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1. Introduccién

El reino fungi esta constituido por microorganismos eucarioticos que se han establecido en todos los
tipos de medio ambiente y que tienen un rol fundamental sobre el balance de este. Los hongos han
sido considerados como una de las reservas mas ricas de metabolitos secundarios con caracteristicas
estructurales y biodiversas unicas que desempefian un papel destacado en el desarrollo de nuevos
farmacos (Shankar & Sharma, 2022). Sobre este contexto, las especies del género Fusarium son
fitopatogenos que se encuentran en regiones templadas y semitropicales que tienen la capacidad de
producir diversos metabolitos para subsistir entre dentro de las plantas (Ibrahim et al., 2021).

Este complejo de especies esta costituido por hongos transimitidos por el suelo que se encuentran en
suelos cultivados y no cultivados, sus cepas patogenas son morfolégicamente indistinguibles de las
no patdgenas. La especie Fusarium oxysporum muestra una alta diversidad funcional y genética
(Edel-Hermann & Lecomte, 2018). Ya que, existe varias fuentes cientificas ha demostrado que la
mayoria de estas especies poseen una capacidad potencial para producir metabolitos secundarios con
actividades microbianas significativas, como antimicrobianas (Wei & Wu, 2020).

La Salmonella typhimurium ATCC 14028 es un importante patogeno, transmitido por alimentos en
todas las regiones del mundo. Lo grave de esta bacteria en la salud publica se ve exacerbado por la
resistencia a los antimicrobianos. En estas ultimas dos décadas se ha visto una rapida aparicion
mundial de un nuevo serotipo de Salmonella (Sun & Wan, 2019).

La produccion de metabolitos secundarios fangicos no solo tiene funciones individuales, sino que
también puede actuar de manera sinérgica, potenciando su actividad bioldgica. Este efecto sinérgico
ha motivado investigaciones que exploran su combinacién con antibidticos para combatir la
resistencia antimicrobiana, ofreciendo una estrategia prometedora contra patégenos multirresistentes
(Sun & Chen, 2022).

En el presente trabajo tiene como objetivo determinar la activodad antibacteriana de los metabolitos
de Fusarium oxysporum AB2 en Salmonella typhimurium ATCC 14028.

2. Justificacion y planteamiento del problema

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) representa un problema de salud publica universal que
afecta significativamente la eficacia de los antibidticos. El uso extendido de antibidticos,
dosificaciones inapropiadas y factores genéticos han contribuido a la propagacién de la resistencia a
maltiples farmacos entre las bacterias patogenas, dificultando cada vez mas el tratamiento de las
infecciones (Mobarki etal., 2019). Se ha observado una amplia propagacion de la resistencia
bacteriana en el entorno natural, y este interes es debido al rapido aumento de las bacterias resistentes
a los antibioticos, incluyendo la resistencia a una nueva generacion de antibioticos y farmacos de
ultimo recurso (Serwecinska, 2020). La corporacion RAND (Research And Development) relata en
su investigacion que, si no se aborda la RAM, la poblacion mundial en 2050 sera entre 11 y 444
millones mas baja de lo que seria sin la RAM (Ahmad & Khan, 2019).

La busqueda de nuevas moléculas antimicrobianas es crucial para ampliar las opciones terapéuticas
disponibles, especialmente frente al creciente problema de la resistencia a los medicamentos en
microorganismos. En este contexto, los hongos destacan por su notable capacidad biosintética y su
potencial como fuente de compuestos biolégicamente activos con estructuras quimicas diversas
(Lysakova et al., 2024). Estos son reconocidos por la produccion de una amplia variedad de
metabolitos secundarios, tales como pigmentos, antibidticos, vitaminas, aminoéacidos y compuestos
organicos, que exhiben diversas actividades biologicas beneficiosas, como antifungicas,



antiinflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas y anticancerigenas. Estos compuestos también
poseen aplicaciones biotecnoldgicas significativas en industrias como la alimentaria, farmacéutica y
cosmeética, asi como en la agricultura (Devi et al., 2020).

Una de las estrategias actuales para abordar el problema de la RAM es la combinacion de antibioticos
entre si, o de antibi6ticos con metabolitos secundarios de plantas u hongos. Estos enfoques han
arrojado resultados prometedores, revelando nuevos descubrimientos sobre las interacciones
sinérgicas que se producen entre estos compuestos y su potencial para superar la resistencia bacteriana
(Wang & Luo 2022).

3. Objetivo

3.1 Objetivo general

Determinar el efecto antibacteriano de los metabolitos de Fusarium oxysporum AB2 sobre
Salmonella typhimurium ATCC 14028.

3.2 Objetivos especificos
Obtener cultivos monosporicos de Fusarium oxysporum AB2.
Identificar morfoldgicamente las especies Fusarium oxysporum y Salmonella typhimurium.

Obtener y purificar metabolitos de Fusarium oxysporum AB2 a partir de las fermentaciones en estado
solido y liquida.

Determinar el efecto antibacteriano de los metabolitos obtenidos de Fusarium oxysporum AB2 sobre
el crecimiento de Salmonella typhimurium ATCC 14028.

Determinar el tipo de interaccion que se da entre la mezcla de metabolitos de Fusarium oxysporum
AB2 con Ciprofloxacino sobre el crecimiento de Salmonella typhimurium ATCC 14028.

4. Antecedentes
4.1 Hongos fitopatdgenos y saprofitos

Un hongo fitopatégeno es un organismo microscépico que infecta plantas, causando enfermedades
que afectan su desarrollo, productividad y, en muchos casos, su supervivencia. Estos hongos tienen
la capacidad de invadir tejidos vegetales vivos y producir metabolitos que interfieren con las
funciones fisioldgicas de la planta. Ademas, suelen interactuar con factores ambientales, el tipo de
planta huésped y el microbiota del suelo, lo que influye en la severidad de la enfermedad (Jo et al.,
2023). Los metabolitos de estos hongos presentan actividad contra protozoarios, pueden ser (tiles en
el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, poseen actividad citotdxica y antiinflamatoria, y
contribuyen al control de la hiperglucemia (Delgado et al., 2021; Peteira, 2021).

El mayor nimero de trabajos de investigacion se ha realizado sobre los géneros Phytophthora,
Fusarium, Fihizoctonia, Pythium y Phymatotrichum, debido hay amplio rango de plantas hospedantes
que atacan, a su distribucién cosmopolita y a los elevados dafios econémicos que provocan en cultivos
de importancia econdmica (Jo et al., 2023). Los hongos sapréfitos son organismos fundamentales en



los ecosistemas, ya que obtienen nutrientes al descomponer materia organica muerta, como restos de
plantas y animales. Este proceso contribuye al reciclaje de nutrientes esenciales, como nitrégeno,
fosforo y potasio, que son cruciales para la fertilidad del suelo y la salud de los ecosistemas (Saha et
al., 2023).

Los metabolitos secundarios producidos por los hongos tienen un gran potencial para su aplicacion
en diversos productos farmacéuticos, ya que pueden tener propiedades anticancerigenas,
antimicrobianas, insecticidas, antivirales, antioxidantes e inmunomoduladoras (Arce-Torres etal.,
2020). Por lo que son una excelente alternativa para el desarrollo de nuevos antibioticos o
coadyuvantes que puedan potenciar los antibioticos actuales para combatir la problematica mudiial
sobree la resistencia antimicrobiana.

4.2 Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum (F. oxysporum), es un hongo filamentoso importante y ubicuo en el suelo,
reconocido por su diversidad filogenética. Las cepas de F. oxysporum son saprofitas o fitopatdégenas.
Sin embargo, las cepas fitopatdgenas provocan una destructiva enfermedad vascular por marchitez y
a menudo limitan la produccién de cultivos econémicamente importantes. La especie de F.
oxysporum causa la enfermedad de la marchitez en mas de 150 hospederos y varia con formas
especiales especificas. Se informo que F. oxysporum provoca la marchitez vascular en tomate y
reduce el rendimiento maximo (Srinivas et al., 2019).

Los hongos filamentosos son importantes en la creacién de nuevos farmacos, dada a su diversidad
genética y metabdlica Unica. La especie F. oxysporum ha sido considerada una gran fuente prolifitica
de metabolitos secundarios, con diversas estructuras quimicas y un amplio espectro de propiedades
biolégicas (Li & Yu, 2020). No obstante, se ha encontrado muy poca informacion sobre sus
metabolitos derivados a su actividad antimicrobiana. Durante una extensa busqueda literaria y analisis
de los datos, a finales del 2022 se habian descubierto 185 productos naturales antimicrobianes como
metabolito secundario a partir de la sepa Fusarium (Xu & Huang, 2023).

4.2.1 Ciclo de vida de Fusarium Oxysporum

El ciclo de vida de F. oxysporum inicia con un indculo primario que reside en los restos vegetales y
en el suelo, comenzando la infeccidn en las primeras etapas del cultivo. Aunque la pudricion de las
raices se inicia durante las fases vegetativas, generalmente no es detectada hasta que los fotosintatos
comienzan a desplazarse desde la base de los tallos hacia las espigas, lo que provoca un debilitamiento
visible de las plantas. Dado que la mayoria de los patdgenos responsables son habitantes del suelo, la
enfermedad es considerada monociclica, ya que las pérdidas estan determinadas principalmente por
el in6culo presente en el terreno al momento de la siembra, aunque puedan ocurrir infecciones
secundarias (Fauba, 2020).

Cuando las raices estan presentes, las clamidosporas o conidios del hongo germinan e invaden plantas
susceptibles. El patdgeno penetra en la xilema y se desplaza hacia arriba, blogueando el tejido y
limitando el flujo de agua. Ademas, se producen toxinas que provocan el amarillamiento del follaje
(Koike et al., 2019).

Después de la plasmogamia y la cariogamia, el peritecio genera esporas meidticas recombinantes y
esporas clonales, respectivamente. Estas esporas forman micelio haploide (HM), que a su vez produce
tres tipos de esporas mitdticas. Mientras que las conidias (ya sean micro o macroconidias) pueden
colonizar al huésped, las clamidosporas, ademas de poder invadir directamente el cultivo, tienen la



capacidad de sobrevivir durante el invierno y transformarse en peritecio para reiniciar el ciclo cuando
las condiciones son favorables (Dweba et al., 2016).

4.2.2 Patogenicidad

Los hongos fitopatogenos dependen de las plantas para obtener nutrientes y han desarrollado
mecanismos que les permiten ingresar a ellas. EI hongo F. oxysporum se presenta como un patdégeno
parasitario que establece interacciones con las plantas huésped, dando lugar al desarrollo de la
enfermedad de la marchitez por Fusarium. Algunos de los mecanismos de penetracion estudiados e
identificados por cientificos incluyen ajustes en la morfologia estructural, como el desarrollo de hifas.
Otro medio implica cambios fisiologicos que involucran la produccién de enzimas para facilitar la
penetracion (Joshi, 2018).

Su mecanismo de infeccidn implica interacciones complejas con el sistema vascular de la planta
hospedadora, lo que lleva a sintomas como podredumbre de la raiz, crecimiento atrofiado, marchitez
y, finalmente, la muerte de la planta. (Jackson et al., 2024). Un aspecto clave de la infeccion es la
secrecion de toxinas y proteinas efectoras, las cuales permiten al patdgeno suprimir el sistema
inmunoldgico de la planta y facilitar su colonizacion. EI hongo invade las raices, entra en la xilema 'y
bloquea el transporte de agua, lo que causa marchitez (Jackson et al., 2024). Ademas del bloqueo
fisico, F. oxysporum libera enzimas que degradan las paredes celulares de las plantas, contribuyendo
a la progresion de la enfermedad. La produccion de micotoxinas, como las fumonisinas, y otros
metabolitos también desempefia un papel crucial en el dafio a las células vegetales y en la propagacion
del patégeno (Mendes et al., 2023).

Una distincion clave entre cepas patdgenas y no patdgenas es la cantidad de biomasa fungica que se
desarrolla en la raiz. En las primeras etapas, las cepas endofiticas de F. oxysporum colonizan con
menor eficacia que las patdgenas. En un experimento con tomate, se observé que, tras dos semanas
de inoculacidn, la biomasa del patégeno era 10 veces mayor (Woijtasik et al., 2024). Otra diferencia
importante es la forma en que colonizan. Las cepas no patégenas, se limitan a colonizar la superficie
de la raiz y las capas exteriores del cdrtex, mientras que las cepas patdgenas penetran en los tejidos
mas profundos de la raiz, llegando finalmente a los vasos (De Lamo & Takken, 2020; Wojtasik et al.,
2024).

4.2.3 Medios de cultivos

4.2.3.1 Uso de células muertas como inductor de produccion metabolitos secundarios

Muchos hongos son saprofitos, lo que significa que juegan un papel esencial en el ecosistema como
descomponedores de material organico muerto. Son cruciales para la conversion y mineralizacién de
este material, ya que han desarrollado mecanismos eficaces para degradar biomasa. Para obtener
nutrientes de materiales complejos, secretan enzimas que descomponen las paredes celulares de las
plantas. Los hongos también se han destacado como fabricas celulares industriales, capaces de
producir una amplia gama de productos debido a su rapido crecimiento y su capacidad para convertir
sustratos complejos en azlcares fermentables (Libeck et al., 2022).

Se ha investigado el uso de células muertas o biomasa inactiva como parte de procesos de
biorremediacién, donde los hongos degradan material organico muerto. Un ejemplo de esto incluye
la capacidad de algunos hongos filamentosos para degradar biomasa y utilizar compuestos complejos
como carbono, aprovechando células muertas en procesos de fermentacién sélida o liquida. Este tipo
de cultivos puede ser atil en aplicaciones industriales y medioambientales (Libeck et al., 2022).



4.2.3.2 Fermentacion en estado solido

Los hongos filamentosos son microorganismos ideales para desarrollar procesos de bioconversion
mediante fermentacion en estado solido (SSF) gracias a su capacidad para crecer en sustratos con
bajo contenido de agua. A través del SSF, se pueden obtener una amplia gama de productos
industriales, como enzimas, acidos organicos, biocombustibles y diversos compuestos activos y
metabolitos, entre los que destacan antibioticos, pigmentos y agentes de control biolégico. Estos
productos tienen aplicaciones en sectores como alimentos, piensos, farmacéutica, cosmética,
biocombustibles y agricultura. (Cebrian & Ibarruri, 2023). La investigacion sobre el uso de espumas
de poliuretano (PUF) como soportes para el cultivo de hongos en SSF ha crecido en los Gltimos afios,
revelando ventajas significativas. La PUF ofrecen una estructura altamente porosa que permite a los
hongos crecer tanto en la superficie como dentro de la matriz. Esto facilita la formacion de
biopeliculas y mejora el acceso a nutrientes, lo que es especialmente beneficioso en los procesos de
fermentacidn en estado sélido. La naturaleza hidrofébica de la espuma y su estabilidad bajo diversas
condiciones ambientales la convierten en un excelente soporte para inmovilizar biomasa flngica
(Meyer et al., 2020).

Hongos como Aspergillus niger y Trichoderma reesei han sido cultivados con éxito en matrices de
PUF, con hongos inmovilizados que muestran altos rendimientos de enzimas utilizadas para
aplicaciones industriales, como celulasas y amilasas. Ademas, los soportes de PUF permiten un
intercambio eficiente de gases, lo que contribuye a un mejor crecimiento fungico y produccion de
metabolitos. Su reutilizacién y bajo costo ofrecen ventajas adicionales en los bioprocesos a gran
escala (Tiwari et al., 2024).

4.2.4 Metabolitos secundarios de Fusarium Oxysporum

Los metabolitos secundarios (M.S), también conocidos como productos naturales, son biomoléculas
de bajo peso molecular que, aunque no son esenciales para el desarrollo de su productor, pueden
aumentar su tolerancia a diferentes tipos de estrés ambiental y condiciones hostiles, y, en
consecuencia, mejorar su tasa de supervivencia (Conrado et al., 2022). F. oxysporum posee una
capacidad misteriosa para producir una amplia variedad de metabolitos con un espectro amplio de
bioactividades, tales como alcaloides, jasmonatos, antrenilatos, péptidos ciclicos, depsipéptidos
ciclicos, xantonas, quinonas y terpenoides. Se informaron 180 metabolitos de F. oxysporum en el
periodo comprendido entre 1967 y 2021 (Ibrahim et al., 2021).

A pesar de la gran cantidad de metabolitos informados, pocos de ellos han sido evaluados en cuanto
a sus bioactividades. Las actividades evaluadas de estos metabolitos incluyen propiedades
antimicrobianas, citotoxicas, nematicidas, antivirales, leishmanicidas y antioxidantes. Ademas, existe
una falta de estudios farmacol6gicos que se centren en explorar los posibles mecanismos de accion
de los metabolitos activos. Asimismo, se sugiere llevar a cabo investigaciones adicionales sobre los
metabolitos no probados para explorar sus posibles bioactividades (Ibrahim et al., 2021).

4.2.4.1 Antrenilatos

Los antrenilatos son derivados del acido antranilico que constituyen una parte importante de diversos
biometabolitos y sirven como estructura base para el desarrollo de destacados productos
farmacéuticos para el manejo de la patogénesis y fisiopatologia de diversos trastornos. Poseen
notables bioactividades, tales como propiedades antivirales, antimicrobianas, insecticidas,
antiinflamatorias, antidiabéticas y anticancerigenas (Prasher & Sharma, 2021).



4.2.4.2 Fumonisinas

Las fumonisinas son micotoxinas clasificadas dentro de los poliquétidos flngicos. Se componen de
dos cadenas de acido propano-1,2,3-tricarboxilico esterificadas a un esqueleto aminopolio. Estas
micotoxinas inhiben la ceramida sintasa, la enzima clave en la via de biosintesis de esfingolipidos, lo
que resulta en graves micotoxicosis (Wellington, 2022).

4.2.4.3 Jasmonatos

Los jasmonatos son metabolitos basados en lipidos que contienen un marco de acido jasmanico (acido
3-0x0-2-(pent-2-enil) ciclopentanoacético), y se encuentran en hongos, bacterias y plantas. Ademas,
se han reportado acidos jasmanicos hidroxilados, insaturados o saturados, y derivados de cadena
lateral alargada en configuracion cis o trans en hongos. Asimismo, tienen la capacidad de establecer
conjugados con aminoacidos, como es el caso de la isoleucina (Omar, 2021).

4.2.5 Depsipéptidos Ciclicos

Los depsipéptidos ciclicos son péptidos ciclicos en los que algunos grupos amida son reemplazados
por enlaces lactonicos, debido a la presencia de &cidos hidroxicarboxilicos en su estructura, que
permiten la ciclizacién hacia los grupos hidroxilo de cadenas laterales como las de serina o treonina.
Un ejemplo destacado son las papuamidas A y B. Son depsipéptidos ciclicos aislados de esponjas en
simbiosis con bacterias, como Theonella mirabilis y Theonella swinhoei. Estos compuestos exhiben
un aumento dependiente de la concentracion en la viabilidad celular de linfoblastoides T humanos,
indicando una inhibicién de la infeccién. Este tipo de metabolitos ilustra el potencial de los
depsipéptidos ciclicos como moléculas bioactivas con aplicaciones prometedoras en el ambito
farmacéutico (Ribeiro et al., 2022).

4.3 Salmonella typhimurium

La Salmonella se clasifica como "tifoidal" o "no tifoidal" segun su serotipo, es género de la familia
Enterobacteriaceae. Se trata de un bacilo Gramnegativo, moévil y no fermentador de lactosa. Este
género se puede dividir en dos especies (S. enterica y S. bongori) segin su perfil fenotipico. Causa
gastroenteritis aguda y, cuando la infeccion por Salmonella se vuelve invasiva, puede afectar al
torrente sanguineo (bacteriemia), huesos (osteomielitis), articulaciones (artritis séptica), cerebro o
"meningitis” del sistema nervioso. (Wang, 2022).

Los anaerobios aerobicos y facultativos crecen radialmente en medios simples en el rango de pH 6-8
y temperatura (éptimamente 37°C). Las colonias son grandes, redondas, de 2 a 3 mm de diametro,
ligeramente convexas, lisas y mas translucidas que las colonias de Escherichia coli. En agar nutritivo
y agar sangre, después de 24 horas a 37°C, las colonias de la mayoria de las cepas de Salmonella son
de tamafio mediano, de 2 a 3 mm de didmetro, blanquecino, himedo, con superficies lisas convexas
y margenes completos (Wang, 2022).

La Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC) ofrece cepas microbianas de referencia utilizadas
a nivel mundial en investigacion, diagndstico y control de calidad. Estas cepas se destacan por su
estabilidad genética y fenotipica, lo que resulta esencial para garantizar la reproducibilidad en los
experimentos cientificos. Ademas, el Portal de Genomas de ATCC proporciona secuencias
gendmicas de alta calidad para cepas bacterianas, incluyendo mas de 700 cepas tipo, fundamentales
para la investigacion (Bacterial Type Strains, s. f., 2022). Salmonella typhimurium ATCC 14028 es



una cepa de referencia estandar utilizada para estudiar la patogenicidad, la resistencia antimicrobiana
y la seguridad alimentaria. Se emplea ampliamente en investigaciones microbioldgicas vy
farmacéuticas debido a sus propiedades bien documentadas y consistentes (Guo et al., 2020; Arslan,
2022).

4.3.1 Mecanismo de infeccién

Las salmonelas no tifoideas, como Salmonella typhimurium, (S. typhimurium) se adquieren con
mayor frecuencia a través del consumo de alimentos o agua contaminados. Aunque la acidez del
estbmago constituye una barrera efectiva contra este patdégeno, el consumo de un in6culo lo
suficientemente grande o alimentos contaminados con capacidad buffer puede dar lugar a una
infeccion productiva que conduce a una enfermedad manifiesta. Después de su adquisicion oral, S.
typhimurium viaja por el tracto intestinal, llegando al intestino grueso, donde se cree que ocurre la
mayor parte de su replicacion. Gran parte de lo que se conoce sobre la patogénesis de S. typhimurium
se ha aprendido con el modelo de infeccién en ratones. La presentacion de la enfermedad en los
ratones es sustancialmente diferente de la enfermedad humana, ya que S. typhimurium causa una
infeccion sistémica en este modelo animal (Galéan, 2021).

4.4 Resistencia a antibiéticos

La Salmonella enterica serovar Typhimurium coloniza periédicamente huéspedes susceptibles o
persiste fuera de un huésped en el entorno durante su ciclo de vida. Para sobrevivir en el entorno, S.
Typhimurium ha desarrollado varios mecanismos distintos, siendo su capacidad para adherirse a
superficies solidas y formar biofilms uno de los mas importantes. Las estructuras extracelulares que
contribuyen a la formacion de biofilms incluyen las fimbrias de curli (Yuan et al., 2023). Los biofilms
contribuyen al desarrollo de la tolerancia y resistencia a los antibidticos. Estos forman una barrera
fisica contra muchos antibioticos, limitando las concentraciones efectivas del farmaco a niveles
subletales y promoviendo el crecimiento de cepas resistentes. Ademas, bloquean las respuestas
inmunoldgicas del huésped, protegiendo las células de la fagocitosis y de la destruccion mediada por
el complemento (Tursi et al., 2020).

El incremento de cepas multirresistentes de Salmonella representa un desafio significativo para el
tratamiento efectivo de las infecciones causadas por este patdgeno. En la actualidad, la presencia de
estas cepas multirresistentes es cada vez mas comun, con un aumento sostenido desde finales de la
década de 1990 y principios de los 2000. Desde entonces, su prevalencia ha crecido tanto en humanos
como en animales domésticos y especies silvestres, extendiéndose a nivel global. Dado que la
resistencia de las cepas de Salmonella continGia en aumento, especialmente frente a antimicrobianos
claves como las fluoroquinolonas y las cefalosporinas de tercera generacion, este fenémeno se ha
convertido en un problema emergente a nivel mundial, ya que estos farmacos son frecuentemente
utilizados cuando el tratamiento primario no resulta eficaz (Nufez-Castro, 2020).

4.4.1 Interaccion de metabolitos de hongos con antibioticos

Los M.S de hongos son candidatos prometedores debido a que, por su estructura quimica y sus
mecanismos de accion Unicos, pueden inhibir el crecimiento de bacterias patdgenas de maneras
diferentes a los antibioticos clasicos. Ademas, muchos hongos producen metabolitos con propiedades
antibacterianas que han sido menos exploradas en comparacion con otros microorganismos, como las
bacterias del género Streptomyces, que tradicionalmente han sido una fuente importante de
antibidticos. Estos metabolitos pueden no solo tener accién bactericida sino también ser combinados
con antibidticos para potencializar su efecto (Pérez et al., 2021).
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Existen investigaciones actuales que exploran el uso de M.S de hongos, combinados con antibiéticos,
para combatir patégenos bacterianos como Salmonella. Estos estudios se centran en la capacidad de
los hongos para producir compuestos bioactivos que pueden actuar sinérgicamente con antibidticos,
mejorando su efectividad o disminuyendo la resistencia de la bacteria. Por ejemplo, investigaciones
con hongos endéfitos han demostrado que los M.S pueden poseer actividad antimicrobiana por si
mismos y aumentar el efecto de ciertos antibidticos cuando se emplean en combinacidn. Esta sinergia
es prometedora para enfrentar infecciones resistentes y mejorar la eficacia de los tratamientos actuales
en infecciones bacterianas como las causadas por Salmonella (Syarifah et al., 2021). Otros estudios
han usado M.S como aceites esenciales y triterpenoides de plantas y hongos, evaluando sus efectos
antimicrobianos y observando mejoras en la actividad de antibioticos al usarse en combinacion. Estos
estudios también examinan como ciertos metabolitos pueden ayudar a inhibir el crecimiento de cepas
patégenas de Salmonella, entre otras bacterias, lo que destaca su potencial en terapias combinadas
para tratar infecciones resistentes (Kuzhuppillymyal et al., 2023).

4.5 Ciprofloxacino

El ciprofloxacino es un antibiético de amplio espectro perteneciente a la clase de las fluoroquinolonas,
ampliamente utilizado en el tratamiento de infecciones bacterianas, esta clase, son muy eficaces
contra las bacterias de Salmonella que son completamente susceptibles. Sin embargo, su efectividad
se ve comprometida cuando se detecta cualquier nivel de resistencia. Estos antibidticos actian sobre
las enzimas girasa y topoisomerasa del acido desoxirribonucleico (ADN), lo que inhibe las
actividades de replicacion y transcripcion, provocando asi la fragmentacién del ADN (Gupta et al.,
2020). Estudios indican que la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se encuentra de 0.015 ug/ml
a 0.12 ug/ml por lo que todavia sigue siendo eficaz contra Salmonella, no obstante, el uso indebido
de las fluoroquinolinas preocupa a varios investigadores por los reportes de resistencia hacia este
grupo de antibioticos (Gupta et al., 2020; Li & Han, 2023).

5. Materiales y métodos

5.1 Obtencién de cultivos monospdricos

Para la obtencidn de cultivos monosporicos, se realizaron diluciones seriadas en tubos de ensayo con
agua destilada. Se tomaron 100 pL de la muestra y se diluyeron en 900 pL de agua, donde se
obtuvieron diluciones 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10%1:10° y 1:10° Las diluciones resultantes se
sembraron en serie en seis cajas Petri con Agar Dextrosa Papa (PDA) y se incubaron durante 4 dias.
Pasado este periodo, se seleccion6 una colonia aislada de Fusarium y se transfirié a un matraz con
PDA para su incubacion durante 14 dias. Al término de los 14 dias, se afiadieron 45 mL de Tween 80
al 0.05% al matraz y, utilizando un agitador magnético, se mantuvo en agitacioén durante 5 minutos
para extraer la mayor cantidad posible de conidios de F. oxysporum AB2. Los conidios recolectados
se transfirieron a un tubo Falcon para su uso posterior (Vasquez-Bonilla et al., 2022).

Para la produccion de conidios a mayor escala, se pesaron y esterilizaron 20 g de arroz precocido en
un matraz Erlenmeyer. A continuacion, se inocularon 2 x 10°¢ conidios por cada gramo de arroz y se
incubaron durante 9 dias a 25°C, agitandolos cada tercer dia para evitar la aglomeracion del arroz. Al
finalizar el periodo de incubacidn, se afiadio 100mL de Tween 80 al 0.05% al matraz con arroz, y se
agitd con un vortex durante 6 minutos. Finalmente, los conidios se recolectaron y almacenaron en un
refrigerador en tubos Falcon estériles para usos posteriores (Vasquez-Bonilla et al., 2022).
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5.2 Conteo de Conidios

Para el conteo de conidios, se preparé una dilucién inicial tomando 100 puL de muestra de conidios
de F. oxysporum AB2 y mezclandola en 900 pL de agua destilada. Luego, se tomaron 20 pL de esta
dilucion y se transfirieron a una camara de Neubauer para su observacion en el microscopio. La
camara se localiz6 bajo el objetivo de 10x, y una vez centrada, se cambi6 al aumento de 40x para
realizar el conteo. Se contaron los conidios en 9 cuadrantes de la caAmara de Neubauer: el cuadrante
central, los cuatro cuadrantes en cada vértice y los cuatro cuadrantes diagonales proximos a cada
vértice, formando una “X” visual. El conteo siguié un orden légico y secuencial para evitar
duplicaciones o omisiones. El promedio de conidios por cuadrante se calcul6 dividiendo el total de
conidios entre los 9 cuadrantes seleccionados. Posteriormente, se aplic la formula para calcular la
concentracion de conidios:

Concentracion de conidios (g) =X x 25 x 10,000 x FD
Donde:

X: Promedio de las lecturas por area de conteo de la cAmara de Neubauer
FD: Factor de Dilucion (inverso de la dilucion cuantificada)
25y 10,000: constantes para cuadrante central (Suarez et al.,2024).

Este calculo permitié determinar el volumen exacto de la suspensiéon de conidios necesaria para
alcanzar la concentracion requerida en los medios de fermentacion, tanto para el estado solido como
para el liquido.

5.3 Fermentacion en estado liquido

Para realizar la Fermentacion en estado liquido (SmF), en un matraz Erlenmeyer de 500mL, se
prepard un medio de cultivo con la siguiente composicion: 49 g-L! de glucosa, 13 g'L™! de peptona,
0.6 g-L ™! de NaCl, 0.6 g-L! de KH2PO4, y 0.2 g-L™' de MgSOs. Se prepararon dos volumenes del
medio, de 20 y 60 mL, correspondientes a condiciones 1x y 3x, respectivamente. La inoculacion
consistio en afiadir la cantidad estandar de conidios en 20 mL y en triplicar la cantidad de conidios
en 60 mL.

En el caso del medio de 20 mL, se inoculd con 2 x 10° conidios de F. oxysporum AB2, mientras que
para el de 60 mL se utilizaron 6 x 107 conidios. Los cultivos se mantuvieron en agitacion constante a
150 rpm y a 25°C durante 9 dias, asegurando una oxigenacién y homogeneizacion adecuadas del
medio para promover el crecimiento dptimo y la produccion de metabolitos (Xu & Liu, 2010).

5.4 Fermentacioén en estado sélido

Para el sistema de Fermentacion en estado solido (SSF) destinada al crecimiento de F. oxysporum
AB2, se empled 1 gramo de espuma de poliuretano (PUF) como soporte sélido. EI PUF, con una
densidad seca de 17 kg/m3, se cortd en cubos de 0.7 cm el cual se sometié a un tratamiento previo: se
sumergio en agua a 60°C durante 1 minuto, luego se exprimio y se sec6 en un horno a 60°C durante
un dia. Al finalizar el secado, el PUF fue esterilizado en autoclave.

Para la inoculacion en un matraz Erlenmeyer de 500mL, se agregaron 2 x 107 conidios a 20 mL de

medio de cultivo y, con ayuda de una espatula estéril, se agitd la mezcla para lograr una distribucion
uniforme de los conidios en el PUF. El cultivo se incub6 bajo condiciones controladas a 25°C durante
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9 dias, lo que favorecio el crecimiento de F. oxysporum AB2 sobre el soporte sélido y promovié la
produccién de esporas y metabolitos relevantes para el estudio. Los experimentos se realizaron por
triplicado, asegurando asi la reproducibilidad de los resultados (Xu & Liu, 2010).

Posteriormente se realizaron variantes del sistema SSF, la primera de ellas fue utilizando un medio
concentrado tres veces a la que se le determind SSF 3X. Para el sistema SSF 3x, se llevé a cabo un
experimento comparativo utilizando las mismas condiciones y procedimiento que en el ensayo con
1x, pero ajustando las concentraciones del medio. En este caso, se prepararon 60 mL de medio y se
utilizaron 3 g de PUF como soporte sélido. El objetivo fue evaluar si estas modificaciones en la
concentracion influian en la produccion de esporas y en la expresion de otros metabolitos, buscando
diferencias significativas entre las condiciones de 1x y 3x. Esto permitié analizar el impacto de la
concentracion del soporte y el medio en los resultados del crecimiento y metabolismo de F.
oxysporum AB2, los experimentos se llevaron a cabo por triplicado para garantizar la
reproducibilidad de los resultados.

Se realizaron dos variantes de SSF mas, utilizando diferentes condiciones, utilizando PUF como
soporte sélido en una concentracién de 3x. En estas condiciones, inicialmente se permitié el
crecimiento del hongo Beauveria bassiana (B. bassiana) CHE-CNRCB431 en el PUF. Sin embargo,
antes de inocular Fusarium oxysporum, se realizé un tratamiento previo al PUF colonizado con B.
bassiana el cual consistia en: al finalizar el crecimiento de B. bassiana CHE-CNRCB431 en el PUF,
este se colocd en un horno a 60°C durante un dia, posteriormente, se prepar6é un medio 3x, al cual se
le inoculé con el hongo F. oxysporum AB2 y se verti6 sobre el PUF previamente colonizado por el
otro hongo.

En otra variante de la SSF 3x se incorporaron 5 g-L ™! de raiz de cilantro al medio de cultivo como
inductor de la produccion de metabolitos secundarios. La raiz de cilantro se someti6 a un tratamiento
previo que consistid en limpiar la planta, eliminar las hojas y conservar Gnicamente la raiz. Esta raiz
fue secada en un horno a una temperatura constante de 60°C. Una vez seca, se triturd utilizando un
mortero con pistilo y se agrego al medio como parte de su composicidn una vez hecho ese tratamiento
se esterilizo para despues agragarle los coidios y vertirlos en el PUF. El proposito de este experimento
fue evaluar si la presencia de una planta con raiz, dado que Fusarium oxysporum es un hongo
fitopatdgeno, influia en la expresién de metabolitos y en el crecimiento del hongo.

El objetivo principal de estos experimentos fue observar si el crecimiento de F. oxysporum AB2
presentaba diferencias al desarrollarse en un medio previamente colonizado por otro hongo y
agregando una planta como parte del sustrato, asi como investigar si estos entornos favorecian la
produccion de metabolitos adicionales con potencial para la inhibicion bacteriana.

5.5 Cepas bacterianas

Para el cultivo de cepas bacterianas, se utilizé la cepa de S. typhimurium ATCC 14028, a la cual se le
realizaron 6 diluciones iniciales tomando 100 pL de muestra y mezclandola en 900 uL de agua
destilada. Las diluciones se sembraron con un asa de vidrio con la técnica de barrido en cajas Petri
con agar nutritivo y se incubaron a temperatura ambiente durante un dia. Estas diluciones se realizaron
con el objetivo de reducir la concentracion bacteriana y facilitar el aislamiento de colonias
individuales. Una vez identificada S. typhimurium ATCC 14028 a traves de una tincion de gram, se
aislé utilizando un asa bacterioldgica en un medio liquido especifico para bacterias, destinado a usos
posteriores. Con la bacteria ya aislada, se prepararon nuevas diluciones que se sembraron en cajas
Petri con agar nutritivo y se incubaron a 25°C durante un dia. Después de la siembra, se seleccion6
una colonia aislada y bien definida, evitando aquellas con aglomeracion excesiva. Utilizando un asa
bacterioldgica estéril, se tomd una porcién de la colonia seleccionada y se inoculd en un medio de
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cultivo liquido adecuado para el crecimiento bacteriano. El cultivo se incub6 en una incubadora con
agitacion a 150 RPM y 37 °C, condiciones 6ptimas para promover el crecimiento activo de la bacteria.
Este procedimiento se llevo a cabo con el objetivo de garantizar que la bacteria alcanzara la fase
exponencial de crecimiento, requisito esencial para la realizacion de los experimentos posteriores, ya
que en esta fase las células presentan una actividad metabdlica uniforme y una alta tasa de
proliferacion. (Vasquez-Bonilla et al., 2022).

5.6 Extraccion y purificacién de metabolitos

Para la extraccion y purificacion de metabolitos de F. oxysporum AB2 de las diferentes condiciones
mencionadas anteriormente. Se preparé un cultivo para fermentacion solida usando PUF como
soporte, sobre el cual F. oxysporum AB2 fue incubado durante 9 dias a temperatura ambiente. Al
finalizar este tiempo, se procedi6 a su tratamiento mediante filtracion al vacio. Para ello, se monté un
matraz Kitasato con un embudo Biichner y se transfirié el PUF con F. oxysporum AB2 al sistema,
haciéndolo pasar por 150 mL de agua destilada, presionando el PUF para extraer el liquido. EI PUF
fue entonces almacenado en una bolsa, y el filtrado fue pasado nuevamente por el sistema de filtrado
al vacio para recolectar la mayor cantidad de biomasa posible. La biomasa adherida al PUF se secd
en un horno a 60°C durante un dia (Juan et al., 2020).

Pasado este tiempo, se peso el PUF seco para determinar su masa inicial y asi poder calcular
posteriormente la cantidad de compuestos adsorbidos. Posteriormente, se sumergio en metanol
(MeOH) al 84% hasta cubrirlo completamente. A continuacion, el PUF sumergido con MeOH al 84%
se sometio a agitacién vigorosa durante 5 minutos, repitiendo este proceso en dos ciclos consecutivos.
Entre cada ciclo de agitacion, se permitié un periodo de reposo de 15 minutos. Una vez terminada la
agitacion, se filtré la solucion dos veces al vacio usando el sistema de Kitasato y se almacend
temporalmente el PUF en un vaso precipitado. Posteriormente, se afiadié una solucion buffer PBS 1x
en una relacion de 2:1 respecto al volumen de MeOH y se volvié a filtrar, descartando el PUF y
conservando la mezcla de metabolitos en la fase liquida. Para concentrar los metabolitos, se activo
un cartucho Sep-Pak® C18 (1 g) pasandole 5 mL de MeOH y 5 mL de PBS 1x. Una vez activado el
cartucho, se le hizo pasar toda la mezcla de metabolitos, seguida de 10 mL de agua para el lavado
final. Finalmente, se eluyeron los metabolitos aplicando 0.5 mL de MeOH, y la solucion obtenida se
almacen6 en tubos Eppendorf de 2mL esteriles para su conservacion en refrigeracion. Este ultimo
procedimiento se repitid seis veces, los tubos fueron enumerados y refrigerados para usos posteriores
(Véasquez-Bonilla et al., 2022).

5.7 Determinacion de la Concentracién minima inhibitoria

Para determinar la CMI primero se realizaron las siguientes diluciones de ciprofloxacino, utilizando
una concentracion inicial de 3mg/mL.

© Se diluyeron 200 pL de ciprofloxacino en 9800 UL de agua destilada, obteniendo una concentracion
de 600 pg/mL de ciprofloxacino.

© Para la segunda dilucién, se diluyo 250 pL de ciprofloxacino de la primera dilucion en 250 uL de
agua destilada, obteniendo una concentracion de 150 pg/mL de ciprofloxacino.

° La tercera dilucion, se diluyo 250 pL de ciprofloxacino de la segunda dilucion en 250 pL de agua
destilada, obteniendo una concentracion de 37.5 pg/mL de ciprofloxacino.

° La cuarta dilucion, se diluyo 250 pL de ciprofloxacino de la tercera dilucion en 250 uL de agua
destilada, obteniendo una concentracion de 9.375 pg/mL de ciprofloxacino.
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° La quinta dilucién, se diluyo 250 pL de ciprofloxacino de la cuarta dilucién en 250 uL de agua
destilada, obteniendo una concentracion de 2.3437 pug/mL de ciprofloxacino.

° La sexta dilucion, se diluyo 250 uL de ciprofloxacino de la quinta dilucion en 250 uL de agua
destilada, obteniendo una concentracion de 0.5859 pg/mL de ciprofloxacino. Las diluciones
resultantes fueron almacenadas en refrigeracion para su uso posterior.

Una vez preparadas las soluciones, se determin6 la CMI para lo cual se agregaron 40 uL de cada una
de las diluciones para posteriormente mezclar con los metabolitos de F. oxysporum AB2. Tras
identificar la CMI optima, se mezclé 250 L ciprofloxacino de la concentraciono optima con 250 pL
de los metabolitos obtenidos de las diferentes SSF mencionados con anterioridad, las soluciones
resultantes fueron almacenadas en refrigeracion para su uso posterior.

5.8 Antibiograma en pozo

Para evaluar el efecto antibacteriano, Se inoculo S. typhimurium ATCC 14028 en un tubo con cultivo
bacteriano adecuado, el cual se incub6 durante 24 horas. Este paso fue necesario para asegurar que la
bacteria alcanzara la fase exponencial de crecimiento, condicion Optima para la evaluacion de su
respuesta frente al tratamiento antibacteriano. Transcurrido el tiempo, inocularon 200 uL de S.
typhimurium ATCC 14028 en caja Petri con agar nutritivo con la tecnica de barrido en cesped con un
asa Drigalsky. A continuacién, se generaron cuatro pozos en cada placa, en los que se afiadieron 40
pL de la solucion mezclada de ciprofloxacino con los M.S. de F. oxysporum AB2 (250 pL: 250 uL)
obtenidos de cada una de las variantes de cultivo realizada (SSF 1x, SSF 3x, SSF 3x previamente
colonizado por B. bassiana CHE-CNRCB4 inactivado y SSF 3x con cilantro como un componente
del sustrato). Se afiadié en un pozo MeOH vy la dilucién con la concentracion de 150 pg/mL de
ciprofloxacino en otro como controles. Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 24
horas Posteriomente con la ayuda de un vernier, se midio el halo de inibicién de cada resultado. Los
experimentos se realizaron por triplicado, asegurando asi la reproducibilidad de los resultados (Ng
et al., 2020).

6. Resultados y Discusion

6.1 Produccion de biomasa en sistemas SmF y SSF en diferentes condiciones

La Tabla 1 muestra el peso de biomasa obtenido de F. oxysporum AB2 durante los cultivos realizados
con sistemas SSF y SmF, a continuacién, se presenta un analisis detallado de cada una de las
condiciones evaluadas.
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Tabla.1 Peso de Biomasa de Fusarium oxysporum AB2

Condiciones de Soporte Peso de biomasa total (g)
Lx SmF 0.15+0.059
SSF 1x 0.23+0.059
SSF 3x 1.4+02¢g
SSF 3x previamente colonizado
por B. bassiana CHE-CNRCB4 1.8+0.2¢g
inactivado

SSF 3x con cilantro como un

componente del sustrato 29+0.29

La condicién SmF muestra el menor peso de biomasa total de 0.15g + 0.05 g. Esto es comun ya que,
en sistemas SmF, las condiciones de oxigeno y superficie para el crecimiento del hongo suelen ser
limitadas en comparacion con sistemas SSF, donde los hongos encuentran un ambiente mas similar a
su habitat natural, favoreciendo la acumulacion de biomasa (Wigati et al., 2024). Por otra parte, la
biomasa en SSF con condiciones 1x (0.23g £ 0.05 g), mostro un incremento en comparacion con
SmF. Este cambio sugiere que el soporte solido permite un crecimiento mejorado por el mayor y
mejor transporte de oxigeno y tambien hay una mayor superficie de contacto (Srivastava et al., 2019).
Estos resultados muestran una gran similitud con los reportados por Singh et al. (2021). Dicho estudio
se enfoco en la produccién de celulasa a partir de dos cepas fangicas, Aspergillus niger y Aspergillus
heteromorphus, utilizando dos métodos de fermentacion: SmF y SSF. En este trabajo, Aspergillus
heteromorphus demostr6 la méxima actividad de celulasa, alcanzando 6.4 1U/g (Unidades
Internacionales por gramo) de FPasa y 125 1U/g de CMCasa en condiciones de SSF. Los autores
concluyeron que el sistema SSF es mas eficiente que SmF para la produccion de biomasa y enzimas,
respaldando asi los hallazgos de este estudio.

Por lo tanto, al incrementar la concentracién del medio a 3x en el sistema SSF, se observo un
crecimiento significativamente mayor de la biomasa (1.4 g + 0.2 g). Este resultado se explica, como
se ha reportado previamente, por el aumento en la disponibilidad de nutrientes y la eficiencia del
sistema de SSF, el cual favorece un ambiente méas propicio para el crecimiento fungico. De hecho, el
sistema SSF 3x produjo una biomasa 7 veces mayor en comparacion con el sistema SSF 1x (0.23 g +
0.05 g), lo que demuestra claramente el impacto positivo de una mayor concentracion de nutrientes y
las ventajas del sistema SSF sobre otras metodologias de fermentacion. Cabe destacar que el PUF ha
demostrado ser un soporte solido eficaz para el crecimiento de hongos debido a su porosidad y
estructura tridimensional, tal y como lo menciona Meyer et al. (2020) en su estudio del PUF como
soporte solido en SSF. Estas caracteristicas no solo facilitan una mayor absorcion y distribucién
uniforme de los nutrientes, sino que también promueven la proliferacion micelial, optimizando
intensivamente las condiciones metabdlicas flngicas. En conjunto, estos factores confirman el
potencial del PUF como un un soporte solido adecuado para el crecimiento y la produccién de
biomasa en hongos fitopatdgenos. Hubo una gran similitud en los resultados que obtuvo Ferreira et al.
(2020), aunque su principal objetivo era saber la produccion de &cidos grasos poliinsaturados (PUFA
por sus siglas en inglés) con Mortierella alpinaindican, la produccién de biomasa que obtuvo fue de
.8 g esto quiere decir que la triplicacion del medio y del PUF fue lo 6ptimo para el experimento
realizado, ya que se obtuvo 6 veces mayor cantidad de biomasa que en la condicion de SSF 1x.

En la condicidon del SSF 3x previamente colonizado por B. bassiana CHE-CNRCB43L1 el crecimiento
de biomasa fue favorable (1.8g + 0.2). Esto indica que la precolonizacién del soporte con B. bassiana
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CHE-CNRCB431 increment6 considerablemente la biomasa de F. oxysporum AB2. Estos efectos
gue se obtuvieron se deben a varios factores: Al estar en un ambiente previamente colonizado por B.
bassiana (ya inactivado), se favorecid el crecimiento de F. oxysporum AB2, posiblemente por la
degradacion de compuestos inhibitorios o por la liberacion de metabolitos que beneficiaron su
crecimiento (Blanca, 2024). Ademas, la colonizacion inicial por B. bassiana puede haber alterado la
estructura del soporte de PUF, mejorando la retencion de humedad y nutrientes y, por tanto, creando
una superficie de contacto 6ptima para F. oxysporum. También es probable que los restos celulares y
metabolitos de B. bassiana, una vez muerto, actuaran como fuente adicional de nutrientes,
estimulando el crecimiento de F. oxysporum AB2 tal y como explican los autores Zufiiga-Castro &
Quirés-Cedefio (2021) que afirman sobre como se beneficia los hongos sobre las celulas muertas.
Estos resultados obtenidos en este experimento muestran una diferencia significativa en comparacion
con los reportados por Alias et al. (2022). En este estudio, se utilizé el hongo Trichoderma spp.,
especificamente la especie Trichoderma. harzianum T-22, la cual alcanz6 una produccion de biomasa
de 174.26 + 2.87 mg/g. Esta variacion puede atribuirse al uso de residuos organicos provenientes del
sector agricola, los cuales incluyeron una mezcla de hongos y frutas como sustrato para la
fermentacion. Estos materiales organicos probablemente proporcionaron condiciones més favorables
para el crecimiento y la actividad metabdlica del hongo, lo que resultd en una mayor produccion de
biomasa en comparacion con los resultados previos.

Por ultimo los resultados que se obtuvieron en la condicién SSF 3x con cilantro como un componente
del sustrato mostraron la mayor biomasa (2g * 0.2), la adicion de cilantro como sustrato favorecid
notablemente el crecimiento de F. oxysporum AB2. Esto se atribuye a que el cilantro actué como una
fuente nutricional efectiva, promoviendo un ambiente adecuado para el hongo, esto se explica ya que
el material vegetal puede influir en la expresion de algunos genes en la especie Fusarium (Zuriegat
etal., 2021). Los componentes del cilantro, como azlcares, aminoacidos y compuestos fendlicos,
probablemente estimularon el crecimiento y la actividad metabdlica de F. oxysporum AB2 (L6pez-
Martinez et al., 2023). Dado que este hongo es fitopatdgeno, parece capaz de aprovechar compuestos
especificos del cilantro, lo que sugiere una interaccién positiva entre el hongo y el material vegetal,
gue a su vez estimula la produccion de biomasa. Como lo explica un estudio el en que se afirma como
Fusarium aprovecha y adquiere el metabolismo y los nutrientes que la planta deberia tener (Cabrera
et al., 2019). Al comparar los resultados obtenidos en este estudio con los reportados por Ahmed et
al. (2024), se observa que los valores de biomasa obtenidos en la investigacion son inferiores. En la
investigacion de Ahmed et al. (2024) reportaron una produccion de biomasa de 21.3 + 0.1 g/L
utilizando pifia como sustrato en Aspergillus niger. Esta diferencia puede atribuirse principalmente a
la cantidad de sustrato empleado en cada estudio. Mientras que en su trabajo se utilizaron 50 mL de
cada desperdicio de frutas como sustrato, en nuestro caso se emplearon solo 0.5 g de cilantro. Esta
discrepancia en la cantidad de sustrato utilizado explica, en gran medida, la menor produccién de
biomasa observada en la investigacion en comparacion con los resultados reportados por Ahmed et
al. (2024).

6.2 Interaccién entre metabolitos de Fusarium Oxysporum AB2 y ciprofloxacino

En el anélisis de la Tabla 2, que presenta las medidas de los halos de inhibicion obtenidos con
distintas combinaciones de ciprofloxacino y metabolitos de F. oxysporum AB2 producidos bajo
diferentes condiciones de SSF, cuyos resultados se ilustran en la Figura 1, se pueden realizar las
siguientes observaciones. Cabe destacar que se utilizd una concentracion de 150 pg/mL de
ciprofloxacino como punto de referencia para los experimentos, asi como también se empleé como
control. Esta concentracién permitio evaluar de manera comparativa el efecto antimicrobiano de los
metabolitos flngicos en combinacién con el antibi6tico, proporcionando una base soélida para el
andlisis de los resultados.
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Tabla 2. Inhibicion de la mezcla de metabolito secudarios de Fusarium
Oxysporum AB2 con Ciprofloxacino

Condiciones de SSF Halos de inhibicion (cm)

Concentracion de 150 pg/mL de

ciprofloxacino (Control) 2.9
SSF 1x 25+0.3
SSF 3x 2.4
SSF 3x con cilantro como un 25 +0.2
componente del sustrato
SSF 3x previamente colonizado por B. 26401

bassiana CHE-CNRCB4 inactivada

La condicion SSF 1x mostroé halos de inhibicion de 2.5 + 0.3 cm, mientras que SSF 3x present6 halos
de 2.4 cm, lo que indica una actividad antibacteriana significativa en ambos casos. Esto sugiere que,
aunque la produccion de biomasa fue mayor en el sistema SSF 3x en comparaciéon con SSF 1x, la
actividad antibacteriana se mantuvo similar entre ambos sistemas.

Ademas, estos resultados demuestran una clara sinergia entre el ciprofloxacino y los metabolitos de
F. oxysporum, ya que la combinacion de ambos compuestos mantiene una actividad antimicrobiana
efectiva. Al comparar los halos de inhibicién obtenidos en las condiciones SSF 1x y SSF 3x (2.5 +
0.3; 2.4 cm) con el halo de la concentracion de 150 pg/mL de ciprofloxacino (2.9 cm), se observa
que, a pesar de haber diluido a la mitad la concentracion del antibiodtico, se sigue obteniendo una
inhibicion significativa con halos de 2.5 + 0.3 cm para SSF 1x y 2.4 cm para SSF 3x. Esto refuerza
la idea de que los M.S de F. oxysporum AB2 potencian la accion del ciprofloxacino, permitiendo que
incluso diluyendo la concentracion del antibidtico se logre un efecto inhibitorio relevante.
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©) D)
Figura 1. Resultados de la actividad antibacteriana de la mezcla de metabolitos secundarios de Fusarium oxysporum AB2 bajo diferentes
condiciones de fermentacion en estado solido (SSF), con una concentraciéon de 150 pg/mL de ciprofloxacino contra Salmonella
typhimurium ATCC 14028. Las mediciones de los halos de inhibicion se realizaron con un vernier y se expresaron en centimetros. Seccion
A: (1) Disolvente (metanol) como control negativo. (2) Concentracion de 150 pg/mL de ciprofloxacino como control positivo. (3) y (4)
Condiciones de SSF 1x. Seccién B: (5) Condicion de SSF 1x. (6), (7) y (8) Condiciones de SSF 3x. Seccién C: (1), (2) y (3) Condiciones
de SSF 3x con cilantro como componente del sustrato. (4) Condicion de SSF 3x previamente colonizado por Beauveria bassiana
CHE-CNRCB4 inactivado. Seccion D: (5) y (6) Condiciones de SSF 3x previamente colonizado por Beauveria bassiana CHE-
CNRCB4 inactivado.

Uno de los compuestos que podrian estar involucrados en este fendmeno es la Karikumones B, una
quinolona que exhibe actividad contra bacterias gramnegativas, con una CMI de 125 pg/mL (Xu &
Huang, 2023). El mecanismo de accion de las quinolonas, incluido el ciprofloxacino, se basa en la
inhibicion de dos enzimas cruciales para la replicacion, transcripcion y reparacion del ADN
bacteriano: la ADN topoisomerasa II (también conocida como ADN girasa) y la ADN topoisomerasa
IV (Shariati ef al., 2022). Por lo tanto, es plausible que la presencia de metabolitos como la
Karikumona B, que podrian actuar sobre dianas moleculares similares o complementarias a las del
ciprofloxacino, esté potenciando la actividad antimicrobiana de la mezcla. Esto sugiere que existe
una complementariedad entre los metabolitos producidos por F. oxysporum AB2 y el ciprofloxacino,
donde ambos compuestos podrian estar interactuando de manera sinérgica para inhibir el crecimiento
bacteriano de forma mas efectiva.
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Estos resultados no solo demuestran una actividad antimicrobiana significativa contra S.typhimurium
ATCC 14028, sino que también sugieren la posibilidad de reducir los efectos adversos asociados al
uso frecuente de antibioticos como el ciprofloxacino. Al combinar los metabolitos secundarios de F.
oxysporum AB2 con el ciprofloxacino, se podria disminuir la concentracion necesaria del antibidtico
para lograr un efecto inhibitorio efectivo, lo que a su vez reduciria la exposicion del organismo a
dosis altas del farmaco y, por ende, mitigaria los efectos secundarios que este puede generar. Esta
estrategia abre nuevas perspectivas para el uso mas eficiente y seguro de los antibidticos, ya que al
complementarlos con compuestos de origen natural, como los M.S fungicos, se podria potenciar su
actividad antimicrobiana sin incrementar su toxicidad. Ademas, al emplear dosis mds bajas de
antibidticos, se contribuiria a disminuir la presion selectiva que favorece la aparicion de resistencia
bacteriana, un problema global de salud publica que limita la eficacia de los tratamientos actuales
(Perry et al., 2022) .

Al comparar los resultados obtenidos con los reportados por Santra et al. (2022) en su investigacion,
se observa una similitud en los hallazgos. La investigacién analiz6é la accidon sinérgica entre
Cochliobolus sp. APS1, una fraccion bioactiva, y el antibiotico ciprofloxacino contra Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina (MRSA). Para evaluar la interaccion entre ambos compuestos, se
empleo el ensayo checkerboard assay, una técnica que permite determinar el efecto combinado de
dos agentes antimicrobianos. Los hallazgos revelaron que la combinacion de 7.81 pg/mL de la
fraccion de acetato de etilo (EA) de APS1 y 0.3 pg/mL de ciprofloxacino mostré un efecto sinérgico
contra MRSA, con un indice de concentracion inhibitoria fraccional (XFIC) de 0.42. Estos hallazgos
respaldan el uso combinado de ciprofloxacino con metabolitos secundarios de hongos como una
estrategia prometedora, ya que ofrecen importantes beneficios terapéuticos y exhiben un marcado
efecto sinérgico.

Las dos ultimas condiciones evaluadas demostraron una actividad antibacteriana significativa y
sinérgica con el ciprofloxacino. En el caso de SSF 3x con cilantro como componente del sustrato, se
observo un halo de inhibicion de 2.5 £ 0.2 cm, mientras que en SSF 3x previamente colonizado por
B. bassiana CHE-CNRCB4 inactivada, el halo fue de 2.6 = 0.1 cm. Este ligero aumento en la
actividad antimicrobiana puede atribuirse a las condiciones alternas utilizadas para el crecimiento de
F.oxysporum. Como se ha reportado previamente, los hongos pueden obtener beneficios tanto de
células muertas como de material vegetal, lo que induce cambios en la expresion de genes y, en
consecuencia, en la produccion de metabolitos secundarios (Zuiiiga-Castro & Quir6s-Cedefio, 2021;
Zuriegat et al., 2021). Estas condiciones podrian haber favorecido la expresion de genes especificos
en F. oxysporum, resultando en una mayor produccion de compuestos bioactivos que potencian la
sinergia con el ciprofloxacino.

La sinergia entre los metabolitos de hongos y los antibidticos constituye un area de investigacion
amplia y en constante exploracion. Un ejemplo de ello es el estudio realizado por Almuzaini (2023),
quien demostrd que los compuestos fitoquimicos extraidos de diversas plantas no solo presentan
actividad antibacteriana contra S. typhimurium ATCC 14028, sino que también exhiben un efecto
sinérgico cuando se combinan con antibioticos. S. typhimurium es un patdogeno de gran relevancia en
la salud publica debido a su impacto global, lo que ha motivado numerosos estudios para evaluar
estrategias antimicrobianas alternativas. En contraste con los hallazgos de Almuzaini (2023) y la
presente investigacion, el trabajo de Bekoe ef al. (2021) no evidencio actividad antibacteriana en los
metabolitos producidos por los hongos Aspergillus chevalieri y Trichoderma harzianum frente a S.
typhimurium. Estos resultados resaltan la variabilidad en la eficacia antimicrobiana de los metabolitos
fingicos, dependiendo de la especie de hongo y las condiciones experimentales. En este contexto, la
presente investigacion sugiere que F. oxysporum AB2 demuestra una actividad antibacteriana contra
S. typhimurium ATCC 14028, tal como se observo en pruebas realizadas realizadas con antibidtico.
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7. Conclusién

El presente estudio demostrd que los metabolitos de F. oxysporum AB2 exhiben un efecto sinérgico
con el ciprofloxacino, lo que sugiere que la combinacion de ambos compuestos potencia la actividad
antibacteriana. Esta sinergia podria estar relacionada con la produccion, por parte del hongo, de
compuestos estructuralmente similares a las quinolonas, los cuales podrian actuar de manera
complementaria al mecanismo de accion del antibidtico, ya sea facilitando su penetracion,
bloqueando mecanismos de resistencia bacteriana o afectando vias metabdlicas clave.

Ademas, F. oxysporum AB2 mostré actividad antibacteriana significativa contra S. typhimurium
ATCC 14028, lo que indica que sus metabolitos poseen un potencial antimicrobiano intrinseco. Este
hallazgo refuerza su utilidad en estrategias terapéuticas combinadas, donde la sinergia entre los
metabolitos flngicos y el ciprofloxacino no solo mejora la eficacia del tratamiento, sino que también
podria permitir el uso de dosis mas bajas del antibiotico, reduciendo asi los efectos adversos asociados
a su administracion frecuente.

Asimismo, se observo que la produccion de biomasa de F. oxysporum AB2 puede incrementarse
sustancialmente mediante el uso de sistemas solidos alternativos. En particular, la utilizacién de con
cilantro como un componente del sustrato y restos celulares de B. bassiana CHE-CNRCB431
favorecio el crecimiento fingico y, potencialmente, la produccion de metabolitos bioactivos. Esto
sugiere que el empleo de materiales organicos, ya sean de origen vegetal o fungico, puede optimizar
la biosintesis de M.S en F. oxysporum.

Este enfoque representa una alternativa prometedora para combatir la resistencia bacteriana, un
problema global de salud publica, ya que al disminuir la presion selectiva generada por el uso
excesivo de antibioticos, se contribuye a frenar la aparicion y propagacion de cepas resistentes. En
conjunto, estos resultados destacan el potencial de los metabolitos de F. oxysporum AB2 como
coadyuvantes en terapias antimicrobianas, ofreciendo una estrategia innovadora y sostenible para el
manejo de infecciones bacterianas. No obstante, para confirmar que la actividad antibacteriana
observada es atribuible exclusivamente a los metabolitos de F. oxysporum, se recomienda realizar
ensayos adicionales sin la presencia de antibidticos, empleando diferentes sustratos, con el objetivo
de evaluar de manera més precisa su efecto antimicrobiano intrinseco.
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