BEA al utilizar nitrato de potasio (KNO3), como principal fuente de
nitrogeno, aunque al utilizar sulfato de amonio ((NH4)2S04), y cloruro de amonio
(NH4Cl) como principal fuente de nitrégeno la produccion de BEA disminuye
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considerablemente, lo que podria sugerir que hay una regulacion negativa cuando

el amonio se encuentra presente en el medio.

Por otra parte, Lee et al., (2011) observaron que la produccion de BEA no se ve
afectada cuando se agregan al medio de cultivo aminoacidos que utiliza la
beauvericina sintetasa como sustratos para la produccion de BEA como la
fenilalanina o L-valina lo que indica que no se lleva a cabo una regulacion por
retroalimentacion que afecte su produccidon. Finalmente, para obtener una alta
produccion de BEA resulta ser mas importante la seleccién de cepas que la del
medio de cultivo, ya que se ha observado que la diferencia en la produccion de BEA
es demasiada alta entre una cepay 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
produccion 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 Purificacion de la beauvericina

Los procesos de purificacion aprovechan las caracteristicas fisicoquimicas de la
BEA vy utilizan solventes no polares donde sea soluble para su extraccion, estos
solventes polares se mezclan con la biomasa de los cultivos, posteriormente se
separan los restos solidos del solvente, los metabolitos extraidos con el solvente se
someten a una purificacion previa generalmente por extraccion en fase solida (EFS)
usando una columna de silica, C8 o C18 con el fin de separar los componentes
polares previamente obtenidos de acuerdo a su grado de polaridad. Generalmente
esta prepurificacion se complemente con la purificacién final HPLC preparativo,
posterior a esto se necesita un andlisis de identificacion como espectroscopia de
masas 0 resonancia magneética (Jiang et al., 2013; Logrieco et al., 2002; Meca et
al., 2010; Rachmawati et al., 2018; Yiping et al., 2007).

2.6.4 Actividad bioldgica 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 facilmente por el cuerpo del insecto lo que provoca la
muerte del insecto (Whang & Xu, 2012).

La primera actividad biologica descrita para la BEA vez que se demostro que la
beauvericina poseia esta actividad bioldgica fue en un modelo de Artemia salina en
el afio de 1969, desde ahi 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 analogos como las eniantinas (Grove & Pople,
1980; Ganassi et al., 2002). En cuanto a los mecanismos de accion de esta actividad
bioldégica 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 clinico 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 liquidos como en
cultivos sdlidos, sin embargo, los mecanismos de accién de como la BEA posee
este efecto permanecen sin elucidar, pero se ha propuesto que no inhibe la sintesis
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 antibiéticos es una de las mayores
amenazas para la salud mundial, aunque la resistencia a antibioticos es un

fenbmeno natural, el uso indebido de antibiéticos estd acelerando el proceso,
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ocasionando un aumento en el nimero de infecciones por ejemplo, neumonia,
tuberculosis, gonorrea y salmonelosis cuyo tratamiento se vuelve mas dificil debido
a la pérdida de eficacia de los antibidticos actuales, estas infecciones pueden
afectar a cualquier persona independientemente de su edad o pais en el que viva,
ademas, la resistencia a los antibiéticos aumenta los costos médicos y la mortalidad
de las infecciones. Debido a lo anterior la OMS tiene como objetivo una iniciativa
para el aflo 2023 que tiene como objetivo desarrollar nuevos tratamientos mediante
el desarrollo de nuevos antibiéticos, asi como la mejora de los ya existentes (OMS,
2022).

Debido al efecto antibacteriano de la BEA y a la creciente resistencia bacteriana a
los antibioticos, es posible analizar el efecto sinérgico de la BEA en combinacion
con antibidticos que permitan el desarrollo de nuevas terapias contra infecciones
bacterianas en especial especies bacterianas de interés clinico como
Staphylococcus aureus la cual se trata de una bacteria anaerébica facultativa,
grampositiva no esporulada distribuida por todo el mundo, se estima que alrededor
de un 30% de la poblacion humana se encuentra colonizada por ella, aunque no
infectadas o con una enfermedad relacionada. Es productora de catalasa y
coagulasa, asi como la responsable de producir gran variedad de enfermedades
gue van desde benignas tales como foliculitis, conjuntivitis y abscesos profundos,
hasta enfermedades que pueden llegar a ser mortales como sepsis endocarditis y
neumonia, también puede causar enfermedades gastrointestinales debido a la
produccién de toxinas y es considerada como la principal causa de infecciones
nosocomiales. Debido a lo anterior y a la emergente resistencia a antibiéticos que
se ha observado en esta especie, ha aumentado la investigacion para encontrar

nuevos antibidticos 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 patdogeno universal que se encuentra
principalmente en aves y sus huevos, asi como en reptiles. En humanos causa
diarrea, dolor abdominal, vomitos y nauseas sintomas que en general no suelen

perdurar por mas de siete dias, el serotipo Typhimurium de esta especie es el

18



principal causante de contaminacion en comida, debido a que es el serotipo mas
comun; actualmente se hace referencia a este solo como S. typhimurium y aunque
genera sintomas similares a la fiebre tifoidea, no suele ser mortal en personas con
un sistema inmune sano y es facilmente tratada con fluoroquinolonas y
cefalosporinas (Swanson et al., 2007; Yilmaz, 2014). Sin embargo, en los ultimos
afos se han detectado cepas resistentes a estos compuestos, mediada por bombas
de eflujo activo que expulsan al farmaco de la bacteria, aunque se sabe poco de los
genes responsables que codifican para estas bombas de eflujo, por lo que la
investigacion para hallar nuevos tratamientos contra S. enterica ha ido en aumento
(Fabrega et al., 2016).

2.6.4.3 Actividad antifungica
Se ha demostrado que la beauvericina posee un efecto antifingico inhibiendo el

crecimiento de diferentes hongos de interés clinico, ademas de un fuerte efecto de
sinergismo cuando se administra en conjunto con concentraciones subinhibitorias
de ketoconazol, ya que se aumenté de manera significativa la supervivencia de
ratones inmunosuprimidos infectados por Candida parapsilosis, ademas disminuy6
el nimero de UFC de este hongo en 6rganos de los ratones como rifiones,
pulmones y cerebro, superando incluso el grupo que se tratd6 con concentracion
terapéuticas de ketoconazol (Zhang et al.,, 2007). Aunque se desconoce el
mecanismo de accion de la BEA, los resultados prometedores de sinergismo en
combinacion con ketoconazol llevaron a Tingting et al., (2016) a realizar una
formulacion farmacéutica, combinando ambas sustancias, encontrando una alta
estabilidad tanto de BEA como de ketoconazol, por lo que la beauvericina
administrada en conjunto con otros farmacos antimicoticos puede dar lugar a

nuevas terapias antimicaéticas.

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 comparacion a otros metabolitos analogos a la BEA como
las enniatinas la concentracion requerida para inhibir la integrasa del VIH-1 es hasta
10 veces menor (Shin et al., 2009). Debido a que los farmacos actuales para tratar
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la infeccion de VIH-1 no van dirigidos a la integrasa de este virus, la BEA podria ser
una prometedora alternativa para el desarrollo de nuevos tratamientos. Mas
recientemente se ha observado en estudios in-silico que posee efecto antiviral en
contra del nuevo coronavirus SARS-CoV-2, uniéndose a proteinas esenciales para
la replicacion del virus (Al-Khoury et al., 2022), lo que representa un area emergente

de investigacion.

2.6.5 Actividad citotéxica de la beauvericina en ensayos in vitro

La actividad citotoxica de la BEA ha sido demostrada en diferentes lineas celulares
de cancer las cuales son una importante herramienta en la investigacién cientifica
de diferentes procesos biol6gicos como investigaciones metabdlicas, pruebas de
citotoxicidad, pruebas antidopaje, generacién de tejidos, sintesis de productos
biolégicos e investigacion genética (Pruteanu et al., 2022). Estas células provienen
de tumores y una de sus principales aplicaciones es la investigacion del tipo de
cancer 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 farmacos obtenidas con las lineas celulares a modelos in-
vivo de cancer (Salvadores et al., 2020; Wroblewska-Luczka et al., 2021). Las lineas
celulares de cancer actualmente utilizadas en la investigacion estan bien estudiadas
a nivel genético y se conoce la o las alteraciones que las hacen ser cancerigenas
(Salvadores et al., 2020).

La actividad citotoxica de la BEA en ensayos in vitro ha sido demostrada en gran
variedad de lineas celulares de cancer como: leucemia linfoblastica humana CCRF-
CEM, cancer de mama BC-1, carcinoma epidermoide KB y KBv200, cancer de
pulmén de células no pequefias A549, cancer de mama metastasico MDA-MB-231,
cancer de prostata metastasico PC-3M, cancer de colon humano HCT-8 y HCT116,
melanoma humano MDA-MB43, hepatoma humano HepG2, cancer cerebral SF295,
hepatoma de rata H4IIE, entre otras. Otra linea celular cancerigena donde la BEA
podria tener un potencial efecto antitumoral es la H-1975 ya que se trata de una
linea celular de cancer de pulmén aislada en 1988 de los pulmones de una mujer

no fumadora con cancer de pulmon de células no pequefias, posee mutaciones en
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los genes CDKN2A, TP53 y pik3ka que codifican para proteinas supresoras de
tumores. El gen EGFR es un receptor que actia como factor de crecimiento
epidermoide, debido a estas caracteristicas y bien conocidas mutaciones en su
genoma comunmente encontradas en este tipo de cancer, esta linea celular se usa
para inmunooncologia e investigaciéon de cancer de pulmén, como modelo para
probar el efecto de diferentes tipos de compuestos con actividad antitumoral (ATCC,
2022; Zhou et al., 2021).

Al igual que la linea celular H-1975, la H-1275 es una linea celular de cancer de
pulmon de células no pequefias con morfologia epitelial, aislada de un hombre no
fumador de 43 afios, posee una delecion (p53) en el gen TP53, el cual codifica para
una proteina supresora de tumores que regula la apoptosis y la senescencia de
células con dafio en su ADN, siendo una deleciébn comun en este tipo de cancer, de
hecho esta presente en otras cinco lineas celulares de cancer de pulmén utilizadas
ampliamente en la investigacion e inmunooncologia, 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 accién de como la BEA lleva a cabo la apoptosis celular, aunque se han

propuesto varios, ninguno de estos es especifico para una linea celular en particular.

Los mecanismo de accion no han sido del todo descritos pero se han propuesto
algunos como: la activacion de diferentes MAP quinasas, cambios en el potencial
de membrana mitocondrial, regulacion de las proteinas antiapoptoticas y
proapoptoéticas, activacion de caspasas, liberacion del citocromo C y aumento
intracelular de calcio, aunque ninguno de estos se ha visto relacionado Unicamente
con un tipo de linea celular (Do Nascimento et al., 2012; Lu et al., 2016; Vasquez-
Bonilla et al., 2017; Watjen 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, solo se han reportado dos ensayos in vivo de la actividad antitumoral de

la beauvericina. En los dos ensayos in vivo se observa una disminucion significativa
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del tamafio y peso de los tumores en comparacion a los grupos control. En el
primero de estos estudios, el ensayo in vivo se realizé con ratones desnudos de
cinco semanas de edad y se les administré células de retinoblastoma Y79 (2 x 108
células). El tratamiento con BEA se llevé a cabo administrando 3 uM de beauvericina
semanalmente en zonas cercanas al tumor durante ocho semanas. Los resultados
indicaron que el peso y el tamafio del tumor disminuyo significativamente, respecto

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

El segundo y mas 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 administré células de carcinoma de colon
de un modelo murino CT26 (4 x 10° células) y ademas células humanas de
carcinoma cervical KB3-1 (1 x 108 células), respectivamente. El tratamiento con BEA
para ambos tipos de cancer consistié en 5 mg de beauvericina por kilogramo de
peso del raton diariamente durante 11 (excepto en los dias 6 y 7). Los resultados
evidenciaron que en ambos casos el peso y tamafio del tumor disminuy6 de manera
significativa, respecto al grupo control al que solo se le administro el vehiculo,
ademas también se observaron areas necréticas y fragmentacion del ADN dentro
de los tumores, sin afectar tejidos de 6rganos donde no habia presencia de células

cancerigenas (Heilos et al., 2017).

2.6.7 Mecanismo de accion de la beauvericina sobre células cancerigenas

Varios mecanismos de accién han sido propuestos para la actividad antitumoral de
la BEA tanto en ensayos in vitro como en in vivo, pero la mayoria de estos requieren
ser dilucidados por completo, ademas existen varios mecanismos propuestos para
cada linea celular de cancer (Rios et al., 2015; Heilos et al., 2017). Entre los
mecanismos propuestos destacan la capacidad de modificar las concentraciones
i6nicas intracelulares, induccion de apoptosis mediante la via mitocondrial,
modificacion de las funciones celulares, activacion de MAP quinasas y la activacion

de caspasas (Rios et al., 2015: Vasquez-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 proteinas quinasas de serina o treonina que fosforilan sustratos que
modifican la expresion génica afectando asi la mitosis, programacion de muerte
celular, motilidad, proliferacion y metabolismo celular (Chang & Karin, 2001). La via
de las MAPK es el resultante de la activacion de receptores de tirosina en la
superficie de la célula, dicha activacion comienza por estimulos mitogénicos como
citoquinas y factores de crecimiento, que desencadenan su propia activacion (figura
4). Esta via se encuentra activa en al menos 30% de las lineas celulares de cancer,
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 fosforilacién de varias proteinas quinasas relacionadas con metastasis,
angiogénesis y supervivencia de células cancerigenas (Vasquez-Bonilla et al.,
2017; Watjen et al., 2014).
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Figura 4. Secuencia de la interaccién en una cascada de MAPK para generar una respuesta. Donde
MEKK1 interactia con MKK4 inactiva para formar un complejo MEKK1-MKK4. MEKK1 fosforila y
activa a MKK4 originando una disociacion del complejo. MKK4 libre y activa lleva a cabo
interacciones especificas con JNK. Una vez que JKN es activada, el complejo MKK4-JNK se disocia
y JNK activada va cuesta abajo adentrandose al nlcleo para llevar a cabo la modificacion dela
expresién génica y con ello el efecto (Modificada de Chang & Karin, 2001).

2.6.7.2 Capacidad iono6fora de la beauvericina
La beauvericina presenta una estructura similar a algunos antibiticos con

propiedades iond6foras. Un iondforo es aquel capaz de introducir o expulsar iones
de manera especifica o inespecifica a través de la membrana celular, mediante
canales o transportadores. El transporte de iones altera el contenido normal de
iones de la célulay 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 ionico 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 oxigeno ya que interrumpen la cadena transportadora
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de electrones produciendo hipoxia (Prince et al., 1974; Vasquez-Bonilla et al., 2017).

2.6.7.3 Proteinas antiapoptoticas y proapoptoticas: Familia Bcl-2
Las proteinas de la familia Bcl-2 son aquellas que se encargan de la regulacion 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 proteinas Bcl-2 son familias homologas,
la primera est4 conformada por Bad, Bak y Bax las cuales son proapoptéticas, es
decir, inducen la apoptosis, y la familia conformada por Bcl-2 Y Bcl-XL las cuales

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

Algunos mecanismos de accion sobre la actividad citotoxica que presenta la
beauvericina estan relacionados con estas proteinas. Se ha reportado una
disminucién en expresion la regulacion de la familia Bcl-2, sin que afecte la
expresion de las proteinas proapoptéticas como Bad y Bak (Lin et al., 2005;
Vasquez-Bonilla et al., 2017).

2.6.7.4 Cambios en el potencial de membrana mitocondrial
Se ha observado que a BEA induce la formacion de canales selectivos de cationes

(Kouri et al., 2003; Kouri et al., 2005). Las caracteristicas ionéforas de la BEA hacen
gue sea capaz de formar poros selectivos en la membrana celular, se ha propuesto
un modelo que explique la formacion de estos poros el cual sugiere la formacion de
un complejo tipo “Sandwich”, es decir, dos moléculas de beauvericina alineadas de
forma vertical, capaces de entrar a la bicapa lipidica de la membrana celular y que
permiten el acceso o escape de iones a la célula (figura 5), originando un gradiente
electroquimico (lvanov et al., 1973; Kouri et al.,, 2003; Kouri et al., 2005;). La
formacion de estos complejos afecta el potencial de membrana mitocondrial
especialmente el aumento de Ca?* lo que desencadena la liberacion de citocromo
C y la activacién de caspasas, que lleva a la muerte celular (Lin et al., 2005; Kouri
et al., 2005; Wang & Xu, 2012; Vasquez-Bonilla et al., 2017).
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Figura 5. Complejo de beauvericina tipo sandwich formando un poro en la membrana celular

2.7 Fermentacioén en estado sélido
La fermentacion en estado sélido 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 sélidos inertes
gue 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 ultimos afios el cultivo en estado solido ha sido una atractiva alternativa frente
a la fermentacién liquida o sumergida, ya que la fermentacion en estado sélido
provee al microorganismo de tres fases para su desarrollo; una fase liquida, una
sélida y una gaseosa que genera un ambiente similar al natural donde se puede
encontrar el microorganismo, esta similitud influye positivamente en la produccién
de compuestos bioactivos como metabolitos secundarios (Holker et al., 2003; Pérez-
Sanchez et al., 2017; Singhania et al., 2009).

2.7.1 Produccion de compuestos bioactivos por fermentacion en estado
solido

La fermentacion en estado sélido (SSF por sus siglas en inglés) es un proceso
atractivo de produccién de compuestos bioactivos; por ejemplo, Barrios-Gonzales
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, Bafos et al., (2009)
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que producen lovastatina, entre otros como: &cidos organicos, pigmentos,
aminoacidos, alcaloides, surfactantes, antibidticos, antimicéticos, factores de
crecimiento, biopesticidas y compuestos fendlicos (Bibian et al., 2020; Campos et
al., 2008; Lopez-Calleja et al., 2012; Sadh et al., 2018; Yazid et al., 2017; Yilmazer
et al., 2021).

En gran mayoria de casos la produccién de metabolitos secundarios esta asociada
a la fase estacionaria del crecimiento del microorganismo y su regulacion presenta
interesantes mecanismos especificos y globales, donde factores ambientales son
clave (Barrios-Gonzales, 2018; Bibian et al., 2020), por ello en muchos casos solo
son producidos cuando el microorganismo se encuentra creciendo en su hospedero
o habitat natural, por lo que la SSF representa un area de oportunidades para la
produccion 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 infeccién
in vivo. Ademas, el escalamiento de la SSF es mas 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 fermentacién en estado sdlido

La fermentacion en estado solido posee varias ventajas frente a los procesos
convencionales como lo son los cultivos en fase liquida, fermentacién sumergida
(SmF, por sus siglas en inglés), que son a menudo utilizados para la produccion de
compuestos de interés industrial, ademas 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 Ultima 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 facilmente, ademas

supera considerablemente a la fermentacién sumergida o liquida en cuanto a la
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cantidad de biocompuestos producidos (Qi et al., 2021; Gongalves et al., 2016;
Oliveira et al., 2016; Pérez-Sanchez et al., 2017).

Por otra parte, la SSF debido a sus caracteristicas no necesita de cantidades
elevadas de agua y brinda al hongo un habitat similar al natural, lo que promueve la
produccion de metabolitos y compuestos bioactivos que en el cultivo liquido se
producen con un bajo rendimiento o no se producen. Esta diferencia marcada en la
produccion de compuestos bioactivos se ha atribuido a la presencia de las fases
gaseosa, liquida, sélida 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 fermentacion en estado soélido y la fermentacién sumergida o liquida (Cui et
al., 2021; Yanfang et al., 2021). La SSF se puede realizar en biorreactores pequefios
y cerrados, lo que facilita el escalamiento a nivel industrial, aunque una buena
produccion 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 caparazon de camaron el cual se trata
del exoesqueleto de la especie Penaeus aztecus y al igual que el exoesqueleto de
los artropodos terrestres posee en su estructura principalmente cadenas de quitina,
y otros sustituyentes como carbonato célcico y proteinas tales como: resilina,
esclerotina y artropodina que en conjunto son denominadas escleroproteinas y
otorgan rigidez al exoesqueleto. Teniendo como Unicas diferencias pequefias
variaciones en su estructura y en la cantidad de resilina, presencia de pigmentos y
cantidad de carbonato calcico, este Ultimo se encuentra en mas cantidad en los
crustaceos 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 oxigeno en el crecimiento de microorganismo aerobicos es un nutriente esencial,

sin embargo, también puede ser citotoxico en concentraciones mayores dando lugar
a especies reactivas de oxigeno (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 respiracion celular (produccion
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enddgena) (Arellano-Plaza et al., 2017). El aumento de las ROS puede ocasionarse
por diferentes tipos de estrés como temperatura y aumento de oxigeno en el
ambiente, lo que desencadena en el microorganismo un aumento en la produccion
de metabolitos secundarios y enzimas con propiedades antioxidantes, como los
compuestos polifendlicos y las enzimas superoxido dismutasa y catalasa. Debido a
lo anterior el aumento de ROS mediante el aumento de temperatura o de oxigeno
en los cultivos de diferentes microorganismos ha sido utilizado para el aumento en
la produccion 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 produccién de lovastatina por Aspergillus
terreus (A. terreus) al inicio de la idiofase (fase de produccion) aumenta
significativamente la concentracion de ROS en el micelio y que permanece durante
toda la fase de producciéon (Miranda et al., 2013), posteriormente se reportd que las
ROS regulan genes de biosintesis de lovastatina en A. terreus (Miranda et al., 2014),
también se reportd que las ROS se acumulan y son capaces de regular
positivamente los genes responsables de la produccién de penicilina por Penicillium
chrysogenum, y de cefalosporina en Acremonium chrysogenum (Bibian et al., 2020;
Pérez-Sanchez et al., 2017). Al parecer es un nuevo mecanismo que regula el
metabolismo secundario en hongos (Bibian et al., 2020; Barrios-Gonzales et al.,
2020.)

También se encontré que la respiracion alternativa en la mitocondria se enciende
durante la idiofase y con ello modula y mantiene estables los niveles de ROS
durante la produccién de metabolitos secundarios (Pérez-Sanchez et al., 2017).
Finalmente es importante mencionar que se ha observado que en SSF la
concentracion de ROS en la idiofase es hasta 10 veces mayor que en SmF (Barrios-
Gonzéles, 2018).

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

alimento o cultivo, esta determinada por la presion 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-Canovas et al., 2007; Carboue et al., 2020). En
las dltimas décadas se ha observado que una disminucion en la aw en los cultivos
microbianos aumenta de produccién de compuestos bioactivos como enzimas y
metabolitos secundarios, debido al estrés osmatico y a la generacion de ROS que
activan ciertas vias de sefializacion que aumentan la sintesis 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 produccion 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 reduccion 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 dimetilsulfoxido (DMSO) y leido a 570 nm, la intensidad de la coloracion
es proporcional a la cantidad de células viables, por lo que esta prueba es
ampliamente utilizada para la determinacion de la viabilidad celular después de que
estas han sido expuestas compuestos antitumorales, determinando asi su
citotoxicidad (Ghasemi et al., 2021; Stockert et al., 2018).

3. JUSTIFICACION
La BEA presenta diversas actividades biolégicas 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 produccion en

los cultivos liquidos explorados hasta ahora.
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Debido a lo anterior, resulta de suma importancia la implementacion de técnicas
biotecnoldgicas que permitan aumentar su produccion en el menor tiempo posible.
Por estas razones es importante determinar la factibilidad de la SSF y otras
estrategias como la concentracion del medio de cultivo, aplicacion de pulsos
oxidantes, disminucion de actividad de agua y cultivos mixtos en la produccion de
BEA. Todas son técnicas que aumentan la produccion de metabolitos de interés

industrial y farmacéutico.

La BEA muestra un espectro antibacteriano en diferentes especies de bacterias
patégenas, sin embargo, hasta ahora no se ha realizado un estudio que determine
un efecto sinérgico en combinacion con otros antibiéticos, como se ha observado al
administrarse con algunos antimicoticos. Esto representa un area de oportunidad
en la investigacion de nuevas moléculas con actividad antibiética, asi como en el
desarrollo de adyuvantes que potencialicen el efecto terapéutico de los antibiéticos
actuales, con la finalidad de combatir la resistencia bacteriana, asi como prevenir y

disminuir los efectos adversos de los antibioticos.

Por lo tanto, la relevancia de este estudio radica en la produccion de BEA en un
cultivo en estado sélido basado en medios liquidos embebidos en soportes solidos,
y en el efecto que la BEA pueda tener al ser utilizada en conjunto con otros

antibiéticos en contra de diferentes bacterias patdégenas.

4. HIPOTESIS
1. La produccion de beauvericina aumentara si el medio liquido se embebe en

un soporte inerte (PUF o bagazo de cafa), y se aplican diferentes técnicas
biotecnoldgicas como la aplicacién de pulsos oxidantes, la disminucion de la

actividad de agua y la realizacién de cultivos mixtos.

2. La BEA potencializa el efecto antibacteriano de diferentes antibioticos
mostrando un efecto sinérgico contra diferentes especies bacterianas y
posee un efecto sinérgico en combinacion con antitumorales en diferentes

lineas celulares de cancer.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Mejorar la produccion de beauvericina en un medio de cultivo en estado sélido, asi

como determinar su efecto antibacteriano en combinacion con diferentes

antibioticos y su efecto antitumoral en combinacidén con farmacos antitumorales.

5.2 Objetivos particulares

1.

Comparar la produccion de beauvericina en diferentes cepas de Beauveria
bassiana, Fusarium y Cordyceps en medios de cultivo liquidos y en estado
solido.

Seleccionar un soporte y sistema de cultivo para la produccion de BEA
Corroborar la producciéon de BEA a partir de los extractos del cultivo en
estado solido

Determinar el efecto de las variaciones de condiciones impuestas en el
cultivo sobre la produccion de BEA

Determinar el efecto que posee la BEA al ser combinada con antitumorales
en contra de diferentes lineas celulares de cancer

Determinar el efecto que posee la BEA al ser combinada con diferentes
antibiéticos en contra de diferentes bacterias patégenas
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7.MATERIALES Y METODOS

7.1 Microorganismo
Los cultivos monoespédricos de dos cepas de B. bassiana (882.5 y Tac 1.1

originarias del cepario de la Universidad Autbnoma Metropolitana, unidad Iztapalapa
y de la zona agricola de Tlahuac respectivamente), una cepa de Cordyceps
javanica, una cepa de Cordyceps fumosorosea (CHE-CNRCB 303 y ARSEF 3302
respectivamente) originarias del Centro Nacional de Referencia de Control Bioldgico
y de la coleccién del servicio de Investigacion Agricola de los Estados Unidos
(Agricultural Research Service Collection of Entomopathogenic Fungi: ARSEF), una
previamente aislada de una tortilla e identificada morfolégicamente 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
morfolégicamente como perteneciente al género Fusarium, ambas originarias del
cepario de la Universidad Autonoma Metropolitana, unidad lztapalapa, fueron
activadas en agar dextrosa-papa (Difco®), recolectadas utilizando una barra de
agitacion magnetica y 50 mL de tween 80 al 0.05%, posteriormente en una solucién
al 15% de glicerol, y finalmente conservadas a -70°C con el fin de garantizar su
viabilidad.

La produccion de conidios se utilizaron 50 gramos de arroz precocido y esterilizado
en autoclave en un matraz Erlenmeyer, inoculando 2x108 conidios por cada gramo
de arroz, después se incub6 durante 9 dias a 25°C moviendo cada tercer dia para
evitar aglomeracion 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

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

7.2 ldentificacién molecular

7.2.1 Extraccion de ADN

Se puso a crecer un cultivo monoespérico del hongo a identificar en cajas Petri, con
agar dextrosa papa a 25°C durante 15 dias, al terminar el tiempo de crecimiento el
micelio de las cajas fue tomado para la extraccion de ADN, la cual se llevé a cabo

en un area aséptica utilizando materiales previamente esterilizados con el fin de
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eliminar DNAsas. El micelio se colocdé en un mortero de porcelana con ayuda de
una espatula de metal y a éste se agregd nitrogeno liquido para congelar el micelio
y poder lisar las células con ayuda de un pistilo, inmediatamente después de
consumirse el nitrogeno fueron transferidos aproximadamente 100 mg del
pulverizado a un microtubo de 1.5 mL, este se cerrd después de que todas las trazas
de nitrégeno se consumieran y se puso en un recipiente de unicel con nitrégeno
liquido. Posteriormente, se utilizé el kit comercial DNeasy Plant mini Kit (QIAGEN®)
siguiendo las instrucciones de manufactura, finalmente el ADN se conservo en

refrigeracion entre 4 y 8°C.

La cuantificacion del ADN y su analisis 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% tefiido con 1 pL de RledGel®y corrida

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

7.2.2 Amplificacion de las regiones ribosomales ITS, gen de actinay gen del
factor de elongacién a

Para la identificacion molecular de aquellas cepas a utilizar y que no estuvieran
identificadas molecularmente se amplificaron las regiones ITS1 e ITS2, asi como el
gen ribosomal 5.8 utilizando los oligonucleétidos 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 oligonucleétidos 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 elongacion alfa
utilizando los oligonucle6tidos 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 reaccion de 50 L, cada una contenia 20 ng del ADN molde, 20 pmol
de cada oligonucleétido, 2 mM de una mezcla de dNTP’s, 5 pL de buffer de Taq a
una concentracion de 10X con 20 mM de MgCl2 incluido (Thermo scientific®), una
unidad de Tag polimerasa (Thermo scientific®) y con lo que basta para 50 uL de

agua libre de nucleasas.
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Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador MAXIGENE I
(AXIGEN®) utilizando las siguientes condiciones: una desnaturalizacion inicial de 10
minutos a 94°C seguida de 31 ciclos de 30 segundos de desnaturalizacion a 94°C,
30 segundos de alineamiento a 57°C pararegiones ITS, 56.7°C para actinay 57.4°C
para factor de elongacion alfa, y 45 segundos de elongacion a 72°C, finalmente un
ciclo de elongacion final de 7 minutos a 72°C. Los productos de amplificacion fueron
corridos y visualizados en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con 1 puL de RedGel®y
corrido a 85 volts durante 30 min en una cadmara de electroforesis (BIO-RAD®),
fueron visualizados utilizando un transiluminador de luz UV (ULTRA VIOLET
PRODUCTS®).

7.2.3 Amplificacién del gen de la beauvericina sintetasa

Como uno de los métodos de seleccidén de cepas productoras de BEA se consider6
la amplificacion del gen de la beauvericina sintetasa, para ello fueron disefiados
oligonucledtidos 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 (cédigo de acceso GenBank:
JQ617289.1), ARNmM del gen beauvericina sintetasa de la especie Fusarium
venenatum (cédigo de acceso GenBank: JX975482.1), ADN del gen de una
ciclopéptido sintetasa de la especie Fusarium oxysporum (cédigo de acceso del
GenBank: GU294760.1), ADN del gen de la beauvericina sintetasa de la especie
Beauveria bassiana clon BbBVRC (codigo de acceso GenBank: HQ141932.1),
ARNmM 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 (cédigo de acceso del GenBank: XM_0253568817.1), (cédigo de
acceso del GenBank: XM_00864824.1), ADN del gen de una ciclopéptido sintetasa

de la especie Fusarium oxysporum (codigo de acceso del GenBank: GU294760.1)
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y ARNm del gen de la beauvericina sintetasa de la especie Cordyceps fumosorosea
(codigo 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 multiples
seleccionando la opcién 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 disefiaron los oligonucleétidos,
considerando la temperatura de alineamiento de los oligonucleétidos y su tamafio,

asi como el tamafio del fragmento a amplificar.

Para la amplificacion parcial del gen de la beauvericina sintetasa en las diferentes
especies de hongos fueron disefiados dos pares de oligonucleotidos. 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®), disefiados 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 ReBEAIif (Reverse) 5-CKR-ATY-
TTG-ACC-TGC-GAR-TC-3’ (IDT®), disefiados para amplificar un fragmento del gen
de la beauvericina sintetasa de 736 pb en cepas de los géneros Cordyceps y

Fusarium.

La amplificacion del gen de la beauvericina sintetasa se realiz6 mediante la técnica
de PCR, en una reaccion de 50 pL que contenia 20 ng del ADN molde, 20 umol de
cada oligonucleoétido, 2 mM de una mezcla de dNTP’s, 5 yL de buffer de Taq a una
concentracion de 10X con 20 mM de MgClz incluido (Thermo scientific®), una unidad
de Taq polimerasa (Thermo scientific®) y con lo que basta para 50 pL de agua libre
de nucleasas. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador
MAXIGENE Il (AXIGEN®) con las siguientes condiciones: una desnaturalizacion
inicial de 10 minutos a 94°C seguida de 31 ciclos de 30 segundos de
desnaturalizacion a 94°C, 30 segundos de alineamiento a 60°C para el primer par
de oligonucledtidos (Beau_synFW y Beau_syn2), y 54°C para el segundo par de
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oligonucledtidos (FOBEAIif y ReBEAIf), 45 segundos de elongacion a 72°C
finalmente un ciclo de elongacién final de 7 minutos a 72°C. Los productos de
amplificacién fueron visualizados en un gel de agarosa al 1% tefiido con RedGel®y
corrido a 100 volts durante 20 min en una camara de electroforesis (BIO-RAD®),
fueron visualizados utilizando un transiluminador de luz UV (ULTRA VIOLET
PRODUCTYS).

7.2.4 Purificacion de los productos de PCR

Para la purificacion del producto de PCR, cuatro reacciones de PCR de 50 pL 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 corrio 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 Secuenciacioén

Los fragmentos amplificados y purificados fueron enviados a secuenciar a la Unidad
de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular y en el Instituto de Biologia
de la UNAM, por el método de dideoxiterminacion. Cada secuencia se comparo con
la base de datos GenBank. Las secuencias se analizaron considerando los valores
la descripcion, cobertura e identidad de las secuencias del GenBank mas
homologas a las obtenidas. Finalmente, las secuencias correspondientes a la
identificacion molecular fueron subidas a la base del GenBank, siguiendo las

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

7.3 Filogenia
Con la finalidad de conocer la relacion 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
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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 realiz6
un arbol filogenético utilizando el método estadistico de reconstruccion filogenética
de maxima verosimilitud, un modelo de sustitucién de nucledétidos de Jukes-Cantor

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

7.4 Condiciones del cultivo sélido
Los cultivos utilizados para la seleccion de cepas fueron dos, el primero (medio 1):

3 g-L*! de MgS0O4 - 7H20, 1 g-L*de NaCl, 15 g-L'' de KH2POa4 - 7H20, 0.1 g-L*
FeSOs - 7H20, 0.028 g-L* de ZnS0O4 - 7H20, 0.032 g-L'* de MnSO4 - H20, 6 g-L*
de (NH4)2S04, 10 g-L* de sacarosa, 60 g-L! de caparazén de camarén y un pH
final de 6.6 (Barranco-Florido et al., 2002); el segundo (medio 2) fue un medio de
cultivo liquido donde se ha observado una produccion elevada de BEA cuya
composicion es: 49 g-L* de glucosa, 13 g-L* de peptona, 0.6 g-L'* de NaCl, 0.6
g-L't de KHPO4, 0.2 g-L* de MgS04, 0.2 g-L* de FeSOa4, un pH final de 6.6 y un
contenido de humedad inicial de 85% (Xu et al., 2010), con un inoculo de 2x10°8
conidios por mL de medio, en ambos casos provenientes de un cultivo
monoesporico. Se realizaron cultivos con 20 mL de medio cada uno, los cultivos en
medio liquido se sometieron a una agitacién de 150 rpm, para los cultivos en medio
s6lido se utilizé 1 gramo de PUF (densidad seca de 17 kg/m?3) cortado en cubos de
0.7 cm, 0 6 gramos de bagazo de cafia como soportes solidos y se dejaron crecer

durante 9 dias a 25°C. Todos los cultivos fueron realizados por triplicado.

7.4.1Cultivos mixtos

Para los cultivos mixtos se hizo un cultivo en estado sélido siguiendo la metodologia
anterior, pero el inoculo del cultivo comprendia de dos hongos viables diferentes, un
hongo viable y restos celulares de otro hongo. Los in6culos 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 "t de restos celulares del hongo B, y finalmente 100% del hongo B + 5 g-L°

L de restos celulares del hongo A. Todos los cultivos fueron realizados por triplicado.

7.4.2 Tratamiento del caparazon

Se utilizé caparazon de Litopenaeus vannamei obtenido de diferentes basureros de
marisquerias. La preparacion del caparazén consistié primero en retirar antenas,
extremidades y cabeza del crustaceo, asi como restos de tejido del cuerpo. Se tratd
con una solucion de 0.1M de NaOH durante 30 minutos con agitacion, después se
lavé dos veces con agua destilada, y enseguida con una solucion 0.2M de HCI
durante otros 30 minutos, y huevamente se lavé con agua destilada. El caparazoén
se dej6 secar a temperatura ambiente y finalmente se molid, utilizando una licuadora

y se tamizo con una malla niamero 32.

7.4.3 Obtencidon de restos celulares

Los restos celulares utilizados para el cultivo mixto se obtuvieron a partir del
crecimiento durante 10 dias de los diferentes hongos en 10 cajas Petri, con agar
dextrosa-papa, terminando el tiempo de crecimiento el micelio se retir6 del agar
cuidadosamente con ayuda de una espatula 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 pulverizé 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 produccion de BEA que ocasiona el cambio
en la concentracion de oxigeno a un 26% en la atmosfera del cultivo, se cambié el
tapdén de algodén de los cultivos en estado sélido por un tapon de hule,
posteriormente por medio de dos agujas se realizd el cambio de atmosfera del
cultivo, en una primera aguja se llevo a cabo el ingreso de oxigeno durante 5 min.
con un flujo de 13.8 cm3®s* 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 atmoésfera se realizd en los dias 3, 4 y 5 de cultivo,
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adicionalmente en otros cultivos se realizé6 el cambio de atmosfera diariamente

durante los dias 3, 4 y 5.

7.4.5 Actividad de agua

Para determinar el cambio en el perfil de produccién de BEA que ocasiona la
disminucién de la aw en los cultivos, se agreg6 1, 3, 5, 10, 15, 20 y 30% de etilenglicol
(EG) al medio liquido antes de incorporar al soporte sélido (Montiel-Gonzalez et al.,
2004), posteriormente la aw fue medida utilizando un medidor de aw (AQUALAB®
4TEV) usando como blanco agua destilada. Posteriormente la determinacion de la
produccion de BEA, biomasa y los cultivos fueron realizados de manera habitual.

7.5 Purificacion de la beauvericina

7.5.1 Extraccion de los metabolitos secundarios

En un primer paso al termino de cultivo, la biomasa de los cultivos se lavo, en el
caso de los cultivos en estado sélido fue lavado utilizando 150 mL de agua destilada;
en el caso de los cultivos liquidos se filtré la biomasa en ambos casos usando un
embudo Buchner, un matraz Kitasato y papel filtro Whatman® #1, el agua destilada
con la que se realizo el lavado de los medios en estado soélido, asi como el filtrado
de los medios liquidos, fue conservada en congelacion (0 - -8°C) para la posterior
medicion de azucares reductores. El soporte sélido con la biomasa de los cultivos
en estado solido, asi como la biomasa filtrada de los cultivos liquidos 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
liquidos, o por diferencia de peso del soporte sélido en el caso de los cultivos en
estado sdlido.

Para la obtencion de los metabolitos secundarios toda la biomasa obtenida de los
cultivos liquidos, o una cuarta parte del soporte sélido con la biomasa de los cultivos
en estado solido, 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
bafios ultrasénicos (500 W) (BRANSONIC® CPX2800H Danbury, USA) de 30 min

cada uno con 1 min de agitacion entre cada uno de ellos (Jiang et al., 2013; Juan et
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al., 2020), finalmente el metanol se filtr6 y se eliminaron todos los restos del soporte

sélido y micelio.

7.5.2 Prepurificacion de los metabolitos secundarios

Se realizé una prepurificacién 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 extraidos, previamente mezclados con 40
mL de buffer PBS 0.01M (1X, pH = 7.4) (razdn 2:1), después se realiz6 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 cromatografo se filtrd
con un filtro Acrodisk® de 0.22 um (modificado de Logrieco et al., 2002; Rachmawati
et al., 2018).

7.5.3 Analisis cromatogréfico

Los extractos prepurificados de los diferentes cultivos fueron analizados por HPLC

en un cromatégrafo 1260 infinity Agilent Technologies® de bomba cuaternaria y un
detector UV-VIS 1200 infinity Agilent Technologies®. Se inyecté un volumen de 50
uL, utilizando una columna en fase reversa C18 (Agilent® C18 150 by 4.6 mm, 1.8
pum, 40°C) y una fase movil isocratica de MeOH/H20 (80:20), con un flujo del.5
mL-min-t (modificado de Jiang et al., 2013; Meca et al., 2010; Xu et al., 2007; Yin et
al., 2022). Antes de realizar las corridas cromatogréficas se purgaron las mangueras
de los contenedores de los constituyentes de la fase mavil y se realizé una curva de
calibracion, utilizando concentraciones de 2.5, 5, 10, 15, 20, 30 y 60 pg-mL-t del
estandar de BEA (Sigma®).

7.5.4 Andlisis 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 fraccion por cada minuto de la corrida

cromatografica, posteriormente estas fracciones se analizaron de manera individual
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por HPLC siguiendo las mismas condiciones cromatograficas. Aquella fraccién que
presentd el pico al que se le atribuia la presencia de BEA fue analizada por
espectroscopia de masas.

El analisis de masas se llevé a cabo utilizando un espectrometro de masas de alta
resoluciéon MicrOTOF Il (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany), equipado con
una fuente de ionizacion en electrospray (ESI Elctrospray lonisation Source) y un
analizador de tiempo de vuelo (TOF: Time Of Flight). Las muestras fueron disueltas
en metanol al 80% y acido formico al 0.01%, y analizadas por infusién directa
usando el modo de ionizacion 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 utilizd nitrdgeno 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 Andlisis 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 andlisis fueron: flujo del gas de solvataciéon de 4 L'mint, temperatura de fuente
de 180°C, capilaridad de voltaje de 4.5 kV, mezcla de péptidos (Pepmix I1®, Bruker
Daltonics, Germany) como calibrante externo, escaneo iénico de 50-3000 m/z y una
matriz de A&cido a-cyano-4-hydroxycinnamic (CHCA) [10 mgmL?® en 50%
acetonitrilo, 0.1% acido trifluoroacetico], la cual se mezclé en volimenes iguales (3
pL) con la muestra, posteriormente se colocaron 2 uL de ésta mezcla en la placa
de muestreo del equipo. El software para la adquisicion de espectros y su
procesamiento fueron el Compass 3.4 FlexControl y el FlexAnalysis
respectivamente, la adquisicion se realizé utilizando el método de reflexion positiva.
La desorcién de la muestra se realiz6 con un laser en estado sélido SmartBeam 11®
(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 Lineas celulares

Se utilizaron dos lineas celulares de cancer de cancer de pulmén de células no
pequefias: la H-1975 ATCC y la H-1299 ATCC. Ambas provenientes del Instituto de
Cancerologia 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 UmL? de
penicilina/estreptomicina a 37 °C y a una atmosfera de 5% COq, hasta que las
células alcanzaran una confluencia superior al 90% (de 2 a 4 dias), 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 botén de
células resultante se lavo con 5 mL de buffer PBS 1X, finalmente las células fueron
resuspendidas en medio RPMI-1640 y segun el caso fueron cultivadas en nuevas
cajas de cultivo celular para proliferacion, 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 conservacion en congelacién a -70°C.

7.6.2 Citotoxicidad de la BEA

Para determinar la citotoxicidad de la BEA se llevé a cabo la prueba de MTT en
placas de 96 pozos, primero para determinar la concentracion inhibitoria 50 (CI50)
de la BEA y cisplatino a las lineas celulares H-1975 y H-1299, para ello se utilizaron
concentraciones de 5, 2.5, 2, 1.5, 1, 0.5y 0.25 uyM para BEA,y 11, 6, 3, 1.5y 0.75
UM para cisplatino. Para esto se cultivaron 30,000 células en cada pozo de la placa
con 100 pL de medio de cultivo, la placa se incubé durante 24 horas a 37°C con una
atmosfera de 5% COg, transcurrido este tiempo se desecho el medio de cultivo de
la placa y se agregaron 100 pL de medio nuevo con 5 pL de medio conteniendo 10
mgmL? de MTT a cada pozo. Posteriormente la placa se incub6 de nuevo durante
4 horas, al finalizar este tiempo se desechd otra vez el medio de cultivo y se
agregaron 100 puL de DMSO a cada pozo, se agito la placa durante 5 minutos y se
leyd en un lector de placas MULTISKAN GO (Thermo SCIENTIFIC®) a 570 nm. Una
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vez determinada la CI50, tanto de BEA como de cisplatino, se llevé nhuevamente 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 utilizé
como control negativo solo medio de cultivo sin tratamiento y como control positivo
100 pL 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 meticilinay oxacilina
y la ATCC 25923 sin resistencia a antibiéticos. También se utilizé la cepa de S.
tiphymurium, ATCC 14028, todas las cepas fueran otorgadas por la doctora Aida
Hamdan Partida de la Divisibn de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la
Universidad Auténoma Metropolitana unidad Xochimilco. Las cepas fueron
cultivadas en caldo de soya tripticaseina (TSB) (BD Bioxon®) a 37°C con agitacion
de 150 rpm durante 24 horas, posteriormente para la conservacion de las cepas,
100 pL de este cultivo se afiadieron a 900 pL de medio de medio TSB con 10% de
glicerol y fueron conservadas en congelacion a -70°C.

Un cultivo de 24 horas de cada cepa bacteriana se tomo para realizar diluciones
seriadas 1:1, 1:10, 1:1000, 1:10,000 y 1:100,000; después 100 pL de estas
diluciones se cultivaron en cajas Petri con agar Mueller Hinton con la finalidad de
conseguir unidades formadoras de colonia (UFC) aisladas. A continuacion, una de
estas UFC se tomé con un asa bacterioldgica y se cultivé en 3 mL de caldo Mueller
Hinton (BD Bioxon®) a 37°C, con agitacion de 150 rpm durante 24 horas, finalmente
la suspension bacteriana se ajustd a 1 en la escala de McFarland utilizando agua
estéril, esta nueva suspension equivale a 3x108 UFC por cada mL, y se utilizé para
los ensayos in-vitro. Este procedimiento se hizo cada vez que se realizaron ensayos
para garantizar que las cepas bacterianas no poseian contaminacién, y que se

encontraran en fase exponencial antes de cada prueba.

7.6.4 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria
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Para la determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI) se utilizé la
técnica microdilucion en caldo. Para las cepas ATCC 43300 y ATCC 25923 de S.
aureus se determiné la CMI de BEA, lincomicina y oxacilina; mientras que para la
cepa ATCC 14028 de S. typhimurium se determin6 la CMI de BEA y ciprofloxacino.
Estos antibiticos se eligieron por ser los méas prescritos para tratar infecciones
causadas por estos microorganismos.

La técnica de microdilucién se realizo colocando 100 pL de caldo Mueller Hinton en
cada pozo de una placa de 96 pozos, afiadiendo concentraciones seriadas de 20 a
0.078 uM de BEA paralas cepas de S. aureus, y de 60 a 10 uM para S. typhimurium,
asi como concentraciones seriadas de 1.28 mM a 0.019 uM de lincomicina,
concentraciones seriadas de 0.25 a 0.0039 pM para oxacilina y concentraciones
seriadas de 20 pM a 0.15 nM para ciprofloxacino. A continuacion, ,se inocul6 cada
pozo con 5 pL de la suspension bacteriana ajustada a 1 en la escala de McFarland,
equivalente a 1.5x10% UFC, finalmente la placa fue incubada a 37°C durante 24
horas y leida 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 utiliz6 como control negativo 50 mM de lincomicina, como
control positivo solo medio de cultivo con el inéculo bacteriano, un control con
solamente medio de cultivo para descartar contaminacion en la placa y un control
con medio de cultivo, inéculo y vehiculo para descartar cualquier efecto que pudiera
tener el vehiculo 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 antibiéticos utilizadas.

7.6.5 Determinacion de sinergismo

Para la determinacion de sinergismo entre la BEA y los antibioticos se uso 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 antibidtico (figura 6) posteriormente todos los pozos se inocularon con
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5 pL de suspension bacteriana ajustada a 1 en la escala de McFarland, equivalente
a 1.5x108 UFC, finalmente la placa fue incubada a 37°C durante 24 horas y leida 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).
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Figura 6. Representacion de la técnica de tablero, mostrando las diferentes combinaciones de BEA
y antibiotico.

Para conocer si hubo un efecto sinérgico en las combinaciones de BEA con los
antibioticos, primero se determind la concentracion inhibitoria fraccional (CIF) para

BEA y para el antibidtico utilizando la siguiente expresion matematica:

CMI del antibiotico en combinacion con BEA

CIF del antibiotico = CMI del antibiotico

CMI de BEA en combinacion con el antibiotico

CIF de la BEA = CMI de la BEA
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Una vez conociendo la CIF, tanto para el antibiético como para la BEA, se determin6
el indice de la concentracién inhibitoria fraccional de la combinacion (ICIF) utilizando

la siguiente expresion matematica:

ICIF = CIF del antibiotico + CIF de la BEA

El valor de ICIF se utilizé para conocer el tipo de efecto que hay entre las
interacciones de BEA con los antibiéticos, siendo la interpretacion de resultados la
siguiente:

ICIF < 0,5: la combinacion es sinérgica

ICIF = 1: la combinacion es aditiva

ICIF > 0,5 - £ 4: la combinacién es indiferente o hay ausencia de interaccién

ICIF > 4: la combinacién es antagoénica

Los resultados fueron analizados estadisticamente 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 sélo contenia el medio) fue restado, y el porcentaje de
viabilidad se calculé con respecto al crecimiento en ausencia de antimicrobianos.
Se realizé un ANOVA de una via con respecto al control positivo (Esteban et al.,
2021).

8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Extraccién de ADN
El ADN extraido de las diferentes cepas obtuvo una buena integridad (figura 7), con

concentraciones de 11 hasta los 39.1 ng-uL™?, con valores por arriba de 1.6 y por
debajo de 2 para la relacion 260/280 nm, y valores de entre 1.79 y 3.1 para la
relacion 260/230 (tabla 1), lo que indica que el ADN obtenido de todas las cepas
posee una pureza de aceptable a 6ptima, ya que estos valores son indicativos de
bajas concentraciones de proteinas y carbohidratos respectivamente (Solomon et
al., 2016). Basandose en la concentracion de ADN obtenida, su integridad y su

pureza se puede decir que el kit de extraccion DNease Plant mini kit (Qiagen®) y la
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lisis celular fisico de congelacion utilizando nitrégeno liquido, mortero y pistilo, fue

un método adecuado para la obtencion 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 tacl.l. 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 concentracion del ADN obtenido

Relacién Relacién Concentracién de

Cepa
260/280 260/230 ADN (ng-uL™?)
Beauveria bassiana cepa 1.95 2.1 39.1
882.5
Beauveria bassiana cepa 1.87 2.22 11
tacl.1
Cordyceps javanica CHE- 1.79 2.19 20.5
CNRCB 303
Cordyceps fumosorosea 1.79 2 24
ARSEF 3302
Fusarium oxysporum Schiltl 2 2.11 11.1
Fusarium sp. AB2 1.99 2.07 16.2
Epicoccum sp. TORT 1.85 2.3 79.8

8.2 Identificacion molecular

La amplificacion de las regiones ITS y el gen ribosomal 5.8S, utilizando los
oligonucledtidos ITS4 y ITS5, generaron fragmentos de aproximadamente 600 pb
tanto para Fusarium sp. AB2, como para Epicoccum sp. TORT (figura 8). La
secuenciacion de estos fragmentos indicé que el producto de PCR para Fusarium
sp. AB2 tiene una longitud de 592 pb y posee una homologia superior al 99% con
diferentes aislados de la especie F. oxysporum (tabla 2), segun la base de datos del
GenBank. Por otro lado, el producto de PCR de Epicoccum sp. TORT indicé que
tiene una longitud de 595 pb y pose una homologia superior al 98% con aislados de
la especie E. nigrum (tabla 3) segun la base de datos del GenBank. Los cédigos de
acceso del GenBank otorgados para las secuencias de estas cepas fueron

50



MT093266.1 y MWO079850.1 para F. oxysporum AB2 y E. nigrum TORT

respectivamente.

1000pb
500pb

600pb

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
Descripcion Cobertura% Identidad% Numero de acceso
Fusarium oxysporum 100 99.62 MT020427.1
aislado FT
Fusarium oxysporum
aislado SF_234 99 99.62 MT529510.1
Fusarium oxysporum
aislado SF_993 99 99.62 MT530269.1
Fusarium oxysporum
i 62 MT530240.1
aislado SF_964 99 99.6 530240
Fusarium oxysporum 99 99.62 MT529966.1

aislado SF_690

51


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

Tabla 3. Identidad de las regiones ITS y gen ribosomal 5.8S de E. nigrum TORT con base al
GenBank

Descripcion Cobertura% Identidad% Numero de acceso
Epicoccum nigrum cepa 99 98.40 MG655162.1
K36
Epicocé‘émc 2'%2‘ 4m cepa 99 98.21 KP942891.1
Epicoc;;rggi_%g‘gm cepa 99 98.21 KP942869.1
Epicocc:anE'_“lg?r;‘m cepa 99 98.20 MF380871.1
Ep;(;,;(;zL;mDr;%r;m 99 98.20 KP050622.1

La amplificacion del gen de actina utilizando los oligonucleétidos ACTF y ACTR
generaron fragmentos de aproximadamente 250 pb, tanto para F. oxysporum AB2
como para E. nigrum TORT (figura 9), la secuenciacion de estos fragmentos indicé
qgue el producto de PCR para F. oxysporum AB2 tiene una longitud de 243 pb y
posee una homologia superior al 99% con diferentes aislados de la especie F.
oxysporum, incluyendo una cepa de F. foetens (tabla 4) segun la base de datos del
GenBank. Por otro lado, el producto de PCR de E. nigrum TORT indicé que tiene
una longitud de 242 pb y pose una homologia superior al 93% con aislados de la

especie E. nigrum (tabla 5) segun la base de datos del GenBank.
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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

500pb

250pb
100pb

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

Descripcion Cobertura% Identidad% Numero de acceso

Fusarium oxysporum 100 99.57 MT020427.1
cepa Fod008
Fusarium oxysporum
100 99.57 MT529510.1
cepa Fod001 -
Fusarium oxysporum 100 99.57 MT530269.1
aislado 44
Fusarium oxysporum 100 99.57 MT530240.1
aislado 170
Fusarium foetens cepa MT529966.1
CBS:110286 100 99.57
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Tabla 5. Identidad del gen de actina de E. nigrum TORT con base al GenBank

Descripcion Cobertura% Identidad% Numero de acceso
Epicoccum nigrum cepa 100 97.78 0i|1585243816|MH102070.1
FP-027-C2
Epico‘écgg‘ 1”;2;”2@ cepa 100 97.78 Qi|238557575|F1426891.1
Ep;?;;g‘;rgif_rfm 100 96.0 4i1912459758|MN836590.1
Epicocg;rsn :(')%r;r: cepa 100 93.86 4il238557573|FJ426890.1
Epicoccc;rsn :;g;ér; cepa 97 94.55 Qi|238557569|FJ426888.1

La amplificacion del gen del factor de elongacion alfa, utilizando los oligonucleotidos
EF1-728F y EF1-986R, generd un fragmento de aproximadamente 300 pb para F.
oxysporum AB2 (figura 10). La secuenciacion de estos fragmentos indicé que el
producto de PCR para F. oxysporum AB2 tiene una longitud de 265 pb y posee una
homologia superior al 98% con diferentes aislados de la especie F. oxysporum

(tabla 6) segun la base de datos del GenBank.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH102070.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Y1KN0EP201R
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ426888.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=Y1KN0EP201R

500pb

100pb

300pb

Figura 10. Gel de agarosa al 1%, mostrando los productos de PCR del gen del factor de elongacion
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

Descripcion Cobertura% Identidad% NUumero de acceso
Fusarium oxysporum 95 99.58 Qi|1180422766|KU939002.1
cepa H11
Fusarmm oxysporum 95 99.58 i|1001909414|KT374277.1
aislado N211
Fusarium oxysporum .
: . 1556056943|MK001024.1
aislado AYBZ-65/5 9 98.39 al |
Fusa_rlum oxysporum 95 99.17 gi|1841583968|MK968952.1
aislado Foa72
i i i1841583966|MK968951.1
Fusarium foetens aislado 95 9917 ail I

Foa70
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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
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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

La identificacion molecular de F. oxysporum AB2 y E. nigrum TORT mediante la
amplificacion de diferentes genes y regiones mostré ser una herramienta Gtil para
determinar la especie a la que pertenece, debido a que otros métodos de
identificacion, como el morfolégico y bioquimico, no son capaces de diferenciar
especies estrechamente relacionadas como las que pertenecen a un mismo genero
y clado evolutivo (Minarni et al., 2021). La utilizacién de mas de un gen o marcador
molecular para la identificacion 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 errénea
identificacion de especies (Gallou et al., 2016), lo cual ocurre cuando se utiliza
solamente un gen o marcador molecular para su identificacion, por la estrecha
relacion en regiones del genoma de especies que pertenecen al mismo género

especialmente las regiones ITS (Cheng et al., 2014).

6.3 Amplificacion del gen de la beauvericina sintetasa
La amplificacion del gen de la beauvericina sintetasa en las seis cepas utilizadas,

usando los oligonucledtidos disefiados Beau _synFW y Beau_syn2, solamente se
logr6 para la cepa 882.5 de B. bassiana, generando un fragmento de
aproximadamente 700 pb (figura 11). La secuenciacion de este fragmento indicé
que posee una longitud de 767 pb, con una homologia 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 oligonucleétidos 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

Descripcion Cobertura% Identidad% Numero de acceso

Gen de la beauvericina
sintetasa del aislado
Bb0062 de Beauveria
bassiana

99 96.85 Qi|386873574|J0Q617289.1

Gen de la beauvericina
sintetasa del aislado
BbBVRC de Beauveria
bassiana

99 96.85 0i|309252532|H0Q141932.1

Region del cromosoma 3
de Beauveria bassiana 99 98.85 gi|1905001555|CP045884.1
cepa HN6

Gen de la beauvericina
sintetasa de la cepa
ARSEF 2860 de
Beauveria bassiana

99 96.07 Qi|667662428|XM_008604824.1

Gen de la beauvericina

sintetasa de la cepa
ATCC 7159 de 99 95.67 0i|208658288|EU886196.1

Beauveria bassiana

En el resto de las cepas no hubo amplificacion con ninguno de los pares de
oligonucledtidos, lo que sugiere que no tienen complementariedad con su genoma,
especificamente 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 disminucion o supresion total
de la produccién de BEA, ya que se modifican los nucledtidos del gen que codifican
para sitios cataliticos de la beauvericina sintetasa (Liuzii et al., 2017; Luangsa et al.,
2009; Valencia et al., 2011). Esta modificacion en la produccion de este metabolito

secundario también se ha observado en otros metabolitos, incluso que juegan un
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU939002.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y9BUJDUX013
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_008604824.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Z74PGSS7016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU886196.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=Z74PGSS7016

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 oligonucle6tidos y con ello la amplificacion del

gen de la beauvericina sintetasa en el resto de las cepas.

La amplificacion del gen de la beauvericina sintetasa utilizando el segundo par de
oligonucleotidos FOBEAIf y ReBEAIf, diseflados para las cepas de los géneros de
Cordyceps y Fusarium, solamente produjo una banda para la cepa ARSEF 3302 de
C. fumosorosea con un tamafo aproximado de 700 pb (figura 12); sin embargo, la
baja concentracién del producto de PCR impidié la purificacién de este y con ello su

secuenciacion.

1500 pb

500 pb 700 pb

Figura 12. Gel de agarosa al 1%, mostrando los productos de PCR del gen de la beauvericina
sintetasa utilizando los oligonucledtidos FOBEAIif y ReBEAIf. M: Marcador de peso molecular, 1: F.
oxysporum AB2, 2: F. oxysporum Schiltl, 3: C. javanica CHE-CNRCB 303, 4: C. fumosorosea ARSEF
3302.

La amplificacion del gen de la beauvericina sintetasa en la cepa TORT de E. nigrum,
usando los oligonucleétidos disefiados Beau_synFW y Beau_syn2, produjo una
banda de aproximadamente 700 pb (figura 13). La secuenciacién de este fragmento

indicé que posee una longitud de 766 pb, con una homologia 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).

1000 pb

Figura 13. Gel de agarosa al 1%, mostrando los productos de PCR del gen de la beauvericina
sintetasa utilizando los oligonucleétidos 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

Descripcion Cobertura% Identidad% NUumero de acceso

Gen de la enniantina

sintetasa del aislado 93 80.45 Qi|1070354406|XM 018391579.1
lycopersici 4287 de
Fusarium oxysporum
Gen de la enniantina
sintetasa del aislado
93 80.72 gi]1759232891|XM 031190727.1

NRRL32931 de Fusarium
oxysporum

Fragmento del cromosoma
IX del aislado Fo47 de 93 80.22
Fusarium oxysporum

0i|1841337852|CP052046.1
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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
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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

Fragmento del cromosoma
X del aislado 44 de 93 79.78 gi[1914073183|CP052904.1
Fusarium oxysporum

Fragmento del cromosoma

X del aislado 170 de 93 78.55
Fusarium oxysporum 0i]|1914073171|CP052892.1

La banda observada (figura 12), utilizando los oligonucleétidos FOBEAIf y ReBEAIf,
en la cepa ARSEF 3302 de C. fumosorosea puede atribuirse a que los
oligonucledtidos 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 cataliticos como los sitios de adenilacién,
péptido acarreador y metiltransferasa que son homologas en la mayoria de especies
productoras de depsipéptidos (Jirakkakul et al., 2008; Liuzii et al., 2017). Debido a
la homologia marcada en las enzimas productoras de estos metabolitos, se ha
observado que su produccién se regula por un mismo mecanismo en el que

intervienen genes especificos (Yin et al., 2022).

La similitud entre las enzimas productoras de depsipéptidos, junto con la homologia
de sus dominios y sitios cataliticos, pueden explicar la amplificacion de un fragmento
de ADN de E. nigrum TORT utilizando los oligonucleétidos Beau synFW vy
Beau_syn2, ya que en su disefio 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 mayoria de los
estudios realizados a E. nigrum se basan en la produccion 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 homologia del fragmento amplificado en E. nigrum TORT con el gen de la

enniatina sintetasa de F. oxysporum puede atribuirse a la amplificacion del gen de
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la beauvericina sintetasa de E. nigrum TORT, que produce BEA en pequeias
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 comun, 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 comun con las depsipéptido sintetasa, familia a la que pertenece la
beauvericina sintetasa, de hecho ambas enzimas comparten uno o mas dominios.
Esto genera en E. nigrum la produccion de gran variedad de metabolitos
secundarios, muchos de ellos hibridos entre depsipéptidos y policétidos. Esta
produccién de compuestos hibridos 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 claster que otras enzimas productoras de metabolitos

secundarios (Uchiyama et al., 2021).

La ausencia de amplificacion en el resto de las cepas, y la homologia de los sitios
cataliticos en diferentes depsipéptido sintetasas, sugiere el disefio de nuevos
oligonucledtidos realizando alineamientos multiples de una mayor cantidad de
secuencias de la beauvericina sintetasa, de especies que pertenezcan a un solo
género de hongos, es decir el disefio de un par de oligonucleétidos para cada

género de hongos utilizado.

8.4 Filogenia
El arbol 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 comdn mas reciente. Dentro de ese mismo
clado evolutivo se encuentra la beauvericina sintetasa de C. fumosorosea, mientras
gue en el resto de los clados se encuentran las demas depsipéptido sintetasas como

enniatina sintetasa (ES), bassianoloide sintetasa (BS), péptido sintetasa (PS) y
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proteinas hipotéticas (HP) pertenecientes a diferentes especies de hongos.

sa; B.bassiana ARSEF 2860 BEAS
75 - B.bassiana ATCCT159 BEAS
<c||| B-bassiana clone BbBVRC BEAS
gg-a B bassiana isolate Bb0062 BEAS
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Figura 14. Analisis filogenético de los genes de la beauvericina sintetasa (BEAS), enniatina sintetasa
(ES), bassianoloide sintetasa (BS), péptido sintetasa (PS) y otras proteinas hipotéticas (HP) de
diferentes origenes, utilizando el programa MEGA 11. El método estadistico de reconstruccion
filogenética utilizado fue el de maxima verosimilitud. La robustez de los nodos se evalu6é con 1000
repeticiones de bootstrap; el modelo de sustitucién de nucledétidos 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 nucleétidos.
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En la figura 14 podemos observar la homologia 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 homologia 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 mas 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 minimo tres dominios: un dominio de
adenilacion encargado del reconocimiento de los aminoacidos que conformaran el
depsipéptido, un dominio peptidil acarreador encargado de transportar las unidades
intermediarias activadas y un dominio de condensacion, que une las unidades
intermediarias activadas. Dichos dominios son los que poseen la mayor homologia
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 agrupacion poco homologa de las diferentes secuencias, utilizadas para
generar el arbol filogenético, puede deberse a que pertenezcan a una de estas
regiones, que se encuentran en un mismo clister de genes, y que ademas si
presentan mutaciones afecta o suprimen completamente la produccién del

depsipéptido.

8.5 Analisis cromatogréfico
Con el andlisis del estandar de BEA (Sigma®), utilizando las condiciones

cromatograficas 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 sefial sobrepuesta y con un tiempo de retencion
de 7.7 min. Estas caracteristicas 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 algun otro compuesto proveniente del cultivo, lo que se
relaciona con lo realizado por Jiang et al., (2013), quienes utilizando condiciones
cromatograficas similares miden la concentraciéon de BEA en alimentos, y evitan la
sobreposicion del pico de la BEA con otros picos provenientes de las muestras que

analizan. Por otra parte, las condiciones cromatograficas utilizadas no solo evitan la
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sobreposicion del pico de la BEA con otros compuestos presentes en el cultivo, sino

que también evita la sobreposicion con metabolitos analogos de la BEA que

comparten caracteristicas fisicoquimicas entre si, como lo conseguido por Xu et al.,

(2007) quienes separan el espectro del pico de la BEA de los picos de los anédlogos

de esta. Ademas, la curva de calibracion (tabla 9) construida a partir del &rea bajo
la curva de concentraciones de 2.5, 5, 10, 15, 20, 30 y 60 ug-mL* de BEA (figura

16), produjo una r=0.9976 y una r?>=0.9961, confiable para calcular las

concentraciones de BEA en los diferentes cultivos.

Figura 15. Cromatograma obtenido del estandar de BEA, sefialado con rojo el pico perteneciente a

la BEA.

Tabla 9. Curva de calibracion realizada con el estandar de BEA

Concentracion Tiempo de retencién Area
5 pug/mL 7.66 min 479.29
10 pg/mL 7.71 min 840.71
15 pg/mL 7.73 min 1440.07
20 pg/mL 7.72 min 1919.75
30 pg/mL 7.79 min 3196.36
60 pg/mL 7.75 min 5812.24
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y=98.914 x-27.808
ABC r2=0.9961
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Figura 16. Representacion figura de la curva de calibracion utilizando el estandar de BEA. ABC:
area bajo la curva.

8.6 Produccién de beauvericina

8.6.1 Produccion de beauvericina en SSFy SmF

De las seis cepas inicialmente utilizadas, solamente los cromatogramas de la cepa
AB2 de F. oxysporum, usando tanto el medio enriquecido con caparazén de
camarén (figura 17), como el medio optimizado (figura 18) en SmF y en SSF,
presentaron un pico con un tiempo de retencion igual al del estandar de BEA,
teniendo notables diferencias en el tamafio del pico segun el tipo de cultivo. Es decir
gue de las seis cepas probadas inicialmente, solo AB2 de F. oxysporum mostrd

produccion 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 caparazon
de camaron de F. oxysporum AB2. A: SmF. B: SSF usando PUF como soporte sélido. C: SSF usando
como soporte sdlido bagazo de cafia. Se sefiala con rojo el pico perteneciente a la BEA.

66



2.903
780
46
3756
£333

o
i L
1 3
g
}? 375

5907
34

S
o o
o o
e
433
>‘1qu3
Lt
2.0

EZCE

Figura 18. Cromatogramas obtenidos de los cultivos del medio de cultivo optimizado de F.
oxysporum AB2. A: SmF. B: SSF usando PUF como soporte solido. C: SSF usando como soporte

sélido bagazo de cafa. Se sefiala con rojo el pico perteneciente a la BEA.

La cuantificaciéon de la BEA producida por la cepa AB2 de F. oxysporum, a partir del
area bajo la curva de los picos obtenidos en los cromatogramas tanto en SmF como
en SSF, mostro figuras comparativas de la produccion de BEA usando el medio
enriquecido con caparazon de camarodn (figura 19) y el medio optimizado (figura 20).
Se observa que la mayor produccién 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 sélido,
lo cual puede atribuirse a que en este sistema existe una mayor oxigenacion en el
medio facilitando el crecimiento del hongo, lo cual se ha observado que junto con la
acumulacion de micelio en el soporte sdlido 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 sintesis de metabolitos secundarios, en respuesta a distintas condiciones como
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el aumento de especies reactivas de oxigeno, la rapidez con la que el hongo puede
oxidar la fuente de carbono y alcanzar el maximo de su produccion de biomasa, que

toma mas tiempo en SmF (Campos et al., 2021).

De hecho, el cambio fisiolégico va mucho mas alla ya que el aumento en la
produccion de metabolitos secundarios es atribuido a la fisiologia que muestran los
hongos en SSF, ya que en este tipo de cultivo tienen que anclarse e invadir un
soporte sélido, ademas que se generan hifas aerdbicas y anaerdbicas, a este tipo
de crecimiento por parte del hongo se le llama fisiologia del medio sélido. Se han
reportado que mas de 4,628 genes se expresan de forma diferente en SSF, incluso
hay proteinas que se expresan exclusivamente en este tipo de cultivo, lo que da una
idea de la sorprendente dimension de los cambios fisiolégicos en SSF (Barrios-
Gonzalez, 2012).

También se observa que las barras de error son mucho menores en este medio de
cultivo, en comparacion con el medio de cultivo enriquecido con caparazon de
camarén, esto se atribuye a que en este ultimo la principal fuente de carbono es el
caparazon de camaron 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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Figura 19. Produccion de BEA (mg-Lt) de F. oxysporum AB2 a los 9 dias de cultivo, utilizando el
medio de cultivo enriquecido con caparazén de camaron.
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Figura 20. Produccion de BEA (mgL?) de F. oxysporum AB2 a los 9 dias de cultivo, utilizando el
medio de cultivo optimizado

La produccién de biomasa de F. oxysporum AB2 (figura 21) con el medio optimizado
fue mayor en SSF utilizando bagazo como soporte solido, mientras que no hubo
diferencias estadisticamente significativas entre la produccion de SmF y SSF
utilizando PUF como soporte sélido. Sin embargo, al ser mayor la produccion de
BEA en SSF usando PUF como soporte sélido, en relacion con el bagazo de cafia,
existe una mayor produccion especifica de BEA en SSF usando PUF como soporte
sélido (figura 22). Es decir, la biomasa producida en este cultivo esta mas
especializada en producir BEA. Esto contrasta con Lima-Pérez et al., (2019) quienes
observan un aumento considerable en la produccion de biomasa de Bacillus
thuringiensis usando SSF y PUF como soporte solido, en comparacion con SmF

utilizando el mismo medio de cultivo.
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Figura 21. Produccion de biomasa (g-Lt) de F. oxysporum AB2 a los 9 dias de cultivo, utilizando el
medio de cultivo optimizado.
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Figura 22. Produccion especifica de BEA (mg-g?) de F. oxysporum AB2 a los 9 dias de cultivo,
utilizando el medio de cultivo optimizado.

Por otro lado, hubo dificultad de medir la biomasa (y por lo tanto la produccién
especifica de BEA) en los cultivos realizados con el cultivo enriquecido con
caparazon de camaron, debido a que la biomasa quedaba adherida al caparazén
de camardn, o a que ésta no podia separarse del soporte solido para medir la
biomasa por peso seco. Debido a esta dificultad, y a que la mayor produccion de
BEA en F. oxysporum AB2 se observo utilizando el medio de cultivo optimizado en
SSF y PUF como soporte solido, para la cepa TORT de E. nigrum posteriormente
integrada a la investigacion solamente se realizaron cultivos utilizando estas

condiciones para determinar su producciéon de BEA.

En la produccion de BEA en E. nigrum usando SSF y PUF como soporte sélido se
comparo con la de la F. oxysporum AB2 (figura 23). La produccion de BEA de E.

nigrum TORT fue muy baja (0.05 mgL?) en comparacién con la de F. oxysporum
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AB2, lo que se relaciona con Braga et al., (2018) que mencionan la baja produccion
de BEA en E. nigrum en comparacion a otras especies como las del género
Fusarium, por lo que el interés de E. nigrum esta basado en la produccion de otros
compuestos como colorantes y antibiéticos, pero no en la produccién de BEA (Chi
et al., 2020; Dzoyem et al., 2017; Kaur et al., 2019).
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Figura 23. Produccién de BEA (mg-L?) de E. nigrum TORT y F. oxysporum AB2 a los 9 dias de
cultivo, utilizando el medio de cultivo optimizado, SSF y PUF como soporte sélido.

8.7 Espectroscopia de masas ESI-TOF y MALDI-TOF
Antes de realizar el andlisis por espectroscopia de masas se analizaron de forma

individual, por HPLC, las fracciones obtenidas del mismo, siendo la fraccion del
minuto 8.4 a 9.4 la que posee Unicamente 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 estandar de BEA se observa
qgue todos los picos poseen una forma del pico practicamente idéntica,
correspondiente a un tiempo de retencién que varia entre ellos tan solo por pocas

centésimas de minuto (figura 24). Esta pequeia diferencia en el tiempo de
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retencion, entre las muestras y el estandar 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 fraccion fue analizada por espectroscopia de masas.
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Figura 24. Cromatograma obtenido del estdndar 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 analisis de la fraccibn de HPLC que contenia el pico al que se le atribuye la
presencia de BEA, tanto de F. oxysporum AB2 como para E. nigrum TORT, present6
tres sefales 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 sefiales también fueron obtenidas al analizar el
estandar de BEA. Las sefiales obtenidas han sido consideradas por varios autores
(Palyzova et al., 2019; Rachmawati et al., 2018) como claves para la identificacion
y confirmacion de la BEA, ademas en ESI-TOF las sefiales obtenidas cuentan con
un error menor a 10 ppm (tabla 10), que el programa obtiene al analizar la masa
tedrica 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 identificacion de BEA, las sefiales predominantes son las
correspondientes al aducto de sodio y potasio, esto se atribuye a la capacidad
ion6fora de la BEA que deriva en la formacion de aductos con cationes
monovalentes y divalentes, a su vez que provienen de la fase movil utilizada en el
HPLC o del método de purificacion 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 bibliografico, indican que

efectivamente el pico observado en el analisis cromatogréfico se trata de BEA.
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Figura 25. Espectro de masas ESI-TOF de la fraccion 8.4 - 9.4 de HPLC de F. oxysporum AB2 en
SSF.

Tabla 10. Formulas condensadas, masas teéricas, masas obtenidas y error asignado del espectro
de masas ESI-TOF de la fraccion 8.4 - 9.4 de F. oxysporum AB2 en SSF usando el software Compass
DataAnalysis.

Formula

condensada m/z obtenida m/z tedrica Error (ppm)
CasHs7N3Og + H* 784.4147 784.4168 2.6
CusHs7N3Og + Na* 806.3951 806.3987 -4.4
CasHs7N3Og + K* 822.3672 822.3726 6.6
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Figura 26. Espectro de masas MALDI-TOF. Estandar de BEA (60 ug-mL?) (a), fraccién 8.4 - 9.4 de
HPLC de F. oxysporum AB2 (b), fraccion 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 Concentracion del medio de cultivo

El sistema de cultivo sélido (SSF) otorga a los microorganismos un equilibrio entre
estado liquido, sélido y gaseoso, con una mayor aireacion en comparacion a otros
tipos de cultivo (Singhania et al., 2009). Asi es posible incrementar la concentracion
del medio de cultivo que se embebe en el soporte solido, sin que las
concentraciones elevadas tengan un efecto toxico para el microorganismo. Los
medios de cultivo concentrados en SSF ya se han utlizado para aumentar la
produccion de biomasa y metabolitos secundarios (Bafios et al., 2009; Barrios-
Gonzalez et al.,1988; Cuadra et al., 2008; Dominguez et al., 2001) En particular,
Bafios et al. (2009). Debido a las caracteristicas mencionadas se realizaron SSF
utilizando el medio de cultivo liquido optimizado, que mostré una mayor produccién
de BEA, pero con una concentracion 3X, comparandolo con el SmF y utilizando
solamente la cepa AB2 de F. oxysporum por ser la Unica productora de BEA de las
seis cepas iniciales, incluso de mayor produccion en comparacion con la cepa TORT

posteriormente incluida de E. nigrum.

La produccién de BEA en F. oxysporum AB2 utilizando el medio de cultivo
concentrado (3X), respecto a los cultivos utilizando el medio no concentrado (1X),
aumento6 practicamentej tres veces en el SSF utilizando PUF como soporte sélido,
pasando de 23.8 a 65.38 mg-Lt. Sin embargo, en el SmF hubo una inhibicién total
de la produccion de BEA (figura 27). El aumento en la produccion de BEA en el SSF
puede deberse , como se menciond antes, al equilibrio entre fase liquida, sélida y
gaseosa que se logra. A su vez, el aumento que se observa en el SSF usando el
medio 3X puede atribuirse a la oxigenacién elevada que posee, dichos niveles de
oxigenacion no se presentan en el SmF lo que genera una baja oxidacion de las
concentraciones altas de glucosa en el medio. Las concentraciones elevadas en el
medio no generan un efecto téxico para F. oxysporum AB2, de hecho, también
aumenta la produccion de biomasa, pero sin un efecto inhibitorio de la produccién
de BEA. Por lo que la represion catabdlica de la glucosa, en el cultivo solido tiene
poco o nulo efecto, contrastando con (Miao et al., 2019) donde las concentraciones
elevadas de glucosa son un inhibidor de la producciéon de ciertos metabolitos, por

otro lado, la composicion y concentracion del medio de cultivo influye de forma
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importante en la cantidad y variedad de metabolitos secundarios producidos por
especies del género Fusarium (Kristensen et al., 2021). Mas alla de estas
consideraciones, se puede decir que se debe a la “fisiologia del medio sdélido”
(Barrios-Gonzalez, 2012).
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Figura 27. Comparacion en la produccién de BEA (mgL?) de F. oxysporum AB2 a los 9 dias de
cultivo, utilizando el medio de cultivo simple (1X) y conkcentrado (3X), en SSFy SmF.
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Figura 28. Comparacion en la produccién de biomasa (gL 1) de F. oxysporum AB2 a los 9 dias de
cultivo, utilizando el medio de cultivo simple (1X) y concentrado (3X), en SSF y SmF.

Debido a que se triplicé la produccion de BEA en SSF usando el medio 3X, pero la
biomasa aument6 en menor grado (figura 28), se logré una mejora en la produccién
especifica de BEA estadisticamente significativa (F = 451.0; p < 0.05), por lo que la
biomasa generada en SSF usando el medio 3X. Es decir, la biomasa es mas
eficiente en la produccion de BEA que la generada con el medio 1X, y a su vez la
biomasa generada en SSF es mucho mas eficiente en producir BEA que la
generada en SmF (figura 29). El aumento en la produccion de metabolitos en SSF
ya se ha observado por diversos autores (Goncgalves et al., 2016; Oliveira et al.,
2016; Thomas et al., 2013), quienes encuentran que SSF es muy superior a SmF
en cuanto a la produccién de diferentes compuestos de alto valor agregado. Por otro
lado, Bafos et al. (2009), ademas de incrementar 30 veces la produccion de
lovastatina en SSF, también reportan 15 veces mas la produccion especifica de BEA

en la biomasa producida por SSF. Este fendbmeno ha sido atribuido a la
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disponibilidad de oxigeno en el medio de cultivo, ya que activa las vias de
sefalizacion responsables de la produccion de diferentes metabolitos, dichas vias
de sefalizacion son activadas por la presencia de ROS, que incrementan a en el
SSF (Song et al., 2018). Ademas, se ha observado que concentraciones altas de
ROS en el cultivo modifican el perfil de produccién de los metabolitos de un

microorganismo (Barrios-Gonzalez et al., 2022; Pérez-Sanchez et al., 2017).
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Figura 29. Comparacion en la produccion de BEA (mgL?) de F. oxysporum AB2 a los 9 dias de
cultivo, utilizando el medio de cultivo simple (1X) y concentrado (3X), en SSFy SmF.

8.9 Cinética de produccion de BEA
Para conocer el tiempo de cultivo donde se alcanza el maximo de producciéon de

BEA se realiz6 una cinética de produccion, utilizando SSF y el medio concentrado
3X. En la cinética (figura 30) se observa que el maximo de produccion de BEA se
alcanza en el dia 7 de cultivo, permanece estable durante 5 dias hasta el dia 11 de
cultivo, sin que exista una disminucién significativa en la concentracion de la BEA
como ocurre en la mayoria de los metabolitos secundarios y enzimas producidas
ien SSF (Abdeljalil et al., 2014; Bafios et al., 2009; Buenrostro-Figueroa et al., 2018).
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En esos casos,una vez alcanzado el maximo de produccién a los pocos dias u horas
la concentracion del metabolito o la actividad enzimatica de interés disminuyen
significativamente. Esta produccion sostenida de BEA o su estabilidad observada
no se ha reportado en ningun 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 infeccion in vivo B. bassiana infecta a Bombryx batrycatus, la concentracion mas
alta de BEA (43.08 ug-g™) se alcanza en el dia diez de la infeccién y en el dia doce
ha disminuido alrededor del 50% (21.64 pg-g). Por otro lado, uno de los principales
resultados de nuestro trabajo fue la reduccion en los tiempos de produccion de BEA,
ya que en este sistema se alcanza al dia 7 de cultivo por debajo de otros trabajos
gue han requerido hasta 30 dias de cultivo (Liuzzi et al., 2017; Meca et al., 2010;
Moretti et al., 2008). Aungue la produccion de BEA alcanzada en nuestro trabajo es
facilmente 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 comparacion
en la produccién de BEA entre nuestro estudio y otros trabajos no seria valida, sin
embargo, nuestro sistema de cultivo puede ser aplicado utilizando cepas sobre
productoras de BEA, aumentando aun mas su produccion.
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Figura 30. Cinética de produccion de beauvericina (BEA, mg-L1) (m) y biomasa (g'L?) (A) 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 produccion de metabolitos

secundarios, como la BEA, es la modificacion 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 produccion de BEA, para ello se le agregaron diferentes
concentraciones de etilenglicol al medio liquido; sin embargo, al agregar
concentraciones por arriba del 3% de etilenglicol la aw dejé de disminuir (tabla 11),

por lo que esta concentracion fue la mas 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 mas diferentes concentraciones de etilenglicol (EG).

Medio Promedio
H20 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 andlisis de produccion de BEA en los SSF con menores valores de
aw se observa que la produccién disminuyé significativamente (figura 31) . Esto
puede deberse a la activacion o regularizacion de alguna via de sefalizacién que
modifica la produccién de BEA, contrario a lo propuesto por diferentes autores
(Carboue et al., 2020; Montiel-Gonzales et al., 2004; Ruijter et al., 2004); quienes
consideran a las ROS producidas por la baja aw como importantes para activar
diferentes vias de sefializacién que derivan en un aumento en la produccién 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
produccion de metabolitos. Por otro lado, no hay estudios reportados que discutan
la modificacion en la produccion de metabolitos en F. oxysporum al disminuir la aw,
es decir, no es posible comparar el comportamiento en la produccion de BEA con
otros estudios; sin embargo, es claro que no esta ligado a un efecto téxico, ya que

no hubo un cambio significativo en la produccién de biomasa con el control (figura
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32). Por lo tanto la disminucién de aw 0 estrés osmoticos tuvo un efecto negativo en

la produccién de BEA.
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Figura 31. Comparacion en la produccion de BEA (mg-L?) de F. oxysporum AB2 a los 7 dias 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. Comparacion en la produccién de biomasa (gL 1) de F. oxysporum AB2 a los 7 dias 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 produccion de biomasa y metabolitos

secundarios al aumentar la concentracion de oxigeno en la atmdsfera del cultivo
(Garcia-Ortiz et al., 2015; Song et al., 2018), la produccion de BEA disminuyo
significativamente (figura 33) respecto al control (3X) conforme incrementa la
concentracion de oxigeno al 26% en todos los cultivos, independientemente del dia
de cultivo donde se aplico el pulso oxidante, mientras que la produccién de biomasa
disminuy6 en todos los cultivos donde se modificd la concentracion de oxigeno,
excepto en los cultivos donde el pulso oxidante fue aplicado en el dia 4 de cultivo
(figura 34).
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Figura 33. Comparacion en la produccion de BEA (mgL?) de F. oxysporum AB2 a los 7 dias de
cultivo, en SSF modificando la atmoésfera del cultivo a 26% de oxigeno a diferentes tiempos de
cultivo.
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Figura 34. Comparacion en la produccién de biomasa (gL 1) de F. oxysporum AB2 a los 7 dias de
cultivo, en SSF modificando la atmosfera del cultivo a 26% de oxigeno a diferentes tiempos de
cultivo.

Los resultados muestran que disminuye significativamente tanto de biomasa como
de BEA, en los cultivos donde se aplico el pulso oxidante en el dia 3 y en los cultivos

donde este se aplico en los dias 3, 4y 5.

Esto podria relacionarse con que en el dia 3 de cultivo F. oxysporum AB2 se
encuentra en una fase de crecimiento exponencial, con una demanda de oxigeno
alta, al aplicar el pulso oxidante y cambiar el tapon de algodon por el de hule, el
oxigeno ingresado se agota rapidamente 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 aplico durante los dias 3, 4y 5, la cantidad de biomasa
y BEA no aumentan lo que puede indicar que F. oxysporum AB2 muere en el dia 3
por falta de oxigeno y por el aumento en la concentracion de CO2, ya que el tapon
de hule evita el intercambio gaseoso. Por otro lado, se observa que la produccién

de biomasa de los cultivos donde el pulso oxidante se aplicé en el dia 4 no hay
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diferencia estadistica con la produccion de biomasa del control (3X), lo que indica
que la maxima produccion de biomasa se alcanza en el dia 4 de cultivo, sin
embargo, el tiempo de maxima produccion de BEA se alcanza hasta el dia 7 (figura
30), es decir, F. oxysporum AB2 muere al colocar el tapdn de hule en el dia5 vy la
produccion de BEA se detiene en ese momento, que se relaciona con diferentes
estudios (Barfios et al., 2009; Xin et al., 2019) que mencionan que la produccion de
metabolitos secundarios inicia 0 aumenta drasticamente cuando el microorganismo
se desarrolla completamente, o alcanza el maximo de biomasa, es decir en la
idiofase. Finalmente debido a que los cultivos donde el pulso oxidante se aplico en
el dia 4 de cultivo no tienen diferencia significativa en la produccion de biomasa,
pero si en la produccién de BEA indica que hay una fuerte disminucion en la

produccién especifica de BEA en la biomasa producida en este cultivo (figura 35).
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Figura 35. Comparacion en la produccion especifica de BEA de biomasa (gL') de F. oxysporum
AB2 a los 7 dias de cultivo, en SSF modificando la atmosfera del cultivo a 26% de oxigeno a
diferentes tiempos de cultivo.
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8.12 Cultivos mixtos
Se ha observado un aumento en la produccién 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
produccion de BEA. Primero se determiné qué microorganismo se agregaria 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 produccién de BEA se obtuvo en los cultivos
con restos celulares de E. nigrum TORT (figura 36) (p < 0.05), 37.4 mgL* que en
comparacion al control que produjo 27.3 mg-L* representa un incremento del 36.9%,
ademas no hubo un cambio significativo en la produccion 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 estd activando una via de sefalizacion en F.
oxysporum AB2 que promueve la produccion de BEA.

La activaciéon de vias de sefializaciéon 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 produccién 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. Comparacion en la produccién de BEA (mg-L?) a los 7 dias de cultivo de F. oxysporum
AB2 a los 7 dias 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. Comparacion en la produccién de biomasa (g-L*!) a los 7 dias de cultivo de F. oxysporum
AB2 a los 7 dias 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 produccién de BEA menor a la del control
(cultivo axénico de F. oxysporum ABZ2). Por otro lado, el cultivo de F. oxysporum
AB2 con 5 gL de restos celulares de E. nigrum TORT fue el Unico cultivo que
superd la produccion de BEA del control, llegando a 84.6 mg de BEA por litro de
medio de cultivo, es decir, 45.8% mas que el cultivo control (p>0.05) (figura 38). La
mejora obtenida del 45.8% en la produccion de BEA, supera el aumento que han
alcanzado otros estudios respecto a su cultivo control, por ejemplo, Xu et al., (2011)
gue optimizando un medio de cultivo consiguen un aumento en la produccion de
BEA del 23.7% respecto a su cultivo control, del mismo modo, Xu et al., (2010)
consiguen solo un aumento en la produccion de BEA de tan solo el 18.04% respecto

a su grupo control.
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Figura 37. Producciéon de BEA en mg-L! a los 7 dias 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 mas restos celulares autoclaveados de Epicoccum nigrum TORT; E/F ac:
Epicoccum nigrum TORT mas restos celulares autoclaveados de Fusarium oxysporum AB2; F/E
95/5: Fusarium oxysporum AB2 y Epicoccum nigrum TORT fueron inoculados en una proporcion de
95/5; F/E 85/15: Fusarium oxysporum AB2 y Epicoccum nigrum TORT fueron inoculados en una
proporciéon de 85/15; F/E 50/50: Fusarium oxysporum AB2 y Epicoccum nigrum TORT fueron
inoculados en una proporcién de 50/50; F/E 25/75: Fusarium oxysporum AB2 y Epicoccum nigrum
TORT fueron inoculados en una proporcion de 25/75.

Por otra parte, en la produccién de biomasa (figura 39) solamente el cultivo de E.
nigrum TORT con 5 gL' de restos celulares de F. oxysporum AB2 superd la
biomasa producida por el control (cultivo axénico de F. oxysporum AB2), en el resto
de los cultivos mixtos la biomasa era igual o0 menor. Debido a que en el cultivo de
F. oxysporum AB2 con 5 gL de restos celulares de E. nigrum TORT no aumenté
la produccion de biomasa, respecto al control, pero si de BEA, existe un aumento
en la producciéon especifica de BEA en este cultivo, como se observa en la figura
40.

93



Biomasa

gL
70 -
57.3
60 1 > I 52.1
1 49.3 T

50 | 433 | 438 | L

Y 41.6 i
04 ) L

32.8

30 - I
20 -
10 -
O T T T T T T T 1

F E FlEac E/Fac FIE955 FIE  FIE  FIE

85/15 50/50  25/75

Figura 39. Produccion de biomasa en gL a los 7 dias 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 mas restos celulares autoclaveados de Epicoccum nigrum TORT; E/F ac:
Epicoccum nigrum TORT mas restos celulares autoclaveados de Fusarium oxysporum AB2; F/E
95/5: Fusarium oxysporum AB2 y Epicoccum nigrum TORT fueron inoculados en una proporcion de
95/5; F/E 85/15: Fusarium oxysporum AB2 y Epicoccum nigrum TORT fueron inoculados en una
proporciéon de 85/15; F/E 50/50: Fusarium oxysporum AB2 y Epicoccum nigrum TORT fueron
inoculados en una proporcién de 50/50; F/E 25/75: Fusarium oxysporum AB2 y Epicoccum nigrum
TORT fueron inoculados en una proporcion de 25/75.
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Figura 40. Produccion especifica (YP/X) mg BEA/g biomasa a los 7 dias 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 mas restos celulares autoclaveados de Epicoccum
nigrum TORT; E/F ac: Epicoccum nigrum TORT més restos celulares autoclaveados de Fusarium
oxysporum AB2; F/E 95/5: Fusarium oxysporum AB2 y Epicoccum nigrum TORT fueron inoculados
en una proporcién de 95/5; F/E 85/15: Fusarium oxysporum AB2 y Epicoccum nigrum TORT fueron
inoculados en una proporcién de 85/15; F/E 50/50: Fusarium oxysporum AB2 y Epicoccum nigrum
TORT fueron inoculados en una proporcién de 50/50; F/E 25/75: Fusarium oxysporum AB2 y
Epicoccum nigrum TORT fueron inoculados en una proporcion de 25/75.

El aumento considerable en la produccién de BEA, en los cultivos de F. oxysporum
con 5 gL de restos celulares autoclaveados de E. nigrum TORT, se atribuye a que
los restos celulares activan la via de sefializacion responsable de la produccion de
BEA; de hecho, se lleva a cabo el contacto de F. oxysporum AB2 con algun
componente de E. nigrum TORT. Lo mismo ocurre con los cultivos de E. nigrum con
5 gL de restos celulares autoclaveados de F. oxysporum AB2, ya que la presencia
de restos celulares aumenta la produccion de BEA respecto a los cultivos axénicos
de E. nigrum TORT, aunque es menor que la producida por F. oxysporum AB2
debido a la diferencia en la habilidad de estas especies para producir BEA. El

mejoramiento en la produccién de metabolitos secundarios, asi como la produccién
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de nuevos compuestos usando cultivos con mas 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 activacion de

genes gque permanecen silenciados en los cultivos axénicos.

Por otra parte, todos los cultivos mixtos que contenian ambos hongos viables
presentaron una menor produccion de BEA, e igual o menor produccién de biomasa,
lo que sugiere una competicion 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 identificé en el ensayo de
confortacion directa (figura 41), donde E. nigrum TORT después de 21 dias de
cultivo termina por colonizar a F. oxysporum AB2, mostrando una clara competencia
por espacio. La presencia de restos celulares autoclaveados no representa
competicidon por nutrientes y espacio para el hongo viable, aunque si contiene
moléculas que activan la via de sefializacion responsable para la produccion de
diferentes metabolitos secundarios, como los producidos por una via no ribosomal
qgue incluyen a la catélisis 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 produccién de metabolitos
secundarios se ha atribuido a la acetilacion de histonas que relajan el
empaquetamiento del ADN, facilitando asi la expresion de genes responsables de

la sintesis de metabolitos secundarios (Barrios-Gonzalez, 2018).

d

Figura 41. Ensayo de competicion de F: F. oxysporum AB2 (colonia roja a morado) y E: E. nigrum
TORT (colonia blanca a amarillo) a: 9 dias después de la inoculacion; b: 12 dias después de la
inoculacién; c: 21 dias después de la inoculacién; d: 21 dias después de la inoculacién.
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La activacion de las vias de sefializacion puede ser a una respuesta antagonica
entre los hongos que conforman el cultivo mixto, comun 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 volatiles
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 produccién 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 colonizacion de
E. nigrum TORT por encima de F. oxysporum AB2 (figura 41). Esto sugiere que los
cultivos donde el in6culo 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 seccion, se concluye que la produccion de BEA en SSF de F. oxysporum
con 5 gL 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%

mas que el cultivo control.

8.13 Ensayos in-vitro con células cancerigenas
En los dltimos afos se ha mostrado que la BEA posee un efecto antitumoral, tanto

en lineas celulares de cancer 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 combinacion con antitumorales, como ocurre cuando se le
combina con antifangicos (Zhang et al., 2017). Por lo que resulta importante
determinar el efecto de la BEA en combinacion con uno de los antitumorales mas
prescritos como es el cisplatino, especificamente frente a lineas celulares de cancer

de pulmdn, donde la BEA ha mostrado su mayor efecto citotoxico.
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La CI50 para la linea celular H-1975 de BEA fue de 5 uM, mientras que para el
cisplatino fue de 6 UM como se muestra en la figura 42, ya que concentraciones por
debajo de esta 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 lineas celulares de cancer de
pulmén utilizando, la H-1975 como la mas resistente a cisplatino; no obstante, al
combinar el cisplatino con otros antitumorales se muestra un mayor efecto citotoxico
no solo en la linea celular H-1975, sino también en diferentes lineas celulares de

cancer de pulmon.
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Figura 42. Viabilidad celular obtenida por MTT de la linea celular H-1975 para diferentes
concentraciones de BEA y cisplatino, sefialando en azul la CI50 de cisplatino y en rojo la CI50 de la
BEA.

La viabilidad de la linea 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 pM de cisplatino con 1 uM 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
disminuy6 cuatro veces la concentracion de cisplatino necesaria para inhibir el
crecimiento de esta linea celular, lo que podria representar una disminucion
importante en las concentraciones de este farmaco utilizadas en el tratamiento de
cancer de pulmon, derivando en una disminucion en los efectos secundarios que

ocasiona el cisplatino y en tratamientos menos costosos.

El sinergismo observado en la linea celular H-1975, al combinar cisplatino con BEA,
se relaciona con diferentes autores que han mostrado que el cisplatino es el farmaco
antitumoral con mayor efecto sinérgico en combinacion con productos naturales y
metabolitos secundarios cuando se aplica especialmente a lineas celulares de
cancer de pulmoén, potencializando diferentes vias que conllevan a la apoptosis de
células cancerosas; lo anterior incluyela modificacion en la expresion de genes que
codifican para proteinas proapoptéticas y antiapoptéticas, liberacién 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 linea celular H-1975 para diferentes para
diferentes combinaciones de cisplatino y BEA, sefialando en rojo la combinacién que tuvo el mayor

efecto sinérgico.

Por otro lado, la CI50 para la linea celular H-1299 de BEA también fue de 5 uM,
aungue este valor no es preciso, ya que no tiene diferencias estadisticamente
significativas con valores de viabilidad obtenidos usando concentraciones de BEA
inferiores o superiores a esta concentracion, mientras que la CI50 de cisplatino no
pudo ser determinada ya que es superior a las concentraciones utilizadas, por lo

gue se encuentra por encima de 11 uM (figura 44).
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Figura 44. Viabilidad celular obtenida por MTT de la linea 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 limitacién, se realizaron ensayos combinando diferentes concentraciones
de cisplatino y BEA (figura 45), donde se observa que no hubo diferencias
estadisticamente significativas en la viabilidad celular de ninguna de las

combinaciones probadas.
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Figura 45. Viabilidad celular obtenida por MTT de la linea celular H-1299 para diferentes
combinaciones de BEA y cisplatino.

La concentracion de cisplatino usada en la linea celular H-1299 fue asignada debido
a que se encuentra por encima de la CI50 reportada que va entre los 6 y 10 uM (Ku
et al., 2020; Wang et al., 2022). Sin embargo, esta no fue alcanzada en los ensayos
realizados, probablemente al nUmero de pase de las células, es decir el nUmero 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 ultimo es
comun 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 especificamente
en esta linea 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 via de

sefalizacion que derive en la apoptosis (Wang et al., 2022; Wu et al., 2011).

Aunque los resultados mostrados con la linea celular H-1975 indican que la BEA
posee un efecto sinérgico en combinacién con el cisplatino, este efecto debe de ser
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colaborado utilizando otra linea celular de céncer de pulmoén, y determinar la
citotoxicidad de esta combinacion en lineas celular no cancerigenas que ayudan a
probar la seguridad de esta combinacion, ademas 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 antibiéticos, como ocurre
cuando se combina con antifingicos (Zhang et al., 2017); de ser asi, la BEA tendria
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 aparicion de cepas bacterianas resistentes a antibiéticos (OMS, 2022).

La determinacion 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), ademas de ser resistencia a oxacilina, también
mostro duplicar la CMI de BEA, y ser alrededor de 8400 veces mas resistente a la
lincomicina en comparacién con la cepa no resistente (ATCC 25923). La cepa ATCC
14028 de S. typhimurium resulté ser muy sensible a ciprofloxacino, siendo la CMI
mas baja de todas, de tan solo 2.5 nM; sin embargo, la BEA no tuvo ningun efecto

frente a esta cepa capaz de crecer en la concentracion mas alta probada ( 60 puM).

Debido a que la BEA es practicamente insoluble en agua, los ensayos donde se
usaron concentraciones por arriba de 20 uM de BEA, ésta precipitaba al ser
agregada al medio de cultivo, lo que interferia en la lectura de la placa a 600 nm.

Por eso la viabilidad de S. typhimurium en concentraciones por arriba de 20 uM se
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determiné por cultivo en placa, transfiriendo los 100 pL del pozo en una caja Petri

con agar Mueller Hinton, sembrando en césped e incubando durante 24 horas.

Tabla 12. Concentracién minima inhibitoria (CMI) para las cepas bacterianas utilizadas. N/A: no
aplica. -: sin efecto.

Cepa Beauvericina Oxacilina Lincomicina Ciprofloxacino

S. aureus ATCC

0.31 uM 0.015 pM 0.038 uM N/A
25923
S. aureus ATCC
0.62 uM 0.125 pM 320 uM N/A
43300
S. typhimurium
- N/A N/A 2.5nM

ATCC 14028

Las CMI de BEA para ambas cepas de S. aureus son mas bajas que las reportadas
en diferentes estudios, que van de los 3 a los 32 uM, 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 relacion a la cepa no resistente, sugiriendo
gue 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, podria relacionarse a los genes mec, especialmente por los
genes mecA y mecC, ya que minimo un gen de esta familia se encuentra en todas
las cepas de S. aureus que presentan resistencia a antibidticos. Estos genes
codifican para proteinas que se unen a los antibiéticos impidiendo su accion, la

afinidad de estas proteinas es menor en los betalactamicos. 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 proteina 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 mayoria 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). Aungue Sondergaard et al., en el 2016 intentaron determinar en cultivo
liqguido la CMI de BEA para una cepa de S. typhimurium sin éxito, ya que fue
resistente a la concentracion mas alta utilizada (256 uM). Tampoco concentraciones
hasta de 200 uM de anélogos 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 Unicamente 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 accion de como la BEA posee un efecto antibacteriano son
escasos, solo se ha reportado que no interviene con la sintesis de peptidoglucano
(Whang & Xu, 2012) por lo que no es posible inferir la interaccién entre S.
typhimurium y BEA, aunque las altas concentraciones de BEA pueden indicar que

no existe ningun tipo de interaccion.

En cuanto el efecto sinérgico de la BEA, la técnica de tablero mostré 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 esta por debajo del 0.5. Sin embargo, el valor del ICIF para la cepa de
S. aureus no resistente es practicamente la mitad que el de la cepa resistente, es
decir, el efecto sinérgico de la BEA en combinacion 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 uM de BEA, 0.015 pM de oxacilina fue suficiente para inhibir su
crecimiento. Esta ultima concentracion 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 combinacion 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 area de oportunidades para la BEA, se proyecta que
tratamientos actuales que han perdido efectividad en contra de infecciones

bacterianas vuelvan a ser eficaces.
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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 sefiala con rojo la combinacién 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 sefiala con rojo la combinacién 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 combinacion con la BEA, la
prueba de tablero determin6 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 adicibn 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 unica diferencia entre la interaccion 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 combinacion 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 mas bajo.
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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 sefala con rojo la combinacién 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 sefala con rojo la combinacién 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 antagénico 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 limitacion, se probaron diferentes combinaciones entre ciprofloxacino y BEA,
utilizando la CMI de ciprofloxacino y 30 uM como la concentracion mas alta de BEA
(figura 50). Se encontré un efecto antagénico 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, ademas que la determinaciéon de la viabilidad de S.
typhimurium, utilizando concentraciones altas de BEA se llevé a cabo por cultivo en
caja, se cuantifico que el nimero de unidades formadoras de colonia de S.
typhimurium aumentaba conforme aumentaba la concentracion 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 antagdnico de la BEA. a: 30 uM de BEA + 2xCMI
(5 nM) de ciprofloxacino; b: 20 uM de BEA + 2xCMI (5nM) de ciprofloxacino; c: 15 pM de BEA +
2xXCMI (5 nM) de ciprofloxacino. Utilizando agar Mueller Hilton.

Como ya se menciond poco se conoce acerca del efecto antibacteriano de la BEA
(Whang & Xu, 2012), por lo que no es posible determinar o proponer mecanismos
de cémo la BEA potencializa el efecto de la oxacilina y lincomicina en S. aureus o
por qué actia como antagonista en combinacion de ciprofloxacino en S.
typhimurium. El efecto sinérgico de la BEA solo ha sido descrito en combinacion con
antimicéticos (Zhang et al., 2007), por lo que el presente trabajo es el primero que
describe un efecto sinérgico en combinacion con antibiéticos, junto con la limitante
del principio de los mecanismos de accion de la BEA, hace dificil proponer o
relacionar mecanismos de acciébn de como la BEA posee efecto sinérgico o

antagonista en S. aureus o S. typhimurium, respectivamente.

9. RESUMEN DE RESULTADOS
1. La identificaciébn molecular mediante la amplificacion y secuenciacion de los

genes ribosomales y las secuencias ITS, el gen de actina, B-tubulinay el gen
de elongacion alfa, resultd ser un método adecuado que permite diferenciar
entre especies estrechamente relacionadas.

2. La amplificacion parcial del gen de la beauvericina sintetasa no se relaciona
con la produccién de BEA y se sugiere un par de oligonucleétidos especificos

para cada especie debido a la variabilidad de este gen.
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. De las cepas utilizadas solamente la cepa AB2 de F. oxysporum y la TORT

identificada como E. nigrum mostraron una produccion de BEA.

. La extraccion en fase solida con cartuchos C18 es un método adecuando

para la prepurificacion de la BEA.

. El andlisis por HPLC y la espectroscopia de masas MALDI-TOF y ESI-TOF
resulto ser un método adecuado para la purificacion y caracterizacion de la
BEA.

. El SSF aumenta la produccion de BEA en comparacion al SmF incluso
utilizando el mismo medio de cultivo, pasando de 0.8 a 22.8 mgL™, lo que
representa una produccion 28.5 veces mayor.

. El cultivo en estado sélido utilizando el medio de cultivo optimizado y PUF
como soporte solido mostro ser el sistema de cultivo con la mayor produccion
de BEA, superando la produccion del medio de cultivo enriquecido con
caparazon de camarén y SSF usando bagazo de cafia como soporte sélido.
. La disminucion de la actividad de agua y la aplicacidén de pulsos oxidantes en

los cultivos resulto se perjudicial para la produccion de BEA

. Utilizando una version mas concentrada del medio aumentd

considerablemente la produccién y la produccion especifica de BEA.
Pasando de un 22.8 mgL* a un 65.3 mgL? (286.4% mas) al triplicar la

concentracion del medio de cultivo.

10. Utilizando el medio de cultivo optimizado y cultivo en estado sélido el maximo

de produccion de BEA se alcanza en el dia 7 de cultivo y permanece hasta

el dia 11 de cultivo.

11.La produccion de BEA en SSF con medio 3X aumentd 29.5% utilizando

cultivos mixtos de F. oxysporum AB2 con restos celulares de E. nigrum TORT
en comparacion con los cultivos axénicos de F. oxysporum AB2, alcanzando

una produccion de 84.6 mg-L™2.

12.La BEA posee un efecto sinérgico en combinacion con el cisplatino en la linea

celular H-1975 de cancer de pulmaon, sin embargo, se sugiere el uso de otras
lineas celulares de cancer y células no cancerigenas que colaboren estos

resultados y determinen la toxicidad en células normales.
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13.La BEA mostré poseer un efecto sinérgico sobre las cepas ATCC 25923 y
ATCC 43300 de S. aureus al combinarse con oxacilina, un efecto de adicion
sobre las cepas ATCC 25923 y ATCC 43300 de S. aureus al combinarse con
lincomicina y un efecto antagénico sobre S. typhimurium ATCC 14028 al

combinarse con ciprofloxacino.

10. CONCLUSIONES
El cultivo en estado sélido (SSF) tiene un efecto importante en la produccion de

BEA, ya que aumenta su produccion en comparacion al cultivo liquido (SmF) aun
usando el mismo medio de cultivo. Sin embargo, el aumento en la produccion de
biomasa entre los cultivos SSF y SmF no es proporcional al aumento de la
produccién de BEA, indicando un efecto regulatorio positivo que deriva en un
considerable aumento en la produccion de BEA. Este efecto regulatorio también se
manifiesta al modificar las condiciones de cultivo, debido a que la aplicacién de
pulsos oxidantes y la disminucion de actividad de agua, disminuyen la produccion

de BEA, pero con la realizacion de cultivos mixtos aumenta.

El cultivo en estado solido implementado en nuestro trabajo, utilizando un medio de
cultivo liquido optimizado, acorta los tiempos de produccion de BEA, a tan solo siete
dias de cultivo, superando el tiempo de produccion de cualquier sistema de cultivo,
reportado hasta ahora. Por estas razones es importante considerar el potencial que
posee el cultivo en estado solido para la produccién 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
antibidticos como la oxacilina y la lincomicina llegando a presentar un efecto
sinérgico, sin embargo, al combinar BEA con ciprofloxacino se presenta un fuerte
efecto antagonico. Debido a lo anterior, se sugiere evaluar el efecto que posee la
BEA combinada con diferentes antibidticos, 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 combinacién con

cisplatino frente a la linea celular de cancer H-1975, por lo que se propone el uso

113



de otras lineas celulares, tanto cancerigenas como no cancerigenas, 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 oligonucleétidos, que permitan la amplificacién parcial del

gen de la beauvericina sintetasa, en cepas de diferentes especies, que puedan ser
utilizados como un criterio de seleccion para la produccion de BEA.

- Evaluar el efecto del cultivo en estado sélido en la produccion de BEA, utilizando

otros medios de cultivo, donde se haya observado una alta produccién de BEA.

- Evaluar la produccién de BEA en cepas superproductoras de BEA, utilizando

cultivo en estado sdlido y las condiciones expuestas en nuestro trabajo.

- Determinar el efecto que tienen los restos celulares bacterianos, en la produccién

de BEA, mediante cultivos mixtos.

- Evaluar el efecto antitumoral que posee la BEA, en combinacién con cisplatino en

otras lineas celulares de cancer, y en lineas celulares no cancerigenas.

- Evaluar el efecto que posee la BEA, en combinacion con otros antibiéticos y

especies bacterianas diferentes a las utilizadas.

- Determinar los mecanismos de accién, por los cuales la BEA posee un efecto
antibiético.
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Abstract

The production of beauvericin (BEA) by Fusarium oxysporum AB2 in liquid medium (SmF) was compared to that on solid
medium (SSF) on inert support (polyurethane foam or PUF), using a previously optimised medium. The analysis included
two different concentrations of the medium (1 x and 3 x). Under SSF, the production of BEA (22.8 mg-L_') was higher rela-
tive to SmF (0.8 mg-L.™"). The production increased proportionally in the concentrated medium (3 x) (65.3 mg-L™"); using
the concentrated medium in SmF, the production of BEA was completely inhibited, although more biomass was produced.
The peak of BEA production was reached on day 7 and remained stable until day 11; sustained production after several days
has not been achieved in similar reports. The presence of BEA was corroborated by high-performance liquid chromatography
(HPLC) and mass spectrometry. The BEA production profile is shown performing mixed cultures of Fusarium oxysporum AB2
and Epicoccum nigrum TORT using the same system. increasing the production of BEA up to 84.6 mg-L". We propose SSF
using polyurethane foam (PUF) as a solid support as a new culture system for obtaining secondary metabolites such as BEA.

Anexo 1. Portada del articulo publicado en la revista Mycotoxin Research
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EXPRESION DEL GEN DE LA BEAUVERICINA SINTETASA EN UN CULTIVO EN MEDIO
SOLIDO.

illa:; Juan Esteban Barranco Floridos Edith Ponce Alquicira:; Octavio Loera Corrals -Doctorade

en Biotecnologia, :Departamento de Sistemas Bioldgicos. Universidad Auténoma Metropolitana-Iztapalapa. Ciudad de
México C.P.09340, Correo electrdnico del responsable del trabajo: norberto.vasquezbonilla@gmail.com
Falabras clave: Cultivo en medio sdlido, Beauvericina, Beauvericina sintetasa.

Introduccion. La beauvericina (BEA) es una micotoxina de
interés industrial y farmaceéutico que posee una gran variedad de
actividades biologicas como:  insecticida, antimicrobiana,
antifingica, anfiviral y antitumoral, asi como interssantes
mecanismos de accion'. Algunos hongos como Beauveria
bassiana (B. bassiana) y Fusarium sp. producen BEA mediante
una via no ribosomal por la enzima beauvericina sintetasa
codificada por el gen bbBeas. ? El cultivo en medio solido (CMS)
se caracteriza por su bajo costo, alta productividad de
compuestos bioactives y como altemativa frente al cultivo liguido
o sumergido. El CMS provee al microorganismo de fres fases
para su desarrollo; una fase ligquida, una =olida y una gaseosa
que s& asemejan al ambiente natural del microorganismo lo que
contribuye a la produccion de componentes activos como
metabolitos secundarios

Debido a que no s& han explorado las ventajas que puede tener
el CMS en la produccion de BEA, el objetive de este trabajo fue
determinar los patrones de expresion del gen bbBeas en un
CMS

Metodologia. El microorganismo utiizado fue B. bassiana cepa
882.5. El medio de cultivo contenia (g-L): (NH2):50s, 6; MgS0y,
12; NaCl, 1; KH2PQs, 15; FeS0u-7H:20, 0.1; ZnSC.-TH=0 0.028;
MnSQe-H-0, 0032; sacarcsa, 10; como inductor para la
expresion de bbBeas se utilizd caparazon de camandn (60 g-L ')
v bagazo de cafia como soporte solido 4 Los niveles de expresion
s& compararon a los 6, 9y 12 dias de cultivo mediante la técnica
de densitometria de banda en gel de agarcsa, a parir de los
productos de RT-PCR con los oligonucledtidos: Foward: 5-ATT
GGA TGA TGG CTA CAC CG-3 y Reverse: 5-CTT TCC GGT
GGC AGT GCG-3 disefiados baséndose en las secuencias
conservadas del alineamiento del gen de la beauvericina
sintetasa en diferentes cepas de B. bassiana y Fusarum sp.
ufilizando el programa de Mega 7, como control positivo se utilizo
el gen rbosomal 185,

Resultados. El producto de RT-PCR obtenido tuvo una longitud
de 778 pb; se=gun la base de datos de GenBank de nucledtidos,
es 97% idéntico al gen de la beauvericina sintetasa. Los niveles
de expresion mostraron gue el gen se expreso en todos los
tiempos de culiivo, sin embargo, la mayor expresion se alcanza
a los 9 dias de cultive (Fig.1) lo que se relaciona con lo
encontrado por Jiang ef al, = gue determinan que la mayor
concentracion de BEA en un modelo de infeccion in vivo de B.
bassiana se encuentra alrededor de los 9 dias (Fig. 2).
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Fig. 1. Cuantificacion de |a expresion del gen bbBeas por
densitometria.
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Fig. 2. Concentracion de BEA en el cuerpo del gusano de seda
{Bombyx bafryticafus) infectado con B. bassiana (modificada de Jiang et
al., 2013)

Conclusiones. Los cligonucledtidos disefiados son adecuados
para el monitoreo de los niveles de expresion del gen bbBeas,
ademas existe una clara relacion enire los niveles de expresion
de este gen en el CMS v la produccion de BEA reportada en
modelos de infeccion in vivo de B. bassiana.
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PRODUCCION DE BEAUVERICINA EN CULTIVO EN MEDIO SOLIDO
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*norberto.vasquez bonilla@gmail com

RESUMEN

La beauvericina (BEA) es una reconocida micotoxina producida por algunos hongos
entomopatogenos de los géneros Beauwveria e Isaria (ambos del Orden: Hypocreales vy de la
Familia: Clavicipitaceae), v fitopatdgenos del género Fusarium (Orden: Hypocreales Familia:
Nectriaceae), que posee gran variedad de actividades bioldgicas como antitumoral, antiviral,
antibacteriana, antifingica e insecticida; esta (ltima probada en diferentes especies de insectos
consideradas plagas agricolas. Para la produccion de BEA se ha utilizado el cultivo en medio
liquido (CML) principalmente, sin embargo, el cultivo en medio sélido (CMS) es una atractiva
alternativa para la produccion de BEA vya que en los Gltimos afios ha mostrado ventajas ante el
CML como una mayor produccion de biomasa y metabolitos secundarios. El CMS provee al
microorganismo de tres fases para su desarrollo; una fase liquida, una sélida y una gaseosa que se
asemejan al ambiente natural del microorganismo. El objetivo del presente trabajo fue comparar
los rendimientos de produccion de BEA en CMS y CML, utilizando la misma composicion del
medio de cultivo en ambos sistemas. Se utilizo el aislado identificado como W1185 de la especie
Fusarium oxysporum en CMS (utilizando como soporte sélido espuma de poliuretano) v CML,
ambos con un medio donde se ha observado una alta produccion de BEA en CML. Después de 9
dias de cultivo, se realizd la extraccion de BEA utilizando metanol al 84% v bafios sonicos, se
purtficd mediante extraccion en fase solida con cartuchos C18. La cuantificacion de BEA se llevo
a cabo mediante HPLC vy la confirmacion de la misma por espectroscopia de masas. Los
resultados mostraron que la cantidad de BEA producida en CMS es mds de 13 veces mayor a la
cantidad producida en CML (0.5 mg/L vs 6.96 mg/L). Por lo tanto, el CMS es mas eficiente para
producir BEA | con mejor productividad y rendimiento por unidad de sustrato.

Anexo 4. Resumen del cartel presentado en el XLII congreso de control biol6gico 2019
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Corral’; 'Doctorado en Biotecnologia, *Departamento de Sistemas Bioldgicos. Universidad Autdnoma

Metropalitans-lztapalapa. Ciudad de México C.P_.09340. Correo electronico del responsable del trabajo:

nerberto vasquez bonila@amail com
Palabras clave: Beauvericina, Cultivo en estado solido, metabalito zecundario

Introducecion. La beawvericina (BEA) es un metabolito
secundario producida por algunos hongos
entomopatogenos (HE) tales como Cordyceps sp. ¥
Eeauveria bassiana, asi como hongos filopatogencs del
genero Fusarium sp. La molécula tiene diversas actividades
biologicas y mecanismos de accion de interés
farmaceéutico’. La mayoria de los estudios para aumentar
la produccion de BEA se basan en laoptmizacion de
cultives liquides (SmF}?, sin embargo, no se ha explorade
las ventajas que tiene el cultivo en estado solide (SSF) en
la produccion de BEA. El objetive de este trabajo es
determinar la cinética de produccion de BEA en un S5F,
usando un medio de cultivo optimizade embebido en un
soporte solide inherte.

Metodologia. Se utilizd un medio de cultive liquide
previamente optimizade para produccion de BEAZ
inoculado con 2x10° conidios de Fusarium Oxyzporum AB2
por mL de medio, y embebido en cubos de 0.7mm de
espuma de poliuretano (PUF), en matraces Erdenmeyer de
250mL. La PUF se lave con 150mL de agua destilada,
posteriorments &l PUF con la biomasa fue sometida a bafios
sonicos con metanol al 4%, la prepurificacion de la BEA se
llewdé a cabo wsando cariuchos no polares C18. La
cuantificacion de la BEA s& hizo desde el dia 3 hasta el dia
24 de cultivo mediante HPLC®. La confimacion de la
molécula se llewd a cabo mediante espectroscopia de
masas por electrospray (MS-ESI).

Resultados. La maxima produccien de BEA se alcanza en
el dia 7 de cultivo y permanece hasta el dia 11, sin cambios
significativos, después de ese dia comienza una
disminucion lenta y constante hasta el dia 24, en donde hay
una disminucion del 19.8% respecto al maximo alcanzado
en el dia 7 (Fig. 1) Es el primer estudic donde la
concentracion mas alta de BEA se mantiene durante 5 dias,
sin que exista una disminucion significativa como ocurre en
la mayoria de los metabolitossecundarios®.

Otra de las principales confribuciones es gue nuestro
sistema disminuye tiempos de produccion, ya que alcanza
el maximo de produccién a los 7 dias de cultivo, lo cual
supera cualguier otro sistema descrito para la produccion de
BEA (hasta 30 dias) para llegar al maximo de produccion®.

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No_ 4

BEA (mg-L)

Biom asa (g-L7)

Tiempo{dlac)

Fig. 1. Cinéfica da produccién de BEA en mg-L" (0] y
ey Biarmass an gL (&)

Conclusiones. La maxima produccion de BEA se alcanza
desde los 7 dias de cultivo, y se sostiene sin disminucion
significativa hasta el dia 11.

Agradecimiento. Se le agradece a la Universidad
Autdnoma Metropolitana por el financiamiento para
estainvestigacion asi como a COMACYT porla beca
otorgada a José MNorberto Vasguez Bonilla
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MOLECULA DE CIERTOS HONGOS REDUCIRIA COSTOS DE TERAPIAS
CONTRA DISTINTOS TIPOS DE CANCER

*Alumno de la UAM investiga la Beauvericina, con capacidad come insecticida y antibiotico

* @ mela es obtener un farmaco basado en ese compuesto para tratar también infecciones

El maestro José Morberto Vasquez Bonilla, alumno del Doctorado
en Biotecnologia de la Universidad Autonoma Metropolitana
(UAM), investiga sobre la produccion acelerada de la molécula
Beauvericina (BEA), proveniente de algunos hongos que infectan
plantas e insectos, en particular e Fusarium oxysporum, gue
podria disminuir costos de terapias contra el cancer y otros
padecimientos.

Descubierta en 1969, =& le han atribuido actividades biclogicas
como insecticida, antibiotico, antimicotico, antiviral y, mas
recientemente, como agente antitumoral, por lo que se llevan a
cabo diversoz estudios, entre ellos el del maestro Vasguez
Bonilla, enfocado en la accion antitumoral v la generacion rapida
del compuesto.

El proposito es la obtencion a future de un famaco basado en
BEA para tratar infecciones bacterianas, virales y distintos tipos
de cancer, & inclusc podria ulilizarse en conjunto con los
medicamentos habituales para potenciar su efecto o reducir las
secuelas que éstos provocan.

En entrevista, el licenciado en Quimica Farmacéutica Biologica
por la Unidad Xochimilco de la UAM afiadid que busca atender un
problema real de la sociedad, ya que representa una de las
principales causas de muerte en el mundo, frente a la cual la
quimica, la fisicoquimica y la biotecnologia fienen mucho que
aportar.

La Beauvericina suele hallarse en algunocs hongos gue se
encuentran en la naturaleza infectando insectos y plantas v,
aunque posee diferentes actividades bicldgicas, el interés esta
centrado en su capacidad anticancerigena, cobrando auge en
relacion con el cancer desde el afio 2000; a partir de entonces s
han practicado experimentos, entre los cuales algunos que
propician el crecimiento de las células cancerosas para observar
la toxicidad del compuesto en éstas.

Ademas, se ha incrementado en forma exponencial la
investigacion de esa molecula y su impacto en distintos tipos de
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cancer, comprobandose sus propiedades con efectividad contra
los de mama, retinoblastoma, piel, pancreas y otros, pero sobre
todo en casos de cancer de pulmaon.

El doctorante explicd que BEA es bastante costosa —alrededor de
mil pesos por miligramo— y debido a su complejidad no se puede
sintetizar quimicamente, como ocurre con la mayoria de los
farmacos, por lo que debe recurrirse a técnicas biotecnologicas.

Ante estas limitacicnes, su objetivo cenfral es cultivar Fusarium
oxysporum, con el fin de aplicar estrategias biotecnologicas para
lograr BEA, por sjemplo, semejando las condiciones donde el
hongo puede encontrarse en la naturaleza o sometiéndolo a
ambientes diversos de estrés donde compita con ofras especies,
dandoles nutrientes y oxigeno, menos humedad.

La primera parte del proceso consiste en aumentar la produccion
del compuesto, probaro en células cancerigenas vy luego
comparar sus efectos, individual vy en conjunto con ofros
farmacos, con la finalidad de proponer terapias innovadoras
contra el padecimiento. Esto es relevante, pues son conocidos
los estragos secundarios de gquimio y radicterapias, en especial la
pérdida de cabello y de defensas, asi como los dolores
estomacales.

La combinacion de BEA con ofros medicamentos ayudaria a
aminorar la cantidad de gquimioterapias y, en consecuencia, las
reacciones adversas; ademas serian mas econdmicas, menos
agresivas ¥ el consumo menor de farmacos llevaria a una rapida
recuperacion del paciente, explico.

Los estudios existentes hasta ahora han reportado la obtencion
de BEA en un minimo de nueve dias y, al alcanzar la produccidn
mamma se destruye en el hongo por si misma, disminuyendo a
los 13 dias hasta en 50 por ciento.

Otros andlizis comprenden entre dos y tres semanas e incluso
hasta 28 dias para crear la molécula, por lo que “mi principal
contribucion en este sentido™ es que a los siete dias se alcanza la
mayor generacion, que se mantiene durante cinco dias, es decir,
se cuenta con ese margen para extraerda y purificarla. Este
conjunto de estrategias “me llevo a la produccion de BEA®, aun
en mucho menos fiempo que lo reportado en ofras
investigaciones en el mundo, precisd Vasquez Bonilla.

Al aplicar todas estas tdcnicas biotecnoldgicas, el aumento en la
elaboracion de BEA ha sido de hasta 400 por ciento, por la via de
cultives convencionales; la reduccion del tiempo a tan solo siste
dias, manteniéndose durante cinco dias, convierte a este sistema
en el mas rapido descrito hasta ahora a nivel mundial, expuso el
maestro en Ciencias Farmacéuticas por la Unidad Xochimilco.

El siguiente paso en su trabajo —publicado en la revista
especializada Mycotoxin Research— es realizar las pruebas para
combinar BEA con sustancias anticancerigenas —gue son por si
mismas mucho mas caras que dicha molécula— con la finalidad
de determinar =i la muliplicacion de las células cancerosas se
detiene o si el tamarfo de los tumores disminuye, empleando
menos cantidad de la sustancia anticam:erl'gena,r lo que a su vez
reduciria las drasticas secuelas de la mayoria de farmacos
dispuestos para las quimioterapias.

En particular “iniciaré con la cnmblnaclon de BEA vy cisplatino,
ampliamente utilizado contra el cancer de pulmon® para ver si
arroja potenciales consecuencias en células cancerigenas y si
con menos cantidad de ambos se logra el efecto deseado, con lo
cual “estariamos mas cerca de contar con terapias mas
accegibles, eficaces™ y menos severas para quienes las
necesitan.
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Vasquez Bonilla indicd gue hasta el momento hay sdlo dos
proyectos en el mundo que han llegado a etapas en las que BEA
haya sido probada con tumores en ratas, pero esta labor
cientifica es todavia amplia y faltan muchos afios para seguir
indagando esta molecula, hacer analisis en otros animales vy, en
el futuro, obtener un nuevo medicamento contra el cancer.

Para elio seria necesaro que una empresa se interese en la
molécula y emprenda los ensayos pertinentes con personas,
antes de que pueda considerarse un farmaco innovador contra
distintos tipos de cancer.

La biotecnologia “es la ciencia del futuro™ porgue con seguridad
va a ayudar a la sociedad a enfrentar problemas de escasez de
alimentos, contaminacion medioambiental y salud, como el
cancer, cuyo nimero de cas0s va & Crecer y Serda necesano
inmovar en terapias contra la enfermedad, por lo que esta
investigacion va en ese camino.

El Doctorado en Biotecnologia de la Unidad Iztapalapa de la UAM
estd incorporado en el Programa MNacional de Posgrados de
Calidad y esto significa que cubre ciertos requisitos, entre ellos
contar con docentes altamente calificados, planes académicos de
excelencia y una infraestructura adecuada de laboratorios.
Debido a esto, tanto en el nivel de Maestria como en el de
Doctorado puede llevarse a cabo indagacion de punta gue
cumple y atiende asuntos que impactan a la sociedad.
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Anexo 10. Articulo de divulgacion titulado: “Molécula de ciertos hongos reduciria costos de terapias
contra distintos tipos de cancer” publicado en Boletines UAM. Julio 2022.
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' La molécula Beauvericina (BEA] proviene de algunas especies
de hongos que pueden infe alr ¥ plantas, La BEA fun-
clona como ag anthviral, In Icida, antimicotico, antibioti-
co y antitumoral, Estas dos Qltimas cualidades han sldo investi-
oodas por el Muo. José Norberto Vasguerz Bonills, estudiante del

adoenb logla de la Universidad Auténoma Metro-
politana Unidad 1ztapalaps.

El maestro Vasquez Bonilla investiga sobre esta molécula enfo-
candcze an la genarackon mas oficlente y rapida de BEA y on su
accion antibidtica y antitumaral de dicha MW'B. con el pro-
32 DIOOUCEON 08 BEA pésito de que los resultados de 20 i i SN sean la cbten-
b fedaea e Mo Do o hRAs Vg v i clon ge un farmaco que funcione en el trmmlcntn de Infeccio-
nes bacterianas y de distintos tipos de cancer, y poder ser usada
como complemento de los medicamentos anticancerigenocs ac-
tualmente utiizados y asl reducir las secuclas de estos

3

La obtencion de BEA es bastante costoss, afirmo &l maestro Vas-
quez, por o que se vende en aprodmadamente mil pesos cada
mikgramo y dadas sus particularidades no es posible sintetizaria
quimicamente, comao la mayoria de los medicamentos actuales.
Por esto, su investigacion se centra en culthar Fusarfum oxys-

porum. un honqo producxot de BEA, con el propdsito de aplicar
estr o'a + les cuales se asemejan a las condi-
clonesz del hongo en Py naturaleza para asf obtener BEA de una
Manara Mmas econamica, rapida y expedita,

En la fase inicial de ests estrategia, <= sumenta la produccion del
compuesto, se acortan los tlempos de produccion, se prueba en
calulas cancerigenas y en bacterias de interes clinico, despues se
comparan sus efectos de manera individual y con otros farmacos.
La finalidad es proponer taraplas innovadoras contra el cancaer
que minimicen &l uso de otros farmacos, 0 gue reduciria el costo y
Hevaria a una recuperacidn en menaor tismpo. Por ejemplo, la com-
binacion de BEA con otros medicamentos ayudaria a aminorar ia
cantidad de quimicterapias y, & su vez, tener mencs afactos se-
cundarios como lo son la pérdida de cabello y |a baja de defenszas.

La principal contribucion hasta ahora del Mtro. Vasquez es la dis-
minucion de los dias de produccion de BEA de tan solo 7 dias
aplicando diversas técnicas biotecnoldgicas en comparacion <on
otros estudios gue pueden llegar a tardar hasta 28 dias en produ-
cirla, posiclonando su métedo de produccion como &l mas rapido
a nivel mundial. Esta investigacién ha sido publicada reciente-
mente an ia revista clentfica *Mycotoxin Ressarch® ta cual posee
reconacimiento internacional.
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MolEcUa Beauveancing [BEA] Tomads de Wang & Xu, 2012 @ l ’ ){[ " l
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Anexo 11. Articulo de divulgacion titulado: “Molécula Beauvericina podria reducir los costos de
terapia contra algunos tipos de cancer” publicado en Comunicacién del conocimiento UAM. Agosto
2022.
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La Direccion de Comunicacion del Conocimiento,
de la Universidad Auténoma Metropolitana,
otorga la presente constancia al:

Mtro. José Norberto Vasquez Bonilla

Por su asesoria en la revision del articulo:
Molécula Beauvericina podria reducir
los costos de terapia contra algunos
tipos de cancer
publicada el 6 de agosto de 2022.

X
A
Dr. Mario Andrésl

Leo Winkler

Lic. Miriam Carrillo Barkxagan
Director de Comunicacipn del Conocimiento

Jefa de Fomento del Conocimiento

[ .

Anexo 12. Constancia por haber participado como asesor en la revision del articulo titulado
“Molécula Beauvericina podria reducir los costos de terapia contra algunos tipos de cancer”
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Anexo 13. Articulo periodistico titulado: “Hongos serian cura del cancer” publicado el 17 de julio del
2022, en peridédico PASALA, NOTMUSA.
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ACTA DE DISERTACION PUBLICA

Casa abiorta al tampo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Ny (273

Matricula: 2183802102

Mejoramientc en la
produccion de beauverigina
an cultivo sdlideo para su
uso como agente
antimicrobiano

‘ ~

* « d8SE NORBERTO VASQUEZ BONILLA
oy ALUMNO

L .l'...

En la Ciudad de México, Se preserntaron a las 15:00 horas
del dia 4 del mes de noviembre del afio 2022 en la Unidad
Tztapalapa de la WUniversidad Ruténcoma Métropolitana, las
suscritos miembroes del jurado:

DRA: EDITH PONCE ALQUICIRA
DRF., ATDA HAMDAN PARTIDA

DR, GCESAR ESPINOZA RAMIREZ
DR. JRVIER BARRIQS GONZALEZ

Bajo:la  Presidencra de la d

Secretario el ultime, se reuniercon a la presentacion de la
Disertacidn Piblica cuya denominacién aparece al margen

para la obtencién del grado de:

primera y 'con cardcter de

iy

DOCTOR EN BIOTECNOLOGIA

DE: (JOSE NORBERTO WASQUEZ BOUNLLLA

y de acuerdo con el articulo 7B
de Estudics
Metropelitana,

fraccibébn IV del Reglamento
Superiores de la Universidad Auténoma
los miembros del jurade resolvisron:

- < __&_1[]_1‘1_5 £ 4A% T80 11 s
Acto continug, la presidenta del Jjuradeo comunicé al
interesadeo el resultado de" la evaluacion ¥, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
: NC DE LA PAZ
DIR RA DE SISTEMAS ESCOLARES
- —

{A—;S_,

DR. J

DIRECTOR DE LA DIVISION DE CBS

LUIS GOMEZ OLIVARES

PRESIDENTA W

DRA. AIDA HAMBAN PARTIDA




