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RESUMEN 
 

El incremento de bacterias multidrogo-resistentes (MDR) representa un problema de 

salud pública a nivel mundial. Actualmente, las terapias antimicrobianas disponibles no 

son suficientes para eliminar a patógenos MDR, por lo que resulta indispensable el 

estudio de antimicrobianos con nuevos mecanismos de acción que favorezcan el control 

de estos patógenos. 

El uso de péptidos antimicrobianos (PAMs) ha sido sugerido como alternativa en el 

tratamiento de enfermedades infecciosas pues poseen mecanismos de acción diferentes 

a los de los antibióticos de amplio espectro; desafortunadamente, son pocos los PAMs 

que han sido aprobados para su uso terapéutico. Los PAMs del veneno de alacrán son 

un ejemplo de sustancias bioactivas con potencial para su uso contra bacterias MDR.  

En este estudio, determinamos la concentración bactericida mínima (CMB) de tres 

PAMs del alacrán Urodacus yaschenkoi (Uy234, Uy17 y Uy192) contra aislados clínicos 

de bacterias MDR. Además, evaluamos la actividad de un nuevo péptido antimicrobiano 

diseñado en nuestro laboratorio a partir de una secuencia consenso que contiene los 

aminoácidos más conservados de PAMs de tipo IsCT del veneno de diversos alacranes. 

Todos los péptidos mostraron alta actividad antibacteriana, con mayor actividad contra 

Streptococcus beta-hemolíticos. La actividad hemolítica de estos péptidos contra 

eritrocitos humanos fue significativamente menor que la de otros PAMs del veneno de 

alacrán y su estructura α-helicoidal se confirmó mediante dicroísmo circular (CD); 

sugiriendo que los cuatro péptidos pueden ser herramientas valiosas para el diseño y 

desarrollo de PAMs para su uso en la inhibición de bacterias patógenas MDR. 

Adicionalmente, se encontró un claro índice de sinergismo y aditividad para la 

combinación de QnCs-BUAP + Uy234, por lo que estos péptidos son los candidatos más 

prometedores para su uso contra bacterias patógenas. 

Por otra parte, se evaluó un modelo bacteriano antagonista que produce sustancias 

inhibitorias con propiedades interesantes. Esta bacteria, identificada molecularmente en 

este trabajo como Pseudomonas protegens EMM-1, es capaz de antagonizar a un amplio 

espectro de bacterias MDR y hongos fitopatógenos. Además, se ha logrado caracterizar 
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parcialmente a sustancias inhibitorias de tipo bacteriocina que son altamente efectivas 

para inhibir el crecimiento de Streptococcus beta-hemolíticos. 

En este trabajo, se demostró que P. protegens EMM-1 contiene genes que codifican 

para algunos metabolitos interesantes como la bacteriocina LlpA, 2,4-diacetilfloroglucinol 

y pioluteorina. Se comprobó que la bacteria sí produce sustancias inhibitorias en medio 

líquido y se infiere que la producción de estas sustancias es influenciada por la presencia 

de oxígeno, posible razón por la cual anteriormente no se había detectado actividad 

inhibitoria en medio líquido. Estas características le brindan a P. protegens EMM-1 la 

posibilidad de ser utilizada tanto a nivel clínico como agronómico, pues es candidata 

ejemplar para el control de bacterias MDR y de hongos fitopatógenos. 
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ABSTRACT 
 

The rise of MDR bacteria represents a significant public health problem worldwide. 

Currently, the available antimicrobial therapies are not sufficiently effective in eliminating 

MDR pathogens, so it is essential to study antimicrobials with new mechanisms of action 

that favor the control of these pathogens.  

The use of antimicrobial peptides (AMPs) has been suggested as an alternative in 

the treatment of infectious diseases because the mechanisms of action differ from those 

of broad-spectrum antibiotics; unfortunately, only a few antimicrobial peptides have been 

approved for therapeutic use. Antimicrobial peptides from scorpion venoms are an 

example of bioactive substances with potential for use against MDR bacteria.  

In this study, we determined the minimum bactericidal concentration (MBC) of three 

AMPs from Urodacus yaschenkoi scorpion (Uy234, Uy17, and Uy192) against the clinical 

isolates of MDR bacteria. In addition, we tested the activity of a consensus AMP designed 

in our laboratory based on some previously reported IsCT-type (cytotoxic linear peptide) 

AMPs. All peptides showed high bactericidal activity, with the highest activity against 

beta-hemolytic Streptococcus. The hemolytic activity of these peptides against human 

erythrocytes was significantly lower than that of previously reported scorpion AMPs, and 

the α-helical structure was confirmed by circular dichroism (CD); suggesting that the four 

peptides can be valuable tools for the design and development of AMPs for use in the 

inhibition of MDR pathogenic bacteria. A precise index of synergism and additivity was 

found for the combination of QnCs-BUAP + Uy234, which makes these peptides the most 

promising candidates against pathogenic bacteria. 

On the other hand, an antagonistic bacterium that produces inhibitory substances 

with interesting properties was evaluated. This bacterium, molecularly identified in this 

work as Pseudomonas protegens EMM-1, is capable of antagonizing a broad spectrum 

of MDR bacteria and phytopathogenic fungi. Besides, it has been possible to partially 

characterize bacteriocin-like inhibitory substances which are highly effective in inhibiting 

the growth of beta-hemolytic Streptococcus. 

In this work, it was proven that P. protegens EMM-1 carries genes involved in the 

production of some interesting metabolites such as bacteriocin LlpA, 2,4-
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diacetylphloroglucinol, and pyoluteorin. The production of inhibitory substances in liquid 

medium was confirmed, and it is inferred that the production of these substances is 

influenced by the presence of oxygen, a probable reason because it did not produce 

inhibitory activity in the liquid medium before. These characteristics give P. protegens 

EMM-1 the possibility of being used both clinically and agronomically, as it is an ideal 

candidate for the control of MDR bacteria and phytopathogenic fungi. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Las sustancias antimicrobianas son definidas como sustancias químicas que a bajas 

concentraciones provocan la muerte de un microorganismo o detienen su crecimiento. 

Generalmente, los antimicrobianos son producidos por un microorganismo o pueden 

obtenerse mediante síntesis química [1]; no obstante, la producción de sustancias 

antimicrobianas ha sido evidenciada en los tres dominios de la vida [2] y se ha propuesto 

su producción como un mecanismo de defensa y competencia para el dominio de un 

nicho ecológico [3,4]. 

En el dominio Eukarya, se han descrito diversas sustancias antimicrobianas 

provenientes de hongos microscópicos, como la penicilina, aislada por primera vez del 

hongo Penicillium notatum; algunas plantas medicinales como el ajo, con más de 150 

sustancias antimicrobianas, han resultado ser muy beneficiosas para combatir 

infecciones bacterianas [5]. Otros compuestos antimicrobianos han sido descritos en 

insectos, arácnidos y algunos vertebrados, conocidos como péptidos antimicrobianos 

(PAMs), éstos desempeñan una función muy importante en el sistema de defensa de los 

seres vivos [6]; ejemplo de estos PAMs son las defensinas y lactoferrinas [7,8]. 

En los dominios Bacteria y Archaea, los microorganismos han desarrollado diversas 

estrategias de competencia, como es la producción de sustancias inhibitorias [9,10] entre 

las cuales se encuentran los antibióticos de amplio espectro, sideróforos, lisozimas, 

compuestos orgánicos volátiles, antifúngicos, bacteriocinas, entre otros [11–14]. Algunos 

ejemplos de estas sustancias inhibitorias son el cloranfenicol, antibiótico producido por 

bacterias del género Streptomyces [15]; pioverdina, sideróforo producido por bacterias 

del género Pseudomonas [16]; nisina, bacteriocina producida por Lactococcus lactis 

[17,18]; antifúngicos como el 2,4-diacetilfluoroglucinol (2,4-DAPG) y anfotericina B 

[19,20], entre otros. 

A pesar de la diversidad de sustancias antimicrobianas conocidas, la resistencia 

antimicrobiana ha sido reportada y representa una de las mayores amenazas para la 

salud humana, la salud animal y la agricultura [21]. La resistencia a antimicrobianos surge 

cuando un microorganismo desarrolla la habilidad para resistir los efectos de un 

antibiótico, de manera que se reduce la eficacia de los medicamentos diseñados para el 
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tratamiento de enfermedades infecciosas [22]. Existen diversos factores que contribuyen 

al incremento de resistencia antimicrobiana; uno de ellos es el uso indiscriminado de 

antibióticos de amplio espectro, ya que a través de “presión selectiva” se promueve el 

desarrollo de microorganismos resistentes, de modo que disminuye el número de 

microorganismos sensibles [22,23]. 

En la actualidad, se conocen microorganismos resistentes a múltiples 

antimicrobianos. Por ejemplo, aquellos microorganismos que son resistentes a 3 o más 

clases de antimicrobianos diferentes se les conoce como multidrogo-resistentes (MDR) 

[24]. A principios del año 2017, la organización mundial de la salud (OMS) publicó una 

lista de microorganismos MDR para los cuales se requiere desarrollar nuevos antibióticos 

[25]; entre estos microorganismos se incluyen Enterococcus spp., Staphylococcus 

aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y 

Enterobacter spp. Otro microorganismo de importancia clínica a nivel mundial es 

Mycobacterium tuberculosis, el cual causa la muerte de millones de personas cada año 

debido al incremento de cepas MDR; además, se han reportado infecciones por 

tuberculosis ampliamente resistente a los medicamentos (XDR-TB) en todo el mundo 

[26]. 

Por otra parte, la resistencia antimicrobiana también ha afectado otras áreas como 

la agricultura donde comúnmente se utilizan productos químicos para el control de 

bacterias y hongos fitopatógenos. Por ejemplo, la resistencia a estreptomicina (antibiótico 

utilizado para el control de enfermedades bacterianas en diversos cultivos) se ha 

reportado en patógenos de plantas como Pseudomonas syringae y Xantomonas 

campestris [27]. La aparición de hongos resistentes a fungicidas también ha sido 

reportada, reduciendo la disponibilidad de compuestos activos para el control de hongos 

fitopatógenos y dificultando el manejo agronómico de enfermedades en los cultivos [28]. 

Debido a la alta incidencia de microorganismos MDR en diversos sectores a nivel 

mundial [29] y a la limitación de nuevos antimicrobianos efectivos contra estos 

microorganismos [30], la resistencia antimicrobiana es considerada una amenaza global 

y un problema crítico para el cuidado de la salud, aumentando el riesgo de propagación 

y prolongación de enfermedades infecciosas. Por esa razón, es indispensable buscar 

nuevas estrategias para el control de microorganismos MDR, por lo que el estudio de 



 3 
 

nuevas sustancias antimicrobianas resulta de gran importancia para determinar su 

actividad biológica y seleccionar aquellas con potencial para el diseño y desarrollo de 

nuevos fármacos. 

Algunas de las estrategias que se han propuesto para combatir el desarrollo de 

microorganismos resistentes a los antimicrobianos son: el uso de microorganismos 

antagonistas, los cuales se han utilizado como agentes de biocontrol o conservadores 

alimenticios [31]; el uso de bacteriocinas y péptidos antimicrobianos, debido a su alta 

especificidad, baja toxicidad y baja inducción de resistencia antimicrobiana [32]; así como 

el uso de bacteriófagos, nanopartículas magnéticas y terapias combinadas con 

antimicrobianos que incluyan diferentes mecanismos de acción [33–35]. 

En este trabajo, el objetivo principal fue evaluar la actividad de diversas sustancias 

antimicrobianas contra aislados clínicos de bacterias MDR. Para ello se evaluó la 

actividad bactericida de tres PAMs de cadena corta provenientes del veneno del alacrán 

Urodacus yaschenkoi, así como de un péptido antimicrobiano diseñado a partir de una 

secuencia consenso. Además, se evaluó la actividad hemolítica contra eritrocitos 

humanos y se determinaron las estructuras secundarias mediante dicroismo circular (CD, 

por sus siglas en inglés). 

Adicionalmente, se identificó molecularmente a una bacteria antagonista (cepa EMM-

1) aislada de la rizósfera de maíz, y se evaluaron y caracterizaron algunos de los 

metabolitos secundarios producidos por esta bacteria. Además, se determinó la actividad 

inhibitoria contra los mismos aislados clínicos, de algunos compuestos de tipo 

bacteriocina producidos por la cepa EMM-1. 
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1. Péptidos antimicrobianos y mecanismos de actividad antimicrobiana 

 

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) son moléculas de bajo peso molecular 

formadas por 10 a 100 aminoácidos, especialmente de tipo arginina y lisina, por lo que 

la mayoría tienen carga positiva a pH fisiológico [6,36]. Generalmente son hidrofóbicos y 

anfipáticos, además de ser propensos a adoptar estructuras alfa helicoidales. Su 

actividad principal es inhibir el crecimiento de bacterias Gram-positivas y Gram-

negativas, hongos, parásitos y algunos virus. 

A la fecha se han descrito cientos de PAMs y se han aislado de organismos 

vertebrados e invertebrados, bacterias, hongos y plantas [37–42]. En este capítulo 

únicamente nos enfocaremos en describir las características y modos de acción de 

algunos PAMs provenientes de bacterias (bacteriocinas) y PAMs obtenidos de venenos 

de alacrán. 

 

2.1.1. Bacteriocinas 

Las bacteriocinas son sustancias antimicrobianas de origen peptídico sintetizadas 

ribosomalmente por miembros del dominio Bacteria y representan al grupo más 

abundante y diverso del sistema de defensa bacteriano [43]. Anteriormente eran 

conocidas por inhibir únicamente a especies relacionadas filogenéticamente con la 

bacteria productora [44], sin embargo, diversos estudios han reportado su potencial para 

inhibir a un amplio espectro microbiano, incluyendo levaduras y parásitos [45]. 

Las bacteriocinas han sido clasificadas de acuerdo con su naturaleza química y 

procedencia. Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram-positivas, tienen un 

tamaño que varía de 2 a 30 kDa y sus estructuras pueden contener aminoácidos no 

comunes como la lantionina (lantibióticos) o pueden ser más complejas incluyendo 

azúcares (glicoproteínas) o lípidos (lipoproteínas). Otras bacteriocinas como Enterocina 

As-48 (producida por Enterococcus faecalis), se caracterizan por tener estructura circular 

[46]. Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram-positivas son capaces de 

permeabilizar la membrana a través de la formación de poros y además pueden inhibir 
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la síntesis de pared celular y la actividad de la enzima fosfolipasa A2, que participa en la 

reparación de las membranas bacterianas [47]. 

Las principales bacterias Gram-positivas productoras de bacteriocinas son las 

bacterias ácido lácticas; el ejemplo más conocido es Lactococcus lactis que produce 

nisina [43]. Algunos miembros el género Bacillus también son conocidos por producir 

diversas bacteriocinas, especialmente de tipo lipopéptido [48]; por ejemplo, subtilina 

(producida por Bacillus subtilis) y coagulina (producida por Bacillus coagulans) [49]. 

Bacillus thuringiensis también ha sido considerado como potencial productor de 

bacteriocinas, la mayoría con actividad de amplio espectro, inhibiendo a diversas 

especies bacterianas como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Klebsiella 

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae, además de hongos como 

Aspergillus. 

Las bacterias Gram-negativas producen bacteriocinas de alto peso molecular (30-80 

kDa) y de bajo peso molecular (<10 kDa) [50]. El estudio de este tipo de bacteriocinas 

surgió a partir del descubrimiento de la primer bacteriocina producida por Escherichia 

coli, conocida como colicina [9]. Se ha reportado que el mecanismo de acción de las 

colicinas es a través del reconocimiento de receptores de superficie celular de una célula 

blanco, mediante la maquinaria Tol o TonB [51]. Su estructura está organizada en tres 

diferentes dominios: i) dominio de translocación (T), localizado en el sitio N-terminal de 

la proteína, ii) dominio central, que es el sitio de unión al receptor celular (R), y iii) dominio 

de citotoxicidad (C), responsable de eliminar a otros microorganismos a través de 

mecanismos como la formación de poros en la membrana, degradación de ADN, o 

inhibición de la síntesis de mureína, lipopolisacárido u otras proteínas [52]. Otro tipo de 

bacteriocinas más pequeñas son las microcinas, producidas principalmente por diversas 

enterobacterias. Las microcinas se producen como péptidos precursores incluyendo un 

péptido líder en el sitio N-terminal, y pueden presentar o no modificaciones post-

traduccionales. Su tamaño varía de <5 a 10 kDa y el mecanismo de acción puede ser a 

través de la formación de poros en la membrana, actividad ADNasa o ARNasa, o 

inhibiendo la síntesis de proteínas [51,53]. 

En el género Pseudomonas se han descrito otro tipo de bacteriocinas denominadas 

“piocinas” [54]. Las piocinas, al igual que las colicinas, actúan a nivel de la superficie 
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celular reconociendo receptores específicos [55]. Basada en su estructura, la 

clasificación de las piocinas incluye las tipo R, F y S [56]. Se cree que las piocinas de 

tipo R han evolucionado a partir de colas de fagos, ya que su estructura se asemeja con 

las colas no flexibles y contráctiles de los bacteriófagos. Las piocinas de tipo F son 

similares a las tipo R excepto que su estructura es flexible y no contráctil, similar a una 

barra; las piocinas de tipo S son similares y constan de un componente con actividad 

ADNsa o ARNt-asa, y otro considerado como una proteína inmunitaria que protege a la 

célula de su propia destrucción [57]. 

Anteriormente se creía que las piocinas presentaban un espectro antimicrobiano 

limitado ya que solo se había demostrado su actividad antimicrobiana contra otras 

especies del género Pseudomonas y cepas del complejo Burkholderia cepacia; sin 

embargo, las piocinas de tipo R también son capaces de inhibir a otras especies como 

Campylobacter sp., Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis y Haemophilus 

ducreyi [58]. Dado que el mecanismo de acción de las piocinas depende de un receptor 

celular, se ha sugerido su uso para sustituir a los antibióticos de amplio espectro y así 

disminuir los daños generalmente causados al microbioma humano. 

Se han descrito bacteriocinas similares a la cola de fagos, particularmente en 

especies de Pseudomonas asociadas a plantas. Estas moléculas conocidas como 

"tailocinas" son estructuras grandes con colas contráctiles o flexibles. Ambas llevan a 

cabo un mecanismo de acción similar a la infección por fagos donde primero se unen al 

receptor celular y después se punza la membrana citoplásmica, donde se produce la 

liberación masiva de iones [59]. Estudios recientes han revelado que las tailocinas no 

están restringidas al género Pseudomonas. Por ejemplo, Burkholderia cenocepacia 

BC0425 produce una tailocina de amplio espectro (BceTMilo) capaz de inhibir a cepas 

de Pseudomonas aeruginosa a través de un posible mecanismo que implica la unión a 

un receptor de D-glucosa para su absorción a través de la superficie celular [60]. Las 

bacterias Gram-positivas como Clostridium difficile también producen estructuras 

similares a las tailocinas que podrían servir para tratar infecciones por C. difficile [61]. 

Recientemente se han descubierto bacteriocinas caracterizadas por contener dos 

dominios de unión a carbohidratos, similares a las lectinas de unión a manosa de las 

plantas monocotiledóneas (MMBL). Estas bacteriocinas de tipo lectina (LlpAs) se han 
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reportado en bacterias como Pseudomonas putida (putidacin L1), Pseudomonas 

syringae (LlpAPss642) y Pseudomonas protegens (LlpA1Pf-5) [62] y han mostrado 

actividad antibacteriana contra diversas especies del género Pseudomonas, pero no se 

ha reportado actividad antimicrobiana fuera de este género. 

 

2.1.1.1. Métodos de extracción de bacteriocinas 

Antes de extraer y caracterizar una bacteriocina es necesario identificar una bacteria 

productora de sustancias antimicrobianas, para ello se realizan ensayos de antagonismo 

como los ensayos de inhibición simultánea, agar en doble capa o antagonismo en medio 

líquido [63]. 

Una vez identificada la bacteria productora mediante ensayos de antagonismo, es 

indispensable conocer las condiciones adecuadas para la producción de bacteriocinas 

en medios de cultivo, pues se ha descrito que la actividad inhibitoria de las bacteriocinas 

puede alterarse debido a variables del crecimiento bacteriano como: i) la composición 

del medio de cultivo, ii) el tiempo de crecimiento, iii) pH y temperatura, iv) biomasa, v) 

adición de nutrientes o vitaminas y vi) condiciones de aireación [64–66]. 

Debido a que la naturaleza química y los mecanismos de biosíntesis de bacteriocinas 

son muy diversos, no existe un protocolo específico para su extracción y purificación, por 

lo que el proceso de extracción de bacteriocinas generalmente consiste en generar litros 

de cultivo de la bacteria productora para posteriormente obtener sobrenadantes libres de 

células o inactivar cultivos bacterianos por calor. Posteriormente, se puede recurrir a 

métodos tradicionales como la precipitación de proteínas con sulfato de amonio, 

purificación por ultrafiltración, uso de solventes orgánicos, entre otros [18,67,68]. 

A partir de esta etapa de extracción ya es posible medir la actividad inhibitoria de un 

extracto crudo de proteínas por ensayos de difusión en agar. Sin embargo, en algunos 

ensayos es requerido reducir el volumen de los extractos para concentrar los metabolitos 

de interés previo a los pasos de purificación. Algunas técnicas que han sido empleadas 

para la concentración de los extractos bacterianos incluyen el uso de rotavapores 

(cuando el método de extracción involucra el uso de solventes orgánicos), así como la 

liofilización, por lo que es indispensable conocer la estabilidad del extracto a cambios de 

temperatura y desecación. 
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Algunos métodos que comúnmente se utilizan para purificar bacteriocinas incluyen: 

cromatografías de intercambio iónico o de interacción hidrófoba, cromatografía de 

exclusión o filtración en gel, cromatografía líquida de alta presión en fase inversa, entre 

otros [64]. Desafortunadamente, se ha demostrado que a medida que continúan los 

pasos de purificación, la estabilidad y actividad de las bacteriocinas disminuye [65], por 

lo que en muchos ensayos no se logra caracterizar por completo a estas moléculas y 

únicamente se propone su uso de manera semi-purificada. 

En algunos trabajos se han reportado modelos bacterianos que no presentan 

actividad antimicrobiana en medios líquidos, dificultando la obtención de bacteriocinas 

por los métodos tradicionales; por lo que se ha implementado el uso de membranas de 

nitrocelulosa para lograr la obtención de sustancias inhibitorias de medios de cultivo 

sólidos [69–71]. Es probable que en estos modelos bacterianos la presencia de oxígeno 

afecte a la molécula una vez secretada al medio de cultivo o que se requiera la adición 

de inductores para favorecer la expresión génica. 

Pese a la diversidad de bacteriocinas con gran potencial biotecnológico solo algunas 

de ellas han logrado comercializarse, exclusivamente para la industria alimenticia. La 

mayoría de las aplicaciones alimentarias que involucran bacteriocinas incluyen: i) 

bacteriocinas parcialmente purificadas, como es el caso de Nisaplin (que contiene 

Nisina); ii) productos fermentados que contienen bacteriocinas en forma de fermentado 

crudo, como Micro-GARD 200® (que contiene metabolitos de la fermentación de 

Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii); iii) cultivos liofilizados productores 

de bacteriocinas como HOLDBAC YM-C® 100 DCU (cultivo multiespecie de 

Lactobacillus paracasei y Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii), y Lyofast 

FPR2® (cultivo multiespecie de Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum y 

Enterococcus faecium) [31,66]. 

La limitación en la disponibilidad de bacteriocinas en el mercado podría atribuirse a 

múltiples factores, incluyendo el alto costo de su producción, la interacción desfavorable 

con otros constituyentes de los alimentos, las alteraciones de las propiedades 

fisicoquímicas durante las diversas etapas de procesamiento de los alimentos y el bajo 

rendimiento de estos compuestos por los métodos de purificación tradicionales. Una 

alternativa ante estas situaciones, sería la optimización de las condiciones de producción 
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y purificación, realizar combinaciones de bacteriocinas con otros agentes 

antimicrobianos, así como aprovechar nuevas tecnologías que favorezcan a su uso. En 

la actualidad, algunos estudios han sugerido el uso de diversas tecnologías para mejorar 

las propiedades y actividad antimicrobiana de las bacteriocinas. Por ejemplo, el uso de 

la nanotecnología para brindar mayor estabilidad y actividad antimicrobiana [72], el uso 

de bacterias encapsuladas en polímeros como el alginato donde se ha comprobado un 

incremento en la producción de bacteriocinas [73], el uso de bacteriocinas recombinantes 

[56], y la síntesis química para su producción a gran escala; sin embargo, pocas 

bacteriocinas se han sintetizado con éxito por tales medios. 

 

2.1.2. Péptidos antimicrobianos del veneno de alacrán 

Los alacranes son artrópodos que pertenecen al grupo de los arácnidos y han vivido 

en nuestro planeta durante más de 400 millones de años. Actualmente, se han descrito 

alrededor de 1500 especies de alacranes y el estudio de sus venenos ha resultado en el 

descubrimiento de un gran arsenal de péptidos bioactivos [74]; entre ellos toxinas que 

modulan la función de canales iónicos y receptores de membrana de ciertas células, y 

péptidos antimicrobianos que se caracterizan por inhibir a bacterias Gram-positivas y 

Gram-negativas, hongos, levaduras, virus y algunos protozoarios [75]. 

Los péptidos del veneno de alacrán se clasifican principalmente en dos grupos: 

péptidos unidos por medio de puentes disulfuro (disulfide-bridged peptides, DBP) y 

péptidos sin puentes disulfuro (non-disulfide-bridged-peptides, NDBP) [76]. Los DBP 

poseen entre 30 y 70 residuos de aminoácidos y tres o cuatro puentes disulfuro, con un 

peso molecular entre 4 y 7 kDa, y se caracterizan por tener estructura tipo α-hélice 

anfipática, similar a otros péptidos con actividad antimicrobiana. El veneno de los 

alacranes de la familia Buthidae está compuesto por péptidos de tipo DBP. En este grupo 

destacan las toxinas que afectan a los canales iónicos de sodio, potasio, cloro o calcio 

del sistema nervioso, y son los responsables de los síntomas de envenenamiento en 

mamíferos e insectos. Por otra parte, los NDBP son de interés por su actividad citolítica, 

inmunomoduladora, anticancerígena y antimicrobiana. El veneno de los alacranes que 

no pertenecen a la familia Buthidae se caracterizan por contener péptidos NDBP; 

además, los venenos de estos alacranes resultan de gran importancia ya que no 
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representan ningún riesgo para la salud humana pues las toxinas presentes solo afectan 

a los canales iónicos de insectos [77]. 

La mayoría de los PAMs de veneno de alacrán son sintetizados como grandes 

precursores que contienen una o más copias del segmento activo (péptido maduro) que 

es liberado por proteólisis. Posteriormente pueden sufrir modificaciones 

postraduccionales que pueden alterar su actividad de manera significativa; algunas de 

estas modificaciones incluyen la amidación del grupo carboxilo terminal, halogenación, 

formación de puentes disulfuro, entre otras [36,78]. Estos PAMs se han clasificado en 

varios grupos en función de su tamaño y estructura: PAMs de tipo escorpina, PAMs de 

cadena larga y PAMs de cadena corta. [74,77]. Los PAMs de tipo escorpina están 

compuestos por un dominio N-terminal con actividad antimicrobiana, estructurados por 

una α-hélice sin puentes disulfuro, y por un dominio C-terminal estructurado por tres 

puentes disulfuro (similar a las secuencias de toxinas de potasio) [79]. La primer 

escorpina caracterizada se aisló del veneno del alacrán Pandinus imperator, está 

formada por 75 aminoácidos y ha mostrado actividad antimicrobiana principalmente 

contra B. subtilis, aunque también tiene un efecto inhibidor en las etapas de oocinetos 

de Plasmodium berghei [80]. 

Los PAMs de cadena larga, como la hadrurina (aislada del alacrán mexicano 

Hadrurus aztecus), pertenecen a la superfamilia de péptidos sin puentes disulfuro [81]. 

Este péptido de 41 aminoácidos forma estructuras helicoidales y tiene actividad 

antimicrobiana contra bacterias Gram-negativas como Salmonella typhi, Klebsiella 

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, entre otras. Otros péptidos relacionados como 

Opistoporin-1 (Opistophthalmus carinatus) y Pandinin-1 (Pandinus imperator), ambos 

con 44 aminoácidos, tienen actividad antimicrobiana contra bacterias Gram-positivas y 

Gram-negativas, respectivamente [82,83]. 

Los PAMs del alacrán Heterometrus spinifer han sido reportados dentro de los 

péptidos de cadena de tamaño intermedio; uno de ellos es HsAp (29 aminoácidos) el 

cual tiene actividad antibacteriana de amplio espectro contra bacterias Gram-positivas y 

Gram-negativas, así como actividad antifúngica [84]; sin embargo, su uso terapéutico 

resulta limitado debido a que es altamente hemolítico contra eritrocitos humanos. 
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También se han reportado algunos péptidos con actividad antimalárica, como meucina-

24 y meucina-25, pero carecen de actividad antibacteriana [85]. 

Los PAMs de cadena corta se caracterizan por contener alrededor de 13 residuos de 

aminoácidos. A la fecha, se han reportado más de 67 PAMs de cadena corta [74]; 

ejemplo de estos péptidos es el péptido IsCT del veneno del alacrán Opisthacanthus 

madagascariensis, el cual presenta un amplio espectro antibacteriano además de baja 

actividad hemolítica [86]. Otros péptidos de cadena corta se han aislado de alacranes 

mexicanos, como VmCT1 y VmCT2 del alacrán Vaejovis mexicanus. Las secuencias de 

estos péptidos fueron obtenidas mediante bibliotecas de ADNc (generadas con ARNm 

de las glándulas venenosas de este alacrán) y los péptidos sintetizados químicamente 

(con amidación C-terminal) mostraron actividad antibacteriana, así como baja actividad 

hemolítica [87]. 

Aunque el mecanismo de acción de la mayoría de estos PAMs se desconoce, se ha 

propuesto que actúan como formadores de poros causando rotura de la membrana 

celular [88]. La característica anfipática de los PAMs hace que algunos péptidos se 

inserten en la membrana formando poros, o bien, formando un “tapete” donde se agrupan 

en zonas cargadas positivas de la membrana [76,89–91]. Además de la muerte celular 

por permeabilidad de la membrana, se han descrito otros mecanismos de acción que 

intervienen en la síntesis de proteínas, síntesis de pared celular, daño al ADN y activación 

de autolisinas. Las membranas de las células animales son ricas en fosfolípidos neutros 

y colesterol, sustancias que inhiben la incorporación de estos péptidos a la membrana y 

la consecuente formación de poros; por lo que las concentraciones que dañan la 

membrana células eucariontes deben ser mucho mayores comparadas a las que se 

requieren para inhibir bacterias [37], y resulta una ventaja para el uso terapéutico de 

estos péptidos. 

A la fecha, se han reportado diversos PAMs de venenos de alacrán con potencial 

uso a nivel clínico y posible aplicación para el control de plagas [76,82,92]. Por ejemplo, 

VmCT1 y VmCT2 de Vaejovis mexicanus smithi han mostrado actividad antimicrobiana 

de amplio espectro además de baja actividad citotóxica contra eritrocitos humanos [93]. 

Adicionalmente, la baja actividad citotóxica de otros PAMs de venenos de alacrán se ha 

demostrado con ensayos in vivo [94]. 
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En el veneno del alacrán Diplocentrus melici se han encontrado compuestos con 

efectos antimicrobianos contra Mycobacterium tuberculosis y Staphylococcus aureus 

[95], a partir de los cuales se ha desarrollado un nuevo fármaco eficaz contra la 

tuberculosis, sin embargo sigue en espera de pruebas clínicas. 

Pese al potencial farmacológico descubierto en los venenos de alacrán, ningún PAM 

de este tipo ha sido comercializado, posiblemente debido a la falta de pruebas preclínicas 

y clínicas necesarias para autorizar su producción, por lo que resulta de gran interés 

continuar explorando su potencial biotecnológico. Una alternativa al estudio de PAMs del 

veneno de alacrán es el diseño in silico de péptidos antimicrobianos utilizando la 

información disponible en diversas bases de datos, proveniente del análisis de nuevos 

transcriptomas completos de glándulas venenosas de alacrán [96,97]. 

 

2.1.2.1. Aislamiento de PAMs de venenos de alacrán 

Los venenos de alacrán se obtienen mediante estimulación eléctrica del telson (sitio 

donde se ubica el aguijón del alacrán) seguida por la separación cromatográfica de los 

componentes del veneno [98]. Posteriormente la actividad antimicrobiana de las 

fracciones del veneno es evaluada y la estimación de los pesos moleculares de los 

péptidos de interés es realizada mediante electroforesis de proteínas [99,100]. 

Alternativamente, estos PAMs pueden obtenerse mediante librerias de ADNc. La 

preparación de librerías de ADNc consiste en i) obtención de ARNm de las glándulas 

venenosas, ii) fragmentación del ARNm, iii) síntesis del ADNc, iv) ligación de los 

extremos (3’ends), v) amplificación por PCR y vi) secuenciación de alto rendimiento 

(RNA-seq, Illumina Next-Gen) [80,85,97,101]. 

Actualmente, en virtud de los análisis transcriptómicos de las glándulas venenosas 

de los alacranes, podemos conocer secuencias de nuevos péptidos antimicrobianos que 

pueden sintetizarse químicamente. La síntesis química de estos PAMs resulta atractiva 

pues permite la obtención de variantes con mayor actividad antimicrobiana y menor 

actividad citotóxica, así como el diseño de nuevos péptidos sintéticos [102,103]. 

Además, con la síntesis química se favorece al rápido estudio de estos péptidos, se 

evita la manipulación de alacranes potencialmente dañinos para los humanos, y se 

protege a la fauna de aquellos alacranes beneficiosos en el ambiente. 
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2.2. Modelos seleccionados para el estudio de actividad antimicrobiana 

 

2.2.1. Modelo bacteriano con actividad antagonista 

Se utilizó un modelo bacteriano con propiedades de antagonismo, previamente 

aislado de la rizósfera de maíz (Tlaxcala, México) por parte del Grupo de Ecología y 

Supervivencia de Microorganismos del Laboratorio de Ecología Molecular Microbiana, 

perteneciente al Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiológicas de la Benemérita 

Universidad Autónoma de Puebla. 

El modelo bacteriano fue identificado en este trabajo como Pseudomonas protegens 

EMM-1. La cepa EMM-1 es una bacteria Gram-negativa fluorescente (Fig. 17, anexo 1) 

que ha mostrado ser altamente competitiva debido al antagonismo que presenta contra 

diversas cepas bacterianas [104]. Los primeros ensayos de antagonismo realizados con 

EMM-1 revelaron su potencial para inhibir a 120 cepas bacterianas de 18 géneros, 

incluyendo bacterias rizosféricas como Acetobacter sp. y Bradyrhizobium sp. [105]. 

Asimismo, se reportó la capacidad de EMM-1 para inhibir el crecimiento de diversos 

fitopatógenos, de manera independiente (en ensayos de antagonismo) y en asociación 

con plantas; entre los fitopatógenos que inhibe se incluyen especies pertenecientes a los 

géneros Pantoea, Fusarium y Aspergillus [106]. Debido al potencial que presenta la cepa 

EMM-1 para inhibir a fitopatógenos de importancia en la agricultura, su uso se ha 

propuesto para el control biológico. Por otra parte, se demostró que EMM-1 antagoniza 

mediante ensayos de agar en doble capa a bacterias de interés clínico (incluyendo cepas 

MDR) entre las que destacan Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 

Proteus vulgaris, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Burkholderia cepacia y 

Streptococcus beta-hemolíticos [104,107]. 

La búsqueda de las sustancias inhibitorias responsables del antagonismo por parte 

de EMM-1 se realizó por Aguayo-Acosta, utilizando diversas metodologías de extracción, 

incluyendo el uso de solventes orgánicos [69]. Sin embargo, a diferencia de la mayoría 

de bacterias productoras de sustancias inhibitorias exploradas a la fecha, la cepa EMM-

1 no mostró actividad en medios de cultivo líquidos, por lo que fue necesario diseñar una 

metodología especial para extraer las sustancias inhibitorias desde medios de cultivo 

sólidos, denominada “lixiviación en frío” [69,108]. 
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Mediante la metodología de lixiviación en frío fue posible obtener un extracto crudo 

con sustancias inhibitorias de naturaleza parcialmente hidrofílica, con un tamaño que 

oscila entre 3 y 10 kDa, estabilidad a rangos de pH de 3 a 9 y temperatura de -4 a 60 ºC. 

Dicho extracto no presentó actividad de captación de hierro y fue parcialmente sensible 

a la actividad de proteasas. Debido a estas propiedades se ha sugerido el contenido de 

moléculas de tipo bacteriocina en el extracto de EMM-1. La actividad del extracto crudo 

de EMM-1 ha sido evaluada para determinar el espectro de inhibición de las moléculas 

extraídas. Además, se realizó la purificación parcial del extracto mediante cromatografía 

de capa fina. Finalmente, la actividad inhibitoria del extracto parcialmente purificado fue 

evaluada mediante la metodología de agar en doble capa y se confirmó su actividad 

bactericida, al inhibir el desarrollo de bacterias Gram-positivas [107]. No obstante, 

muchas sustancias inhibitorias producidas por la cepa EMM-1 quedan por explorarse. 

Dado el potencial biotecnológico que presenta la cepa EMM-1, resulta de gran interés 

la caracterización de nuevas sustancias inhibitorias, pero se requiere de rigurosos 

estudios para su caracterización. Como se ha mencionado, existen diversas variables 

que pudieran afectar en la producción de sustancias inhibitorias en medios líquidos. Es 

por ello que en muchas ocasiones, los sobrenadantes libres de células no presentan 

actividad inhibitoria. La cepa EMM-1 es un ejemplo de modelo bacteriano que no ha 

mostrado actividad en medios líquidos [69] y es probable que los metabolitos producidos 

por la bacteria sean influenciados por las concentraciones de oxígeno del medio de 

cultivo o que se requiera la adición de inductores que favorezcan la expresión génica a 

través de mecanismos de “quorum sensing”. Por lo que en este trabajo se incluyó la 

evaluación de la actividad inhibitoria en diferentes condiciones de aireación, así como 

utilizando un inductor de acil homoserin lactona (AHL). 

Se ha reportado que P. protegens produce bacteriocinas similares a las lectinas de 

unión a manosa encontradas en las plantas monocotiledóneas (MMBL, por sus siglas en 

inglés); ejemplo de estas bacteriocinas es LlpA, producida por Pseudomonas protegens 

Pf5, la cual presenta actividad inhibitoria contra otras especies de Pseudomonas, sin 

embargo, no se ha reportado actividad inhibitoria fuera de este género bacteriano [62]. 

Por lo que adicionalmente, se incluyó la búsqueda de bacteriocinas en el genoma de P. 

protegens EMM-1, utilizando herramientas bioinformáticas. 



 15 
 

2.2.2. Péptidos antimicrobianos del alacrán Urodacus yaschenkoi 

U. yaschenkoi es un alacrán perteneciente a la subfamilia Urodacinae nativo de 

Australia Central que se caracteriza por ser inofensivo para los mamíferos, ya que en su 

veneno solo contiene toxinas que afectan a canales iónicos de insectos. 

Recientemente, como resultado del análisis transcriptómico de las glándulas 

venenosas del alacrán U. yaschenkoi (realizado mediante RNA-seq), se descubrió la 

existencia de un gran número de péptidos (principalmente del tipo NDBP) [109–111]; 

ejemplo de ellos son los péptidos UyCT1, UyCT3 y UyCT5. La actividad antimicrobiana 

de estos péptidos ha sido evaluada y se caracterizan por tener potente actividad 

antimicrobiana y baja actividad hemolítica. Además, poseen una estructura de cadena 

corta similar a los péptidos de tipo ISCT. Esta última característica los hace atractivos 

para el diseño de nuevas armas terapéuticas debido al bajo costo que representa su 

producción por síntesis química. Los valores de concentración mínima inhibitoria (CMI) 

mostraron para el péptido UyCT1 actividad de 15 M contra Staphylococcus aureus 

ATCC 25953 y 10 M contra Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 9027. El péptido UyCT3 mostró valores de CMI de 6 M contra Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 9027, 10 M contra Staphylococcus aureus ATCC 25953 y 15 M 

contra Escherichia coli ATCC 25922. El péptido UyCT5 mostró actividad antimicrobiana 

más marcada con una CMI de 1 M contra Staphylococcus aureus ATCC 25953 y 2 M 

contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 [111]. 

Por otra parte, el análisis transcriptómico reveló que el veneno de U. yaschenkoi 

consta de 210 secuencias que codifican para 111 secuencias únicas de aminoácidos que 

pertenecen a: toxinas que reconocen a canales de potasio (8% de alfa-toxinas y 2% de 

beta-toxinas), toxinas que reconocen a canales de calcio (calcinas, 4%), péptidos 

inhibidores de proteasas tipo áscaris (3%), proteínas de veneno (9%), enzimas (31%), 

toxinas que reconocen a canales de sodio de insectos (1%), péptidos tipo toxinas (15%), 

alergenos de veneno (2%), péptidos tipo La1 (4%) y PAMs (21%) [109]. Del análisis 

transcriptómico, destacó un alto porcentaje de secuencias precursoras de posibles PAMs 

similares a los péptidos de tipo escorpina, tipo hadrurina y tipo IsCT. Algunas de las 

secuencias precursoras que codifican para posibles PAMs cortos (Uy234, Uy17, Uy192) 

no han sido caracterizadas, por lo que se propuso determinar su estructura y actividad 
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antimicrobiana en este trabajo. Adicionalmente, se propuso el diseño de un nuevo 

péptido sintético de cadena corta, realizado a partir del alineamiento múltiple de 

secuencias de PAMs de venenos de alacrán reportadas hasta el año 2016. 

 

3. JUSTIFICACIÓN 

 

El uso indiscriminado de antibióticos de amplio espectro ha conducido a la rápida 

selección de patógenos MDR, ocasionando un incremento en la propagación y 

prolongación de enfermedades infecciosas a nivel mundial. 

En la actualidad existen diversas terapias antimicrobianas, pero estas no eliminan a 

patógenos MDR. Por lo tanto, se deben investigar antimicrobianos con nuevos 

mecanismos de acción que favorezcan el control de estos microorganismos, con la 

intención de mejorar las terapias antimicrobianas conocidas. 

El uso de péptidos antimicrobianos ha sido sugerido por diversos grupos de 

investigación como alternativa en el tratamiento de enfermedades infecciosas; sin 

embargo, pocos de ellos han sido aprobados para su uso. 

En este trabajo, se propuso evaluar el efecto antimicrobiano de compuestos 

provenientes de un modelo procarionte (Pseudomonas protegens EMM-1), de un modelo 

eucarionte (PAMs del veneno del alacrán Urodacus yaschenkoi), y de un nuevo péptido 

sintético diseñado en nuestro grupo; con la finalidad de contribuir a la búsqueda de 

nuevos antimicrobianos. 

La evaluación de estos modelos permitió descubrir nuevos péptidos antimicrobianos 

que podrían ser valiosos para el diseño y desarrollo de nuevos fármacos eficaces contra 

microorganismos multidrogo-resistentes a los antibióticos actualmente disponibles. 
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4. OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar la actividad inhibitoria de algunas sustancias antimicrobianas de interés 

biotecnológico y biomédico. 

 

4.1. Objetivos particulares 

 

 Caracterizar molecularmente a la bacteria antagonista (EMM-1). 

 

 Evaluar la actividad inhibitoria de EMM-1 contra bacterias Gram-positivas, 

Gram-negativas y hongos fitopatógenos. 

 

 Identificar y purificar compuestos relacionados con la actividad inhibitoria de 

EMM-1. 

 

 Evaluar la actividad inhibitoria de péptidos antimicrobianos encontrados en el 

veneno del alacrán Urodacus yaschenkoi, y de un péptido sintético diseñado 

a partir de una secuencia consenso, tanto de forma independiente como en 

combinación. 

 

 Evaluar la actividad citotóxica de los péptidos antimicrobianos Uy234, Uy17, 

Uy192 (U. yaschenkoi) y QnCs-BUAP (consenso) contra eritrocitos humanos. 

 

 Determinar la estructura secundaria de los péptidos antimicrobianos de U. 

yaschenkoi y del péptido QnCs-BUAP mediante dicroísmo circular. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1. Elaboración de los medios de cultivo 

 

Para los ensayos de antagonismo, evaluación del extracto de EMM-1 y la evaluación 

antimicrobiana de los péptidos de alacrán, se utilizó el medio de cultivo Luria-Bertani 

modificado por Miller (LB) de acuerdo con la siguiente fórmula en gramos por litro de 

agua destilada: peptona de caseína 10.0 extracto de levadura 5.0 y cloruro de sodio 10.0 

(pH 7.2 ± 0.2). 

Para la evaluación de la producción de sustancias inhibitorias en medio líquido se 

utilizó caldo soya tripticaseína (TSB) que contiene la siguiente fórmula en gramos por 

litro de agua destilada: tripteína 17.0 peptona de soya 3.0 cloruro de sodio 5.0 fosfato 

dipotásico 2.5 y glucosa 2.5 (pH 7.3 ± 0.2). 

 

5.2. Cepas utilizadas 

 

En este trabajo se evaluaron las siguientes cepas bacterianas: Escherichia coli 

(ATCC® 25922TM), Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 25923TM), Klebsiella 

pneumoniae subsp. pneumoniae (ATCC® 13883TM); Burkholderia cepacia y 

Paraburkholderia silvatlantica (aisladas de caña de azúcar) [112]; tres aislados clínicos 

con multidrogo-resistencia, provenientes de pacientes con infecciones de vías 

respiratorias, donados por el Hospital ISSSTEP (Instituto de Seguridad y Servicios 

Sociales de los Trabajadores al Servicio de los Poderes del Estado de Puebla), Puebla, 

México: Klebsiella sp. KP8, Streptococcus sp. SP10 y Streptococcus sp. ST9 

(identificados mediante el sistema API 20E). 

Para los ensayos de antagonismo bacteriano, se incluyeron además tres hongos 

fitopatógenos: Botrytis sp., Aspergillus sp. y Rhizopus sp. [113] y la cepa Microbacterium 

sp. UAPS01-201 (anteriormente designada como 4mepi7) [104] como control positivo; 

esta cepa es altamente sensible a la actividad antagónica de EMM-1. 
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5.3. Identificación molecular del modelo bacteriano 

 

5.3.1. Purificación de ADN genómico de la cepa antagonista EMM-1 

La extracción de ADN se realizó por el método de lisis enzimática utilizando el kit 

“Bacteria DNA Preparation Kit” (Jena Bioscience). Se inocularon 10 mL de medio LB con 

la cepa EMM-1 y se incubó toda la noche a 30 ºC en agitación (200 rpm). Posteriormente 

se transfirió 1 mL del cultivo a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se centrifugó a 13,000 rpm 

por 1 minuto. Se desechó el sobrenadante y se realizó la extracción de acuerdo con las 

indicaciones del fabricante. 

 

5.3.2. Amplificación del gen rrs (ADNr 16S) 

Con el objetivo de amplificar un fragmento del gen rrs se realizó la técnica de PCR 

(Polymerase Chain Reaction, por sus siglas en inglés) utilizando como templado ADN 

genómico de la cepa EMM-1 (previamente purificado) y un par de oligonucleótidos 

universales [114] (Tabla 1). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen 

de 25 μL utilizando GoTaq® Green Master Mix 2X (Promega) que contiene la enzima Taq 

ADN polimerasa. La amplificación fue realizada siguiendo el protocolo de la figura 18 

(anexo 1), y los productos de amplificación se analizaron por electroforesis en gel de 

agarosa al 1% (90 V/50 min) teñido con GelRed® (Biotium) y visualizados en un 

transiluminador de luz UV. Como patrón de peso molecular se utilizó el marcador 

GeneRulerTM DNA ladder de 1 kb (Thermo ScientificTM). Las reacciones de PCR se 

realizaron por duplicado y se incluyó un control negativo que incluía todos los reactivos 

excepto el ADN bacteriano. 

Adicionalmente, se realizó un análisis filogenético de secuencias de ADNr 16S 

utilizando 24 cepas del grupo Pseudomonas fluorescens. El alineamiento de las 

secuencias se realizó utilizando el programa CLUSTAL W [115] y se corrigió en BIOEDIT. 

El árbol se dedujo mediante Neighbor-Joining [116] a partir de distancias evolutivas 

calculadas con el método de 2 parámetros Kimura utilizando MEGA v10.1.7 [117], y el 

análisis de confianza se realizó con bootstrap de 1000 repeticiones. 
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5.3.3. Amplificación de genes “housekeeping” 

Para la identificación molecular a nivel de especie se amplificaron por PCR algunos 

genes altamente conservados en cepas pertenecientes al género Pseudomonas: rpoB 

(subunidad β de la ARN polimerasa), rpoD (factor σ70 de la ARN polimerasa), gyrB 

(subunidad β de la ADN girasa) [118]. Adicionalmente, se consideraron genes que 

codifican para la biosíntesis de compuestos antimicrobianos producidos por especies de 

Pseudomonas protegens: phlD (biosíntesis de 2,4-DAPG), y se diseñaron 

oligonucleótidos a partir del cluster de biosíntesis de pioluteorina (Plt) [119,120] (Tabla 

1). Las reacciones de PCR se realizaron de la misma forma que en el apartado 5.3.2 y 

los protocolos de amplificación se muestran en los anexos (Fig. 19-22, anexo 1). 

 

Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados en la caracterización molecular. 

 

5.3.4. Análisis de las secuencias nucleotídicas 

Una vez realizadas las reacciones de PCR, los productos de interés fueron 

purificados utilizando el kit “High Pure PCR Product Purification Kit” (Roche) y 

cuantificados en el espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo ScientificTM). 

Posteriormente las muestras fueron enviadas a la Unidad de Síntesis y Secuenciación 

de ADN del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional Autónoma de México 

(UNAM). Una vez obtenidas las secuencias, estas fueron analizadas utilizando el 

Gen Oligonucleótido Secuencia (5’ → 3’) TM 

(ºC) 

Tamaño del 

amplificado1 

Referencia 

1. rrs UN27F 
UN1392R 

TAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 
CAGGGGCGGTGTGTACA 
 

52 1500 [114] 

2. rpoB rpoBf1 
rpoBr1 

CAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCT 
CCCATCAACGCACGGTTGGCGTC 
 

60 508 [118] 

3. rpoD rpoDf 
rpoDr 

ACTTCCCTGGCACGGTTGACCA 
TCGACATGCGACGGTTGATGTC 
 

60 695 [118] 

4. gyrB gyrBf 
gyrBr2 

TTCAGCTGGGACATCCTGGCCAA 
TCGATCATCTTGCCGACRACCA 
 

65 586 [118] 

5. phlD Phl2a (F) 
Phl2b (R) 

GAGGACGTCGAAGACCACCA 
ACCGCAGCATCGTGTATGAG 
 

62 745 [119,120] 

6. plt catplt (F)* 
pltR (R)* 

GCAGCAGCGTCAATGATGAAC 
CATGCTCGCGCTCGAACAGTTC 

62 2444 Este 
trabajo 

1Tamaño aproximado de los amplificados en pares de bases (pb). 
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programa BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para identificar la similitud con 

otras secuencias nucleotídicas de bacterias. 

 

5.4. Evaluación de la actividad inhibitoria del modelo bacteriano 

 

5.4.1. Preparación de los inóculos 

La cepa productora y los microorganismos de estudio fueron crecidos hasta su fase 

estacionaria en 10 mL de medio de cultivo LB a 30 ºC. Para la realización de la doble 

capa en los ensayos de antagonismo, se inocularon 10 mL de agar LB suave (8 g/L) con 

50 μL de cultivo de cada microorganismo a evaluar. 

 

5.4.2. Ensayos de antagonismo 

Para determinar si la cepa antagonista EMM-1 tenía actividad inhibitoria contra los 

microorganismos utilizados en este trabajo, se realizó el ensayo de antagonismo por agar 

en doble capa [121] siguiendo el protocolo descrito por Cesa-Luna et al., [63]. Para ello, 

se colocó una gota de 20 μL de la cepa EMM-1 en el centro de placas Petri de vidrio de 

100 x 15 mm, previamente vertidas con agar LB. Las placas se incubaron durante 48 h 

a 30 ºC. Después del periodo de incubación, las colonias se eliminaron con un 

portaobjetos estéril y las placas se sometieron a vapores de cloroformo (invertidas) 

durante 1.5 h; por este motivo, se colocaron discos de papel absorbente en cada tapa y 

se impregnaron con aproximadamente 1 mL de solvente, manteniendo los discos 

húmedos constantemente. Para finalizar, las placas se dejaron semiabiertas durante 20 

minutos para eliminar el cloroformo remanente. Las placas se vertieron con una segunda 

capa de agar suave inoculada con cada microorganismo a evaluar (ver apartado 5.4.1) 

y se incubaron por 24 h. 

Cada ensayo se realizó por triplicado y los diámetros de los halos de inhibición se 

midieron para su análisis posterior. En los ensayos de antagonismo, se incluyó la cepa 

bacteriana Microbacterium sp. UAPS01-201 como control positivo; esta cepa es 

altamente sensible a la actividad antagonista de EMM-1. Adicionalmente se incluyó un 

control negativo de antagonismo (E. coli ATCC 25922). 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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5.4.3. Obtención y evaluación de un extracto con actividad inhibitoria 

En estudios anteriores, se reportó que la cepa EMM-1 no produce actividad inhibitoria 

en medio líquido. Por tal motivo, para extraer y evaluar la actividad antimicrobiana de los 

metabolitos producidos por EMM-1 se obtuvo un extracto crudo a partir de agar LB 

siguiendo el protocolo de lixiviación en frío diseñado por Cesa-Luna et al., [108] utilizando 

etanol absoluto como solvente para la extracción. El extracto fue concentrado con ayuda 

de un rotavapor, se esterilizó con filtros de nitrocelulosa de 0.22 μm, y posteriormente se 

evaluó su actividad inhibitoria por el método de difusión en pozos contra las cepas 

indicadas en el apartado 5.2 [122]. Para ello, placas con agar LB fueron inoculadas con 

10 mL de agar LB suave (previamente inoculado con cada microorganismo); una vez 

gelificado el agar, se realizaron pozos de aproximadamente 6 mm de diámetro con ayuda 

de una punta estéril. En cada pozo se colocaron 100 μL del extracto crudo y 100 μL de 

un extracto control, obtenido sin previo crecimiento de la cepa EMM-1 (control negativo). 

Una vez evaporados los extractos, las placas se incubaron durante 24 horas a 30 ºC. La 

presencia de un halo de inhibición alrededor del pozo fue considerada como indicativa 

de actividad inhibitoria. Cada ensayo se realizó por triplicado y se midieron los diámetros 

de los halos de inhibición.  

Adicionalmente, se realizaron diluciones dobles del extracto para determinar las 

unidades arbitrarias (UA/mL). Las unidades arbitrarias son definidas como el recíproco 

de la dilución más alta que causó inhibición, multiplicado por 1000 y dividido entre el 

volumen de extracto añadido al pozo [123]. 

 

5.4.4. Evaluación de la producción de sustancias inhibitorias en medio 

líquido 

Como se mencionó anteriormente, la cepa EMM-1 no produce actividad inhibitoria 

en medio líquido [69]; sin embargo, se ha reportado que la producción de sustancias 

inhibitorias puede ser influenciada por la presencia o ausencia de nutrientes, vitaminas, 

oxígeno, inductores que favorezcan la expresión génica, entre otros [64,65,124]. Por lo 

que en este trabajo, decidimos evaluar si la presencia de un inductor de AHL y diferentes 

condiciones de aireación favorecen la producción de sustancias inhibitorias de EMM-1 

en medio líquido. Para ello, a partir de un cultivo “overnight” de la cepa EMM-1 se 
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inocularon 15 mL de caldo TSB hasta alcanzar una densidad óptica (DO) de 0.05, 

utilizando matraces Erlenmeyer de 250 mL. La DO se midió en un espectrofotómetro a 

620 nm. Posteriormente, se realizaron los tratamientos indicados en la Tabla 2 para cada 

cultivo. Una vez inoculados los matraces y agregado el inductor en los tratamientos 

correspondientes, se incubaron a 30 ºC y se evaluaron a las 24 y 48 horas (Fig. 23, 

anexo 1). 

 

Tabla 2. Tratamientos realizados para la evaluación de la producción de sustancias inhibitorias 

de EMM-1 en medio líquido. 

Tratamiento Agitación (rpm) Volumen de inductor agregado 

Tratamiento 1 con AHL 50 5 μL 

Tratamiento 2 sin AHL  50 Sin inductor 

Tratamiento 3 con AHL 180 5 μL 

Tratamiento 4 sin AHL 180 Sin inductor 

 

Después del periodo de incubación, se recolectaron alícuotas de cada tratamiento, 

se midió la DO a 620 nm y se cuantificaron las UFC/mL mediante el método de goteo en 

placa [125]. Posteriormente, se evaluó la actividad inhibitoria del sobrenadante mediante 

la metodología de difusión en pozos, por lo que las alícuotas se centrifugaron a 13,000 

rpm/20 min y se filtraron con membranas de nitrocelulosa de 0.22 μm. Para la evaluación 

de la actividad inhibitoria se utilizó como cepa sensible a Streptococcus sp. SP10; esta 

cepa ha sido reportada como altamente sensible a la actividad inhibitoria del extracto 

crudo (obtenido por lixiviación en frío) de la cepa EMM-1 [107,126]. 

 

5.5. Búsqueda de bacteriocinas en el genoma de la cepa EMM-1 

 

5.5.1. Búsqueda de bacteriocinas en especies de Pseudomonas protegens 

Debido a que se ha reportado que especies de P. protegens producen bacteriocinas 

del tipo LlpA, y en virtud de que nuestra cepa fue identificada como parte de la misma 

especie, en este trabajo se incluyó la búsqueda de bacteriocinas en el genoma de P. 

protegens EMM-1, utilizando herramientas bioinformáticas. Para ello, se utilizó la base 

de datos UniProtKB (https://www.uniprot.org) en donde encontramos reportada la 

https://www.uniprot.org/
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bacteriocina LlpA2 de P. protegens Pf-5 (número de acceso Q4KEU9). Posteriormente, 

la secuencia de aminoácidos de LlpA2 se analizó mediante BLASTp 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) restringiendo la búsqueda a la especie P. 

protegens y se encontraron 5 secuencias de aminoácidos de bacteriocinas tipo LlpA. 

Las secuencias nucleotídicas de los genes que codifican para estas 5 bacteriocinas 

(llpA) fueron recolectadas y se realizó un alineamiento múltiple en el programa T-

COFFEE (http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:regular) (datos no mostrados) para el 

diseño de oligonucleótidos, con el objetivo de amplificar alguna secuencia homóloga de 

llpA utilizando como templado el ADN genómico de la cepa EMM-1. Los oligonucleótidos 

diseñados incluyeron los sitios de restricción NcoI y XhoI (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Oligonucleótidos diseñados para la amplificación del gen llpa. 

Gen Oligonucleótido Secuencia con sitios de restricción1 (5’ → 3’) TM (ºC) 

llpA BACT-NcoI (F) 

BACT-XhoI (R) 

TACCATGGCTTGGATTCGATACGAC 

TACTCGAGGAACACGTTGTCCCAGGTGTAG 

65 

 

1La secuencia nucleotídica del sitio de restricción se encuentra resaltada en negrita. 

 

5.5.2. Amplificación del gen llpa 

Con el objetivo de amplificar un fragmento del gen llpA se realizó la técnica de PCR 

utilizando como templado el ADN genómico de la cepa EMM-1 y los oligonucleótidos 

BACT-NcoI y BACT-XhoI (Tabla 3). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un 

volumen de 50 μL utilizando el kit ThermoPol® Reaction Buffer Pack (New England 

Biolabs®) que contiene la enzima Vent® ADN polimerasa. La reacción contenía 5 μL de 

Buffer 10X, 1 μL de una solución de dNTP mix (10 mM), 0.5 μL de cada oligonucleótido, 

1 μL de ADN genómico de EMM-1, 1.5 μL de MgSO4 (50 mM) y 0.5 μL de la enzima 

VENT polimerasa. El volumen final se ajustó con agua libre de nucleasas. 

Las amplificaciones fueron realizadas siguiendo el protocolo de la figura 24 (anexo 

1), y los productos de amplificación fueron analizados por electroforesis en gel de 

agarosa al 1% (90 V/50 min) teñido con GelRed® (Biotium) y visualizados en un 

transiluminador de luz UV. Como patrón de peso molecular se utilizó el marcador 

GeneRulerTM DNA ladder de 1 kb (Thermo ScientificTM). Las reacciones se realizaron por 

triplicado y se incluyó un control negativo que incluía todos los reactivos excepto el ADN 

bacteriano. El producto de interés fue purificado utilizando “High Pure PCR Product 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:regular
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Purification Kit” (Roche) y cuantificado en el espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo 

ScientificTM). Para corroborar la secuencia del fragmento amplificado, fue necesario 

realizar la clonación en un vector molecular conocido para su posterior secuenciación. 

 

5.5.3. Clonación en el vector pJET1.2/blunt 

Una vez purificado el producto de interés (ver apartado 5.5.2), se realizó la clonación 

en el vector pJET1.2/blunt Cloning Vector (50 ng/μL) de acuerdo con las indicaciones del 

kit (Thermo Scientific). La ligación se llevó a cabo en relación molar 3:1 (inserto:vector) 

en buffer de reacción 2X y se adicionaron 0.5 µl de T4 ADN ligasa. La reacción se incubó 

a temperatura ambiente toda la noche y posteriormente se almacenó a -20 ºC. El 

producto de ligación fue transformado en células competentes de Escherichia coli DH5α. 

 

5.5.4. Preparación de células competentes 

Las células competentes requeridas para la transformación del producto de ligación 

se prepararon de acuerdo con Sambrook et al., [127] con ligeras modificaciones. Para 

ello se inocularon 50 mL de medio LB con 1 mL de un precultivo de la cepa Escherichia 

coli DH5α y se incubó a 37 ºC hasta alcanzar una DO de 0.4 a 0.7 a 600 nm. Las células 

fueron colectadas por centrifugación a 5000 rpm/4 ºC (Eppendorf 5810 R) durante 10 

minutos. El sobrenadante se desechó y el precipitado bacteriano fue resuspendido en 10 

mL de CaCl2 0.1 M (previamente colocado en hielo). La suspensión se incubó en hielo 

durante 1 hora y se repitió el procedimiento 3 veces. Después de eliminar el 

sobrenadante en el último paso, se resuspendió el precipitado bacteriano con 1 mL de 

una mezcla de CaCl2 0.1 M con glicerol al 15% (previamente colocada en hielo). Por 

último, se realizaron alícuotas de 150 μL y se conservaron a -80 ºC. 

 

5.5.5. Ensayos de transformación bacteriana 

La transformación se realizó mediante choque térmico como se indica a 

continuación: las células competentes fueron descongeladas en hielo y se agregaron 10 

μL del producto de ligación (ver apartado 5.5.3). Se incluyó un control positivo 

agregando 10 μL de un plásmido con resistencia a ampicilina, y un control negativo 

agregando 10 μL de agua. Las muestras se incubaron en hielo durante 25 minutos. Una 
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vez transcurrido este tiempo, se realizó el choque térmico incubando los tubos en baño 

maría a 42 ºC por 45 segundos. Inmediatamente, los tubos fueron retirados y colocados 

en hielo por 2 minutos. Posteriormente, se adicionaron 200 μL de medio de cultivo LB y 

se incubaron durante 1 hora a 37 ºC en agitación constante (200 rpm). 

Después del periodo de incubación, se plaquearon 200 μL de las muestras en el 

medio de selección (agar LBAmp100) con ayuda de una varrilla de vidrio estéril. Las placas 

se incubaron durante 24 h a 37 ºC y las colonias crecidas fueron resembradas en placas 

nuevas con el mismo medio de selección. La presencia del inserto fue corroborada 

mediante PCR de colonia. Finalmente, se purificó el plásmido utilizando QIAprep®Spin 

Miniprep Kit (QIAGEN) y se envió a secuenciar a la Unidad de Síntesis y Secuenciación 

de ADN del Instituto de Biotecnología de la UNAM. La secuencia obtenida se analizó 

mediante BLASTn. 

 

5.6. Síntesis química de péptidos antimicrobianos (PAMs) del veneno del alacrán 

Urodacus yaschenkoi 

 

Como se mencionó anteriormente, el estudio transcriptómico de las glándulas 

venenosas de los alacranes ha brindado la posibilidad de tener acceso a secuencias de 

nuevos péptidos antimicrobianos que pueden ser obtenidos por síntesis química. Por lo 

que en este trabajo, se evaluaron tres PAMs del alacrán U. yaschenkoi (Uy234, Uy17 y 

Uy192) obtenidos mediante síntesis química. 

Las secuencias de los tres PAMs de U. yaschenkoi fueron obtenidas del análisis 

transcriptómico de las glándulas venenosas de este alacrán realizado en 2015 [109]. 

Adicionalmente, se diseñó un posible péptido antimicrobiano, diseñado a partir de una 

secuencia consenso que contiene los aminoácidos más conservados de PAMs de tipo 

ISCT reportados hasta el año 2016 (ver apartado 5.6.1). Este péptido fue nombrado 

QnCs-BUAP. 

Todos los péptidos antimicrobianos fueron sintetizados por la empresa Biomatik 

(Ontario, CA) con amidación en el sitio C-terminal y purificados mediante HPLC con una 

pureza mayor al 95%. Las masas moleculares se confirmaron por espectrometría de 

masas y sus propiedades fisicoquímicas se muestran en la Tabla 4. 



 27 
 

 
Tabla 4. Propiedades físicoquímicas de los PAMs utilizados en este trabajo. 

Péptido Secuencia de  

aminoácidos 

Longitud 

(AA) 

Peso 

Molecular 

(Da) 

Carga 

neta 

GRAVY1 Pureza 

1. Uy234 FPFLLSLIPSAISAIKRL-NH2 18 1985.51 +3 1.328 > 99% 

2. Uy17 ILSAIWSGIKGLL-NH2 13 1369.73 +2 1.500 > 99% 

3. Uy192 FLSTIWNGIKGLL-NH2 13 1460.80 +2 0.969 > 99% 

4. QnCs-

BUAP 

FFSLIPSLISGLI-NH2 13 1405.76 +1 2.008 > 99% 

1Indice de hidropatía 

 

5.6.1. Diseño del péptido QnCs-BUAP 

Para este trabajo se diseñó un péptido antimicrobiano nombrado QnCs-BUAP que 

consistió en una secuencia consenso obtenida del alineamiento múltiple de 14 PAMs 

reportados para especies de alacranes hasta el año 2016, con tamaños en un rango de 

13 a 19 aminoácidos (Fig. 1), considerando aquellos que tenían los aminoácidos más 

conservados en sus secuencias. Para el alineamiento se utilizó el programa en línea T-

COFFEE (http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:regular) [128]. 

 

 
 

Figura 1. Alineamiento de secuencias de PAMs de venenos de alacrán utilizados para obtener el 

péptido consenso QnCs-BUAP. El alineamiento múltiple fue realizado en el programa T-COFFEE 

(http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:regular). U = Urodacus; C = Chaerilus; M = Mesobuthus; A = 

Androctonus; I = Isometrus; T = Tityus; L = Lychas. 

 

UNIPROT KB/GENBANK*
Número de acceso

PÉPTIDO ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS DE 
AMINOÁCIDOS

ESPECIE DE ALACRÁN (FAMILIA)

http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:regular
http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:regular
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5.6.2. Preparación de los PAMs sintetizados 

Los PAMs se obtuvieron en estado liofilizado, por lo que tuvieron que resuspenderse 

en agua tetradestilada o acetonitrilo-H2O (1:4) dependiendo su solubilidad, para evitar la 

formación de precipitados. De acuerdo con el test de solubilidad realizado por Biomatik, 

los péptidos se resuspendieron de la siguiente forma: los péptidos Uy234 y Uy17 

(solubles en agua) fueron resuspendidos en 10 mL de agua tetradestilada, obteniendo 

una concentración final de 380 μM y 745 μM, respectivamente. Los péptidos Uy192 y 

QnCs-BUAP fueron resuspendidos en 10 mL de acetonitrilo-H2O (1:4) obteniendo una 

concentración final de 1,357.3 μM y 1,412.6 μM, respectivamente. Para los ensayos de 

actividad antimicrobiana, las concentraciones más altas evaluadas de cada PAM fueron 

las siguientes: péptido Uy234 = 380 µM, péptido Uy17 = 372.5 µM, péptido Uy192 = 

339.3 μM, péptido QnCs-BUAP = 353.1 μM. 

 

5.7. Evaluación de la actividad antimicrobiana de los PAMs 

 

5.7.1. Preparación de los inóculos bacterianos 

Las cepas bacterianas fueron crecidas hasta su fase estacionaria en 10 mL de medio 

de cultivo LB a 30 ºC. Posteriormente fueron diluidas en agua destilada para ajustar la 

concentración celular a 105-106 UFC/mL. Las suspensiones bacterianas obtenidas se 

cuantificaron mediante el método de goteo por sellado en placa masivo (GSPM) [129]. 

 

5.7.2. Concentración mínima bactericida (CMB) 

Para este ensayo se realizó la metodología de microdilución en caldo de acuerdo 

con Li et al., [130] con ligeras modificaciones. Se realizaron diluciones dobles de los 

PAMs y del péptido QnCs-BUAP en microplacas de 96 pozos (Costar® 3595) de la 

siguiente manera: se agregaron 100 μL de medio LB a los pozos de la primera fila (fila 

A) y 95 μL del mismo medio al resto de los pozos, excepto por la fila B; en la fila B se 

agregaron 190 μL de cada péptido sin diluir por duplicado (concentración más alta 

evaluada); posteriormente, utilizando una pipeta multicanal (VWR®) se tomaron 95 μL de 

los péptidos sin diluir y se añadieron a la siguiente fila (fila C) para realizar la primer 

dilución (1:2), se homogeneizó con precaución y se repitió el procedimiento con las 
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siguientes filas descartando los últimos 95 μL de la dilución final (1:32) (Fig. 2). Por 

último, se adicionaron 5 μL de los inóculos bacterianos a los pozos de las filas B-G 

(péptido concentrado y diluciones) y H (control de crecimiento), dejando sin inóculo a la 

fila A (control de esterilidad). 

 

 
 

Figura 2. Representación gráfica de la evaluación de los PAMs por el método de microdilución en 

caldo. Creado con BioRender (www.biorender.com). 

 

Después de la inoculación las placas se incubaron a 30 ºC por 18 horas a 180 rpm y 

se leyó la DO a 620 nm en un lector de microplacas (BIOTEK®/KC4TM). Para confirmar 

la completa inhibición del crecimiento bacteriano se utilizó un replicador metálico de 8 x 

6 (Sigma-Aldrich) con el cual se recolectaron las muestras de los pozos y se sellaron en 

placas de agar LB (Fig. 3). La CMB se estimó como la concentración más baja que 

mostró inhibición total del crecimiento bacteriano. Los péptidos fueron evaluados por 

duplicado. 

 

http://www.biorender.com/
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Figura 3. Sellado en placa. Fuente: Cesa, C. 2017. 

 

5.8. Determinación de actividad citotóxica de los PAMs 

 

Para determinar la actividad citotóxica de los PAMs se utilizaron eritrocitos de 

humano provenientes de un donador sano. Las muestras fueron recolectadas por 

venopunción y cuantificadas en un hemocitómetro (Kamprol Lab, Puebla, México) 

obteniendo una concentración celular de 4.4 x 106 células/mL. Los eritrocitos 

recolectados fueron lavados con buffer PBS 1X pH 7.4 a 5000 rpm durante 5 minutos. 

Una vez realizado el lavado, se colocaron 195 μL de la suspensión celular en tubos 

Eppendorf y se agregaron 5 μL de las diferentes concentraciones de los PAMs evaluados 

en los ensayos de CMB. Los tubos se incubaron durante 1 hora a 37 ºC. Como control 

positivo se utilizó el 10 por ciento de Triton X-100 (100% de lisis), y como control negativo, 

buffer 1X PBS. Después del periodo de incubación, las muestras se centrifugaron 

durante 5 minutos a 5000 rpm, los sobrenadantes se trasladaron a microplacas de 96 

pozos y se midió la absorbancia a 570 nm en un lector de microplacas (BIOTEK®/KC4TM) 

[131]. Las muestras se evaluaron por triplicado y la actividad hemolítica se determinó 

utilizando la siguiente fórmula: 

 

 
% Hemólisis = 

(A péptido)  
x 100 

(A tritón X-100) 
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Los datos fueron analizados y graficados con el programa GraphPad Prism versión 

6.0. La concentración hemolítica 25 (HC25, por sus siglas en inglés) se determinó por 

extrapolación lineal y fue considerada como la concentración de PAM que produjera el 

25% de hemólisis. 

 

5.9. Ensayos de sinergismo mediante combinación de los PAMs evaluados 

 

5.9.1. Combinaciones de los péptidos antimicrobianos 

Para evaluar las interacciones entre los PAMs utilizados en los ensayos de actividad 

antimicrobiana se realizaron combinaciones del péptido QnCs-BUAP con los tres PAMs 

de U. yaschenkoi. Las combinaciones fueron las siguientes: Uy234 + QnCs-BUAP, Uy17 

+ QnCs-BUAP y Uy192 + QnCs-BUAP. Todas las combinaciones de los PAMs se 

ajustaron a una concentración final de 300 µM. Posteriormente, se determinó la CMB de 

las 3 combinaciones (ver apartado 5.7.2). 

Para confirmar la completa inhibición del crecimiento bacteriano se utilizó un 

replicador metálico de 8 x 6 (Sigma-Aldrich) con el cual se recolectaron las muestras de 

los pozos y se sellaron en placas de agar LB. La CMB se estimó como la concentración 

más baja que mostró inhibición total del crecimiento bacteriano. Las combinaciones de 

los péptidos fueron evaluadas por duplicado. 

 

5.9.2. Determinación de la concentración fraccional inhibitoria (CFI) 

Después de evaluar la CMB de los péptidos en combinación (apartado 5.9.1), los 

resultados obtenidos fueron analizados de acuerdo con Almaaytah et al., [132] para la 

determinación de la concentración fraccional inhibitoria (CFI), utilizando la siguiente 

fórmula: 

 

 
CFI = 

CMB A en presencia de B  
+ 

CMB B en presencia de A 

CMB A individual CMB B individual 
 

El índice CFI fue interpretado como se indica a continuación: ≤ 0.5 = sinergismo; 0.5-

1 = efecto aditivo; 1-4 = indiferencia; > 4 = antagonismo. 



 32 
 

5.10. Análisis de la estructura secundaria de los PAMs y espectro de dicroísmo 

circular (CD) 

 

La estructura secundaria de los cuatro PAMs se predijo utilizando el programa en 

línea NetWheels: Peptides Helical Wheel and Net Projections Maker 

(http://lbqp.unb.br/NetWheels/). Posteriormente, las estructuras secundarias se 

confirmaron mediante el análisis por dicroísmo circular (CD) en colaboración con el 

Instituto de Biotecnología-UNAM. Para ello, las soluciones de los PAMs se prepararon 

en una concentración de 500-730 µM como se indica a continuación: los péptidos Uy234 

y Uy17 se disolvieron en agua; y los péptidos Uy192 y QnCs-BUAP se disolvieron en 

acetonitrilo: H2O (1:4). Las soluciones se filtraron a través de filtros de nylon de 0.22 µm. 

Los espectros de CD de UV lejano se registraron de 190 a 260 nm utilizando un 

espectropolarímetro Jasco J-715 CD (instrumentos analíticos JASCO), equipado con un 

soporte de celdas de temperatura controlada Peltier (PTC-4235, JASCO); utilizando una 

celda de cuarzo de trayectoria óptica de 0.1 cm. Para reducir el ruido en los resultados 

se promediaron tres espectros independientes. Los espectros fueron obtenidos cada 1 

nm con un tiempo promedio de ocho segundos por punto y paso de banda de 1 nm. La 

estructura secundaria se estimó a partir de los espectros de CD utilizando el servidor 

dichroweb y el algoritmo CDSSTR con los datos de referencia [133]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://lbqp.unb.br/NetWheels/
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6. RESULTADOS 

 

6.1.  La identificación molecular de la cepa antagonista permitió asignarla como 

Pseudomonas protegens EMM-1 

 

El género bacteriano de la cepa EMM-1 se identificó amplificando el gen rrs (ADNr 

16S). La secuencia de ADNr 16S obtenida (No. De acceso en GenBank: MN959751.1) 

tuvo una longitud de 1337 pb (ver anexo 2). El análisis comparativo utilizando BlastN 

[134] con secuencias completas de ADNr 16S de NCBI, sugirió que la cepa EMM-1 está 

estrechamente relacionada con otras especies del género Pseudomonas. La secuencia 

más relacionada fue de Pseudomonas protegens CHA0 con 99.77% de identidad. Las 

secuencias de ADNr 16S de 26 cepas pertenecientes al grupo Pseudomonas fluorescens 

se seleccionaron para la elaboración de un árbol filogenético (Fig. 4). 

Después de realizar el árbol filogenético, la cepa EMM-1 se agrupó dentro de cepas 

de Pseudomonas protegens con una cercanía filogenética del 100%. 

 

Figura 4. Árbol filogenético obtenido por el método Neighbor-Joining de secuencias parciales del 

gen rrs (ADNr 16S). El árbol se diseñó a partir de secuencias del gen rrs (ADNr 16S) del grupo 
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Pseudomonas fluorescens. Los números de acceso se muestran entre corchetes. La secuencia del ADNr 

16S de Pseudomonas aeruginosa KSG se usó como raíz. La barra de escala indica una distancia 

filogenética de 0.005 sustituciones de nt por sitio. 

 

Debido a que la evaluación de las secuencias de ADNr 16S no tiene resolución a 

nivel de especie [135], se amplificaron cuatro genes altamente conservados en especies 

del género Pseudomonas: rpoB, rpoD, gyrB, y phlD, para obtener una identificación 

molecular más precisa de la cepa EMM-1 a nivel de especie (Fig. 5). 

 

 

 

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR amplificados del DNA 

genómico de la cepa EMM-1. Carril 1, marcador de peso molecular de 1 kb (Thermo ScientificTM); carril 

2, rrs; carril 3, rpoB; carril 4, rpoD; carril 5, gyrB; carril 6, phlD. 

 

Las longitudes de las secuencias obtenidas fueron 381 pb (rpoB), 631 pb (rpoD) y 

470 pb (gyrB). El análisis de homología realizado mediante el uso del software BLAST 

dio como resultado más del 94% de identidad principalmente con cepas de la especie 

Pseudomonas protegens como se indica a continuación: 

 

 Para el análisis de rpoB, encontramos las identidades más altas con 

Pseudomonas sp. MP12 (95.43%) y Pseudomonas protegens UCT (95.20%). 

Asimismo, se reportó una identidad del 95.16% con Pseudomonas protegens 
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pf5-k3, Pseudomonas protegens FDAARGOS_307 y Pseudomonas 

protegens14B2. 

 Para el análisis de rpoD, el análisis resultó en más del 99% de identidad con 

las siguientes cepas: Pseudomonas sp. JV391_D9 (99.83%), cepa BR3c de 

Pseudomonas protegens (99.68%), Pseudomonas sp. RW09-C30 (99.66%), 

Pseudomonas sp. Irchel 2B15 (99.52%) y Pseudomonas sp. S3Bt35 

(99.51%). 

 El análisis de gyrB mostró una identidad del 99-100% con las cepas 

Pseudomonas fluorescens PGNL1 (100.0%), Pseudomonas protegens 1B1 

(99.58%), Pseudomonas protegens H78 (99.58%), Pseudomonas protegens 

UCT (99.58%) y Pseudomonas protegens Pf2 (99.58%). 

 

Se ha reportado que phlD es un gen altamente conservado en cepas de 

Pseudomonas protegens [136], por lo que amplificamos este gen para complementar la 

identificación a nivel de especie de la cepa EMM-1. La secuencia obtenida (681 pb) 

mostró 99.41% de identidad para Pseudomonas protegens Cab57, y 98.97% para 

Pseudomonas protegens pf5-k2, Pseudomonas protegens CHA0, Pseudomonas 

protegens FDAARGOS_307 y Pseudomonas protegens H78. Adicionalmente, EMM-1 

fue positiva para la amplificación del cluster de genes biosintéticos de pioluteorina (Fig. 

6) con una identidad > 99% con cepas de Pseudomonas protegens después del análisis 

de secuencia. 
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Figura 6. Amplificación de genes relacionados con la producción de antibióticos en especies de 

P. protegens mediante PCR, utilizando ADN genómico de la cepa EMM-1. Carril 1: marcador 

molecular de ADN de 1 kb (Thermo ScientificTM); 2-3: gen phlD; 4-5: cluster de genes biosintéticos de 

pioluteorina (Plt). 

 

En la actualidad, la mayoría de los taxónomos aceptan un porcentaje de identidad 

de secuencias de 97% a 99% para clasificar un microorganismo por género y especie. 

Además, para la identificación a nivel de especie es aceptada la amplificación de al 

menos dos genes de mantenimiento (como rpoB, rpoD y gyrB) [137]. Por lo que nuestros 

datos proporcionan evidencia suficiente para designar a la cepa EMM-1 como 

Pseudomonas protegens EMM-1. 

 

6.2. Efecto antagónico de Pseudomonas protegens EMM-1 contra bacterias y 

hongos 

 

Los ensayos de antagonismo se realizaron por la metodología de agar en doble capa, 

utilizando como microorganismo productor a P. protegens EMM-1. Los resultados 

mostraron que todas las bacterias evaluadas fueron sensibles a la actividad antagónica 

de P. protegens EMM-1. Los mayores halos de inhibición se observaron contra las cepas 

de Streptococcus sp. (cepas SP10 y ST9) y Burkholderia silvatlantica, con diámetros de 

54 ± 3.00 mm y 49 ± 2.00 mm, respectivamente. Los hongos evaluados que fueron 

sensibles en los ensayos de antagonismo fueron Botrytis sp. con halos de inhibición de 
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38.8 ± 2.93 mm, y Aspergillus sp., con halos de inhibición de 39 mm (Fig. 7 y 8). Rhizopus 

sp. fue considerada resistente al no observarse halos de inhibición en las placas. 

 

 

 

Figura 7. Halos de inhibición presentados en la metodología de agar en doble capa por la cepa 

antagónica P. protegens EMM-1. (a) control positivo, antagonismo de Microbacterium sp. UAPS01-201; 

(b) Klebsiella sp. KP8; (c) Aspergillus sp.; (d) Streptococcus sp. SP10. Fuente: Cesa, C. 2016. 
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Figura 8. Halos de inhibición presentados en la metodología de agar en doble capa por la cepa 

antagonica P. protegens EMM-1. Los valores representan el promedio de tres ensayos independientes. 

El gráfico fue elaborado utilizando el programa GraphPad Prism Versión 6.0. 

 

6.3. El extracto crudo de Pseudomonas protegens EMM-1 presenta actividad 

antimicrobiana contra Streptococcus 

 

El extracto obtenido mediante lixiviación en frío fue evaluado por la metodología de 

difusión en pozos contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, así como tres 

hongos fitopatógenos que no habían sido evaluados en estudios anteriores. Los 

resultados confirmaron que el extracto sigue siendo activo únicamente contra las cepas 

de Streptococcus sp. SP10 y la cepa Microbacterium sp. UAPS01-201 (Tabla 5); cabe 

destacar que la actividad inhibitoria es mayor contra Streptococcus (640 UA/mL). 

No se observaron halos de inhibición contra los hongos evaluados, por lo que se 

descartó la presencia de sustancias antifúngicas en el extracto. 
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Tabla 5. Actividad inhibitoria de diferentes diluciones del extracto crudo obtenido de 

Pseudomonas protegens EMM-1. 

Microorganismo Extracto 

concentrado 

1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 

1. Microbacterium sp. 
UAPS01-201 

S R R R R R R R 

2. Streptococcus sp. 
SP10 

S S S S S S S R 

3. Streptococcus sp. 
ST9 

S S S S S S S R 

4. E. coli ATCC 25922 R R R R R R R R 
5. S. aureus ATCC 
25923 

R R R R R R R R 

6. K. pneumoniae 
subsp. pneumoniae 
ATCC 13883 

R R R R R R R R 

7. Klebsiella sp. KP8 R R R R R R R R 
8. B. cepacia R R R R R R R R 
9. B. silvatlantica R R R R R R R R 
10. Rhizopus sp. R R R R R R R R 
11. Botrytis sp. R R R R R R R R 
12. Aspergillus sp. R R R R R R R R 
S: sensible; R: resistente   

 

6.4. Pseudomonas protegens EMM-1 produce sustancias inhibitorias en medio 

líquido en condiciones de aireación limitada 

 

Anteriormente se había reportado que P. protegens EMM-1 no producía sustancias 

inhibitorias en medio líquido. Por lo que se planteó la posibilidad de que la presencia de 

oxígeno afectase la producción de sustancias inhibitorias o que fuera requerida la 

presencia de un inductor de Acil-Homoserin-Lactona (AHL) que emulara una señal de 

“quorum sensing” que indujera la actividad inhibitoria independientemente de la 

concentración celular o fase de crecimiento. 

De acuerdo con los resultados, consideramos que la presencia del inductor de AHL 

no favorece el aumento en la producción de sustancias inhibitorias (ni a las 24 h ni a las 

48 h de incubación), pues no se observa actividad inhibitoria cuando se eleva la velocidad 

de agitación. Interesantemente, la actividad inhibitoria se logró con una velocidad de 

agitación de 50 rpm, independientemente de la presencia o ausencia de AHL (Tabla 6, 

Fig. 9 y 10). Se puede inferir que una menor agitación limite la concentración de oxígeno 

disuelto en el medio de cultivo, favoreciendo la producción de sustancias inhibitorias para 

este modelo bacteriano. 
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Tabla 6. Evaluación de la actividad inhibitoria en medio líquido, en presencia y ausencia de un 

inductor de acil-homoserin-lactona (AHL) y diferentes condiciones de aireación. 

Adición de 

inductor 

(AHL) 

Tiempo de 

incubación 

(horas) 

UFC/mL Densidad 

óptica 

(620 nm) 

Actividad 

inhibitoria 

Halo de 

inhibición 

(mm ± SD) 

Matraces en agitación a 180 rpm 

Sí 24 5x109 4.23 Ausente - 

No 24 1.8x109 5.19 Ausente - 

Sí 48 2.5x109 6.89 Ausente - 

No 48 2.5x109 6.38 Ausente - 

Matraces en agitación a 50 rpm 

Sí 24 2x109 5.38 Presente 20 ± 0.70 

No 24 5x109 5.99 Presente 19 ± 0.70 

Sí 48 2x109 4.83 Presente 20 

No 48 1.8x109 7.62 Presente 22 ± 0.70 

* Los valores de los halos de inhibición representan el promedio de dos ensayos independientes.  
* En todos los tratamientos se evaluaron 100 μL de sobrenadante, mediante la metodología de difusión 

en pozos. 
 

 

  
a b 

Figura 9. Actividad inhibitoria del sobrenadante de P. protegens EMM-1 en condiciones de baja 

aireación (50 rpm). (a) 24 horas de incubación; (b) 48 horas de incubación. Pozo izquierdo: con 

inductor; pozo derecho: sin inductor. Fuente: Cesa, C. 2018. 
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c d 

 
Figura 10. Evaluación del sobrenadante de P. protegens EMM-1 en condiciones de alta aireación, 

sin presencia de actividad inhibitoria (180 rpm). (a) 24 horas de incubación; (b) 48 horas de 

incubación. Pozo izquierdo: con inductor; pozo derecho: sin inductor. Fuente: Cesa, C. 2018. 

 

6.5. Pseudomonas protegens EMM-1 contiene un gen que codifica para la 

bacteriocina LlpA 

 
Las bacteriocinas LlpA son producidas por especies de P. protegens y se 

caracterizan por tener un dominio de unión a manosa, similar a las lectinas que producen 

algunas plantas monocotiledóneas como mecanismo de defensa contra 

microorganismos. 

Con la finalidad de evaluar la presencia del gen que codifica para LlpA (llpA) en el 

genoma de P. protegens EMM-1, se realizó la amplificación por PCR y el producto 

amplificado fue clonado en el vector pJET1.2/blunt. La construcción obtenida fue 

denominada pJET1.2blunt-llpArs (Fig. 11) y fue secuenciada por la Unidad de Síntesis y 

Secuenciación de ADN del Instituto de Biotecnología de la UNAM. 
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Figura 11. Mapa de la construcción pJET1.2blunt-llpArs obtenido con el programa SnapGene 

versión 4.3.11. 

 

La secuencia del gen clonado en el vector pJET1.2/blunt tuvo un tamaño de 848 pb 

y el análisis de esta secuencia realizado con BLAST reportó más del 99% de identidad 

con secuencias del gen llpA de P. protegens. 

Se ha reportado que el tamaño de la bacteriocina llpA es cercano a los 30 kDa. Este 

dato es muy interesante pues hasta la fecha solo se habían reportado sustancias 

inhibitorias de tamaños entre 3 y 10 kDa en P. protegens EMM-1, por lo que la 

construcción diseñada en este estudio (pJET1.2blunt-llpA) podría utilizarse como 

referencia para futuras investigaciones, por ejemplo, en la subclonación y expresión de 

la proteína recombinante para su posterior caracterización. 

 

6.6.  Los péptidos antimicrobianos del veneno del alacrán Urodacus yaschenkoi 

tienen actividad antibacteriana de amplio espectro 

 

Para la evaluación de los PAMs se determinó la CMB (ver apartado 5.7.2) de los 

péptidos Uy234, Uy17, Uy192 y QnCs-BUAP. Después de incubar las placas por 18 
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horas, se formaron colonias resistentes y no hubo crecimiento de las colonias sensibles, 

lo que confirmó la CMB del PAM a la concentración micromolar correspondiente (Fig. 

12). 

 

 

Figura 12. Representación del ensayo de actividad antimicrobiana, evaluando el péptido Uy192. 

(a) Sellado de las muestras en placa de agar LB; (b) Crecimiento de colonias de Streptococcus sp. SP10 

después del periodo de incubación. Se observa actividad bactericida en la concentración 10.6 µM, y 

resistencia a la concentración más baja evaluada (5.3 µM). Fuente: Cesa-Luna, et al., 2019. 

 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Paraburkholderia silvatlantica, Streptococcus 

sp. SP10, y Streptococcus sp. ST9 fueron las cepas más sensibles al tratamiento con 

Uy234, Uy17 y Uy192. El péptido Uy234 mostró la mayor actividad inhibitoria contra 

Streptococcus sp. SP10 y Streptococcus sp. ST9 (aislados clínicos), con CMB de 2.9 µM 

y 5.9 µM, respectivamente. El péptido diseñado, QnCs-BUAP, mostró la menor actividad 

antimicrobiana, y Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC 13883, Burkholderia cepacia y 

Klebsiella sp. KP8 (aislado clínico) fueron resistentes a la concentración más alta 

evaluada (353.1 µM); sin embargo, QnCs-BUAP mostró gran actividad inhibitoria contra 

los aislados clínicos MDR de Streptococcus. Burkholderia cepacia fue resistente a los 4 

péptidos evaluados (Tabla 7). 
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Tabla 7. Concentración mínima bactericida de los péptidos antimicrobianos. 

Cepas bacterianas CMBa ± SD (M) 

 Uy234 Uy17 Uy192 QnCs-

BUAP 

1. Escherichia coli ATCC 25922 190 186.2 > 339.3 > 353.1 

2. Staphylococcus aureus ATCC 25923 29.6 ± 25 23.2 42.4 > 353.1 

3. Klebsiella pneumoniae subsp. 

pneumoniae ATCC 13883 

190 372.5 169.6 > 353.1 

4. Klebsiella sp. KP8 (aislado clínico) 190 186.2 > 339.3 > 353.1 

5. Burkholderia cepacia > 380 > 372.5 > 339.3 > 353.1 

6. Paraburkholderia silvatlantica 95 23.2 10.6 353.1 

7. Streptococcus sp. SP10 (aislado 

clínico) 

2.9 23.2 10.6 33.1 ± 16 

8. Streptococcus sp. ST9 (aislado 

clínico) 

5.9 11.6 15.9 ± 7 88.2 

a Los valores de CMB representan el promedio de dos ensayos independientes. La desviación estándar (SD) solo se muestra 

en los ensayos que mostraron CMB diferente en cada réplica. 

 

6.7. Las combinaciones de los péptidos antimicrobianos presentan mayor 

actividad antimicrobiana que de manera independiente 

Para evaluar las interacciones entre los PAMs utilizados en los ensayos de actividad 

antimicrobiana, se combinó el péptido QnCs-BUAP con los péptidos Uy234, Uy17 y 

Uy192, y se evaluó su sinergia antimicrobiana. Cuando se combinaron los péptidos 

Uy234 y QnCs-BUAP incrementó la actividad bactericida, lo que sugiere un efecto 

sinérgico o aditivo. A su vez, esta mezcla de péptidos mostró actividad antimicrobiana 

contra Burkholderia cepacia, que era resistente a la exposición de los péptidos de forma 

independiente (Tabla 8). 

 

Tabla 8. CMB para las combinaciones de los péptidos antimicrobianos. 

Cepas bacterianas CMBa ± SD (M) 

 Uy234 + 

QnCs-BUAP 

Uy17 + 

QnCs-BUAP 

Uy192 + 

QnCs-BUAP 

1. Escherichia coli ATCC 25922 75 300 300 

2. Staphylococcus aureus ATCC 25923 37.5 150 300 

3. Klebsiella pneumoniae subsp. 

pneumoniae ATCC 13883 

150 300 300 

4. Klebsiella sp. KP8 (aislado clínico) 150 300 300 

5. Burkholderia cepacia 150 > 300 300 

6. Paraburkholderia silvatlantica 28.12 ± 13.26 37.5 14.06 ± 6.63 
7. Streptococcus sp. SP10 (aislado 
clínico) 

2.34 9.37 7.025 ± 3.32 
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8. Streptococcus sp. ST9 (aislado 

clínico) 

2.34 9.37 3.51 ± 1.65 

 
a Los valores de CMB representan el promedio de dos ensayos independientes. La desviación estándar (SD) solo se muestra 

en los ensayos que mostraron CMB diferente en cada réplica. 

 

La CMB requerida para inhibir el crecimiento de Escherichia coli ATCC 25922, 

Paraburkholderia silvatlantica y Streptococcus sp. ST9 disminuyó más de 2 veces en 

comparación con lo observado para los péptidos Uy234, Uy17 y Uy192 de manera 

independiente, con valores que variaron de 2.34 µM a 75 µM. Para Staphylococcus 

aureus ATCC 25923, no hubo diferencias significativas entre la combinación y los 

tratamientos individuales. 

La mezcla de los péptidos Uy17 y QnCs-BUAP mostró una fuerte actividad 

bactericida contra Streptococcus sp. SP10, con un CMB de 9.37 µM, mientras que 

Burkholderia cepacia se mantuvo resistente (Tabla 8). 

La actividad sinérgica de Uy192 y QnCs-BUAP fue notable, ya que QnCs-BUAP de 

manera independiente era incapaz de inhibir el crecimiento de Escherichia coli ATCC 

25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae 

ATCC 13883, Klebsiella sp. KP8 (aislado clínico) y Burkholderia cepacia (Tabla CMB). 

Además, gracias a esta combinación la actividad bactericida aumentó más de 4 veces 

contra Paraburkholderia silvatlantica, Streptococcus sp. SP10, y Streptococcus sp. ST9 

(Tabla 8) comparado con la actividad del péptido de forma individual (Tabla 7). 

Para describir con más detalle el comportamiento sinérgico de las combinaciones de 

los péptidos, se calculó el índice de CFI. La interpretación de los resultados se 

proporciona en la Tabla 9. Tal como lo sugieren los resultados descritos anteriormente, 

las combinaciones de los péptidos con QnCs-BUAP mostraron efectos sinérgicos o 

aditivos contra todas las bacterias analizadas, excepto para Staphylococcus aureus 

ATCC 25923. Para Staphylococcus aureus ATCC 25923, los resultados mostraron 

efectos indiferentes o antagónicos, a pesar de que esta cepa era resistente al péptido 

QnCs-BUAP. 

Un resultado significativo de este ensayo fue el efecto sinérgico de las tres 

combinaciones de péptidos contra Burkholderia cepacia, incluso cuando esta cepa había 

sido resistente a los péptidos evaluados de manera independiente (Tabla 7). 
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Tabla 9. Índices de concentración fraccional inhibitoria para las combinaciones de los PAMs. 

Cepa bacteriana Índice FIC Interpretación 

 Uy234 + 

QnCs- 

BUAP 

Uy17 + 

QnCs- 

BUAP 

Uy192 + 

QnCs- 

BUAP 

Uy234 + 

QnCs- 

BUAP 

Uy17 + 

QnCs- 

BUAP 

Uy192 + 

QnCs- 

BUAP 

1. Escherichia coli ATCC 

25922 

0.39 1.61 1 S I Ad 

2. Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 

1.27 6.47 9.08 I A A 

3. Klebsiella pneumoniae 

subsp. pneumoniae 

ATCC 13883 

0.79 0.81 2.77 Ad Ad I 

4. Klebsiella sp. KP8 

(aislado clínico) 

0.79 1.61 1 Ad I Ad 

5. Burkholderia cepacia 0 0 0 S S S 

6. Paraburkholderia 

silvatlantica 

0.38 1.72 1.70 S I I 

7. Streptococcus sp. 

SP10 (aislado clínico). 

0.88 0.69 1.41 Ad Ad I 

8. Streptococcus sp. ST9 

(aislado clínico). 

0.42 0.91 0.60 S Ad Ad 

S: Sinergismo, Ad: Aditividad, I: Indiferencia, A: Antagonismo 

 

6.8. Los PAMs Uy234, Uy17, Uy192 y QnCs-BUAP presentan baja actividad 

citotóxica contra eritrocitos humanos 

 

La actividad hemolítica se evaluó mediante la coincubación de eritrocitos humanos 

con cada péptido a diferentes concentraciones (ver apartado 5.8). Los experimentos se 

realizaron por triplicado y los valores experimentales se normalizaron con los resultados 

para el buffer PBS 1X (hemólisis al 0%) y Triton X-100 al 10% (hemólisis al 100%). 

Uy17, Uy192 y QnCs-BUAP fueron los péptidos menos hemolíticos (actividad inferior 

al 6%), incluso en las concentraciones más altas analizadas, mientras que el péptido 

Uy234 mostró un 26.18% de actividad hemolítica a la concentración más alta evaluada 

(380 µM) (Fig. 13). 
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Figura 13. Actividad hemolítica de los cuatro péptidos antimicrobianos. El análisis se realizó 

utilizando GraphPad Prism versión 6.0. La concentración hemolítica (HC25) obtenida para cada péptido 

se indica en el recuadro dentro de la figura. 

 
6.9. Confirmación de la estructura secundaria de los PAMs Uy234, Uy17, Uy192 

y QnCs-BUAP 

 
La estructura secundaria se predijo mediante el programa en línea NetWheels: 

Peptides Helical Wheel and Net Projections (http://lbqp.unb.br/NetWheels/) en donde se 

indicó que todos los péptidos eran compatibles con una α-hélice típica con una cara 

hidrofílica e hidrofóbica (Fig. 14) lo cual fue confirmado con los ensayos de dicroísmo 

circular (Tabla 10; Fig. 16). 

 

 

 

http://lbqp.unb.br/NetWheels/
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Figura 14. Representación de la rueda helicoidal y proyecciones de red de los cuatro 

péptidos analizados. a) péptido Uy234: FPFLLSLIPSAISAIKRL; b) péptido Uy17: ILSAIWSGIKGLL; c) 

péptido Uy192: FLSTIWNGIKGLL; y d) péptido QnCs-BUAP: FFSLIPSLISGLI. 

 

Los espectros de CD mostraron que los péptidos estaban principalmente 

desordenados; además, los péptidos Uy234 y QnCs-BUAP mostraron una señal más alta 

a aproximadamente 220 nm, indicativa de alguna formación de estructura tipo α-hélice. 

La información de la estructura secundaria fue estimada a partir de los espectros de CD 

con el programa CDSTTR del servidor Dichroweb [138] (Tabla 10). 

 

Tabla 10. Estimación de los elementos de la estructura secundaria de los PAMs utilizados en este 

trabajo. 

% Hélice 1 Hélice 2 Hebra 1 Hebra 2 Giros Desorden Total 

1. Uy234 0.05 0.1 0.21 0.1 0.26 0.27 0.99 

2. Uy17 0.03 0.08 0.3 0.1 0.19 0.29 0.99 

3. Uy192 0.02 0.1 0.25 0.11 0.23 0.28 0.99 

4. QnCs-BUAP 0.04 0.07 0.23 0.11 0.25 0.31 1.01 

5. Uy192 

(dilución) 

 

0.02 

 

0.09 

 

0.2 

 

0.11 

 

0.26 

 

0.32 

 

1 
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Tal como lo sugieren las proyecciones helicoidales, los péptidos tienen el potencial 

de formar hélices anfipáticas, con mayor porcentaje de hélice 1 en los péptidos Uy234 y 

QnCs-BUAP y mayor porcentaje de hélice 2 en los péptidos Uy234 y Uy192 (Tabla 10). 

La cara hidrofóbica de estas hélices debería estabilizarse para evitar la agregación, lo 

cual se puede lograr mediante la dimerización y la formación de una especie de bobina. 

Decidimos diluir uno de estos péptidos (Uy192) de 684 µM a 228 µM y se observó que 

el pico mínimo observado para este péptido se movió de 208 nm a 198 nm (Fig. 15), lo 

que indica un cambio conformacional dependiente de concentración. Todas las 

estructuras fueron confirmadas por el análisis de CD que se muestra en la figura 16. 

 

 

Figura 15. Espectros de CD de UV lejano del péptido Uy192 diluido. Péptido Uy192 a 684 µM 

(azul oscuro) y a 228 µM (azul claro). 

 

 

Figura 16. Espectros de CD de UV lejano de los cuatro PAMs. Los péptidos se analizaron a 

concentraciones que varían entre 500 y 730 µM. 
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7. DISCUSIÓN 

 

El incremento de cepas multidrogo-resistentes (MDR) representa un importante 

problema de salud pública a nivel mundial [139]; por esta razón, la investigación global 

se centra en el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos. Los venenos de alacrán 

representan una inmensa fuente de péptidos bioactivos, incluidas toxinas que afectan a 

canales de sodio de mamíferos e insectos, y péptidos antimicrobianos [103,140,141]. Sin 

embargo, solo algunos péptidos de alacrán con actividad antimicrobiana han sido 

caracterizados y evaluados contra cepas bacterianas MDR [74,79,142,143]. Entre los 

péptidos de alacrán de tipo NDBPs con actividad antimicrobiana se incluyen péptidos 

como opistoporina, pandinina o los de tipo IsCT [82,86,92]. Urodacus yaschenkoi es un 

alacrán australiano que recientemente fue caracterizado y contiene un arsenal de 

biomoléculas con diversas funciones, incluidos los PAMs. Estudios previos han 

informado que tres de estos péptidos (UyCT1, UyCT3 y UyCT5) han sido eficaces en la 

inhibición de un amplio espectro de bacterias [144], incluidos patógenos MDR como 

Acinetobacter baumannii [89], y además se ha demostrado que estos péptidos requieren 

amidación de su residuo C-terminal para ser activos. En este trabajo, se evaluó la 

estructura, la actividad hemolítica y bactericida de cuatro PAMs sintéticos de U. 

yaschenkoi: Uy234, Uy17, Uy192 y QnCs-BUAP (que es un péptido consenso 

completamente nuevo). Todos los péptidos en este estudio se amidaron en el residuo C-

terminal para mejorar su solubilidad y potenciar su actividad [145]. 

Para determinar la actividad antimicrobiana, se determinó la CMB de cada péptido 

contra aislados clínicos, dos aislados de caña de azúcar y tres cepas de referencia 

(ATCC). Los aislados clínicos incluyeron cepas de Klebsiella y Streptococcus beta-

hemolíticos, que se obtuvieron a partir de exudados faríngeos de pacientes con diversas 

enfermedades en vías respiratorias y que además son MDR (Klebsiella sp. KP8 es 

resistente a eritromicina, ampicilina, penicilina, dicloxacilina y gentamicina; mientras que 

las cepas de Streptococcus sp. son resistentes a ampicilina, netilmicina, enoxacina, 

penicilina, dicloxacilina, amikacina y gentamicina) [107]. 

Adicionalmente, el crecimiento bacteriano de cada cepa se cuantificó mediante el 

método de "goteo en placa por sellado masivo" [129], ajustando la concentración de 
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células bacterianas a 105-106 UFC/mL y, para confirmar la actividad bactericida 

(comúnmente determinada por absorbancia), se realizó un sellado en placa que 

garantizara la ausencia de crecimiento de las bacterias sensibles. 

En contraste con la mayoría de estudios de PAMs de alacrán en los que la CMI es el 

único parámetro determinado [87,94,103,142,146–148], en este trabajo se determinó la 

estructura, la actividad hemolítica y bactericida de los cuatro PAMs. Los resultados de la 

CMB (Tabla 7) indican que el péptido Uy234 es el más efectivo, al mostrar la CMB más 

baja. Streptococcus sp. SP10 y Streptococcus sp. ST9 fueron las cepas más sensibles 

con CMB de 2.9 μM y 5.9 μM, respectivamente. Las cepas restantes también fueron 

sensibles, pero a concentraciones más altas del péptido. Burkholderia cepacia es la única 

cepa resistente al péptido Uy234, incluso a la concentración más alta evaluada (380 µM). 

El péptido Uy17 también es eficaz en la inhibición de Streptococcus sp. SP10 y 

Streptococcus sp. ST9 a bajas concentraciones (23.2 μM y 11.6 μM, respectivamente); 

además, es el único péptido capaz de inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 a concentraciones micromolares bajas (23.2 μM). La cepa Gram-negativa 

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC 13883 fue sensible solo a la 

concentración más alta de Uy17 evaluada (372.5 μM). Por otro lado, el péptido Uy192 

mostró una baja CMB para Streptococcus sp. SP10 (Fig. 12) y Streptococcus sp. ST9 

(10.6 μM y 15.9 μM, respectivamente) siendo el más efectivo para inhibir a 

Paraburkholderia silvatlantica, con una CMB de 10.6 μM. 

Pocos estudios han revelado la eficacia de los PAMs de alacrán diseñados a partir 

de secuencias consenso de aminoácidos altamente conservados, lo que representa una 

estrategia muy interesante para aumentar la actividad antimicrobiana. Entre estas 

secuencias se encuentra el consenso Pepcon, que tiene actividad antimicrobiana de 

amplio espectro a concentraciones micromolares muy bajas contra cepas MDR como 

Acinetobacter baumannii (20 μM) y Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (5 

μM) [149]. En este estudio, el péptido consenso QnCs-BUAP (Fig. 1), es capaz de inhibir 

completamente el crecimiento de Streptococcus sp. SP10 (33.1 μM) y Streptococcus sp. 

ST9 (88.2 μM). 

Por otra parte, las cepas de Klebsiella (ATCC 13883 y el aislado clínico) fueron 

resistentes incluso a las concentraciones más altas que se probaron para los péptidos 
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Uy192 y QnCs-BUAP (339.3 μM y 353.1 μM, respectivamente). Este resultado 

probablemente se deba a la presencia de cápsula y la producción de exopolisacárido, 

que con frecuencia son responsables de la resistencia a diversos antimicrobianos [150]. 

Además, la presencia de lipopolisacáridos ricos en "lípidos altamente ácidos" en la 

membrana externa de las bacterias Gram-negativas podría influir en la carga negativa 

de la membrana, interfiriendo en la unión electrostática de los PAMs a la superficie celular 

[149]. 

Burkholderia cepacia, que es un patógeno oportunista inusual que amenaza a 

pacientes inmunocomprometidos [151,152], fue resistente a todos los péptidos cuando 

se evaluaron individualmente, incluso a las concentraciones más altas evaluadas. No 

obstante, la combinación de QnCs-BUAP con los péptidos Uy234 y Uy192 mostró una 

actividad prometedora contra Burkholderia cepacia, con CMBs de 150 μM y 300 μM, 

respectivamente. La efectividad de diversas combinaciones de péptidos antimicrobianos 

ha sido reportada, y se han propuesto diferentes ventajas de su uso, como son el uso de 

dosis más bajas, disminución de costos y prevención del desarrollo de resistencia [153]. 

La combinación del péptido QnCs-BUAP con los péptidos Uy234, Uy17 y Uy192 dio 

como resultado la reducción de la CMB en casi todas las cepas bacterianas evaluadas. 

Además, se observa un comportamiento sinérgico con el 25% de las combinaciones 

resultantes, el 37.5% muestra un efecto aditivo y solo el 8% mostró antagonismo (Tabla 

9). 

Algunos PAMs de venenos de alacrán muestran un gran potencial para inhibir el 

crecimiento de un amplio espectro de bacterias, incluidos aislados clínicos MDR; sin 

embargo, su alta citotoxicidad y su actividad hemolítica han impedido su uso clínico 

[147,154]. La evaluación de la actividad hemolítica es necesaria ya que los PAMs de 

veneno de alacrán no son receptor-específicos y pueden formar poros en otras 

membranas celulares [155]. 

De acuerdo con nuestros resultados, los tres PAMs de U. yaschenkoi y el péptido 

consenso QnCs-BUAP tienen una actividad hemolítica notablemente baja en 

comparación con la de otros PAMs de venenos de alacrán [87,144,148,154,155]. La 

concentración hemolítica de los péptidos Uy17, Uy192 y Uy234 hacia eritrocitos porcinos 

se reportó previamente con HC25 = 26.65 μM, 35.85 μM y 55.14 μM, respectivamente 
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[156]; en nuestro trabajo, las mismas secuencias peptídicas mostraron una actividad 

hemolítica más baja contra eritrocitos humanos, lo que significa que se requieren 

mayores concentraciones de los péptidos (> 370 μM) para lograr el mismo HC25 (Fig. 

13). 

Además, el análisis de la estructura predicha de las proyecciones helicoidales (Fig. 

14) sugiere que estos péptidos tienen una estructura catiónica helicoidal, dato que fue 

confirmado experimentalmente por los espectros de CD (Fig. 16). Estas características 

catiónicas brindan una característica peculiar a este tipo de PAMs [87,144], pues también 

son necesarias para unirse a las membranas bacterianas [94]. Tomando en cuenta los 

valores de la carga positiva neta de cada péptido (Tabla 4), el péptido Uy234 es 

considerado el mejor péptido antimicrobiano, lo cual coincide con los resultados de las 

pruebas antibacterianas (Tabla 7). Los péptidos Uy17 y Uy192 mostraron una estructura 

helicoidal que no fue tan definida como la de Uy234; sin embargo, la carga positiva de 

estos péptidos fue mayor que la carga de QnCs-BUAP, lo cual puede explicar por qué 

presentan una mayor actividad bactericida contra las cepas evaluadas. 

A pesar de que la formación de poros en membrana se ha propuesto como el 

principal mecanismo de acción de los PAMs, este mecanismo aún debe confirmarse para 

nuestros péptidos antimicrobianos. El mecanismo de acción antimicrobiana de los PAMs 

de alacrán no se ha comprendido completamente, se sabe que la actividad 

antimicrobiana de los PAMs depende de su capacidad para unirse a sus membranas 

[157,158]. En el caso de las PAMs de cadena corta sin cisteína, la estructura helicoidal 

de los PAMs es la clave para lograr la interacción con la membrana blanco, al igual que 

la carga positiva más alta que proporciona la amidación del residuo C-terminal [159]. Los 

péptidos IsCT e IsCT2 del veneno del alacrán africano Opisthacanthus madagascariensis 

fueron los primeros péptidos estudiados de este tipo de PAMs [86,88]. Se ha reportado 

que la actividad antimicrobiana reducida de los PAMs no amidados se debe a la 

disminución de la carga superficial positiva y la alteración estructural de la hélice, lo cual 

afecta la capacidad del PAM para romper la membrana celular [160]. 

Cuando se evaluó el péptido consenso (QnCs-BUAP) en combinación con otros 

PAMs de U. yaschenkoi, se mostraron resultados interesantes: la mejor actividad 

bactericida se presentó mediante la combinación del péptido QnCs-BUAP y el péptido 
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Uy234 (Tabla 8), ya que una menor CMB se logró contra 7 de las 8 cepas bacterianas 

evaluadas con esta combinación. Además, esta combinación de péptidos logró un efecto 

bactericida contra Burkholderia cepacia (Tabla 8), la cual fue resistente a todos los 

péptidos cuando se evaluaron individualmente (Tabla 7). La mayor actividad 

antimicrobiana lograda con la combinación de estos péptidos, puede deberse a que 

tienen una estructura más helicoidal y una carga positiva total de + 4. Los ensayos de 

sinergismo revelaron la efectividad del uso combinado de los cuatro péptidos; sin 

embargo, los mecanismos de sinergismo no se elucidaron. Todos nuestros hallazgos 

sugieren que los péptidos Uy234, Uy17, Uy192 y QnCs-BUAP tienen un gran potencial 

para su uso como agentes terapéuticos contra patógenos MDR y varias combinaciones 

de estos péptidos podrían usarse como nuevas terapias antimicrobianas. 

Por otra parte, como parte de la búsqueda y evaluación de sustancias 

antimicrobianas, incluimos una bacteria antagonista con gran potencial para descubrir 

nuevos agentes antimicrobianos, identificada en este trabajo como Pseudomonas 

protegens EMM-1. La especie Pseudomonas protegens produce característicamente los 

compuestos antimicrobianos pioluteorina y 2,4-DAPG [161,162] y ha sido estudiada por 

sus propiedades de biocontrol, ya que inhibe a diversos insectos y fitopatógenos. 

Además, se ha reportado que produce otras sustancias inhibitorias como sideróforos, 

ácido cianhídrico, análogos de rizoxina, orfamida A, entre otros [162–164]. Sin embargo, 

la actividad antibacteriana de P. protegens contra aislados clínicos con multirresistencia 

no ha sido evaluada [165,166]. 

En este trabajo, P. protegens EMM-1 se identificó molecularmente después del 

análisis filogenético de los genes rrs, rpoB, rpoD y gyrB (Fig. 4 y 5). Adicionalmente, esta 

cepa porta un fragmento del grupo de genes biosintéticos de 2,4-DAPG (phlD) y 

pioluteorina (Fig. 6); por lo cual se puede inferir que produce metabolitos antifúngicos 

relevantes para ser identificados en futuros trabajos. Además, la producción de 

antifúngicos por P. protegens EMM-1 cual coincide con el antagonismo revelado contra 

diversos hongos [106,113]. 

La actividad antibacteriana de la especie P. protegens contra aislados clínicos MDR 

no ha sido evaluada. En este estudio, P. protegens EMM-1 mostró un fuerte antagonismo 

contra diferentes bacterias Gram-positivas y Gram-negativas MDR, a través de la 
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producción de sustancias inhibitorias en medios sólidos (Fig. 7). Los ensayos de 

antagonismo muestran la inhibición de patógenos oportunistas como Burkholderia 

cepacia, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae y Streptococcus beta-

hemolíticos (Fig. 8), responsables de enfermedades infecciosas principalmente en vías 

respiratorias [167]. El antagonismo contra Streptococcus sp. SP10 y Streptococcus sp. 

ST9 mostró un halo en forma de anillo después del ensayo de agar de doble capa, a 

diferencia del halo de inhibición tradicional (Fig. 7d). Hasta donde sabemos, este 

fenómeno no se ha reportado antes y la causa sigue siendo desconocida; sin embargo, 

el amplio espectro antibacteriano mostrado por P. protegens EMM-1 en los ensayos de 

agar de doble capa sugiere la presencia de sustancias inhibitorias de naturaleza química 

diversa, involucradas en el antagonismo, como se ha informado para otras especies de 

Pseudomonas como Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas fluorescens [168,169]. 

La formación de este anillo coincide con lo reportado por Cesa-Luna y Hernández-Luna 

et al., quienes han sugerido que P. protegens EMM-1 produce moléculas de diferentes 

tamaños que podrían secretarse a través del medio sólido y, en consecuencia, las 

moléculas pequeñas podrían exhibir una migración variable a través del agar para formar 

el anillo de inhibición, mientras que las moléculas más grandes permanecen en el centro 

de la placa sin inhibir el crecimiento de las cepas de Streptococcus. En efecto, el extracto 

crudo evaluado contiene moléculas con actividad inhibitoria con tamaño de 3-10 kDa que 

inhiben principalmente a las cepas de Streptococcus, pero no a los demás géneros 

bacterianos. 

El papel de P. protegens para colonizar eficientemente plantas e interactuar con 

fitopatógenos, competidores bacterianos y otros estreses de sus hábitats naturales ha 

sido demostrado [161,166,170,171], la mayoría de ellos a través de la producción de 

antibióticos y bacteriocinas [50,172]. La evaluación de las sustancias inhibitorias 

producidas por P. protegens EMM-1 consistió en el uso de un extracto crudo obtenido 

por la "metodología de lixiviación en frío" [108], ya que anteriormente se había reportado 

que P. protegens EMM-1 no producía sustancias inhibitorias en medio líquido [69,107]. 

Este extracto mostró fuerte actividad inhibitoria contra Streptococcus sp SP10 y 

Streptococcus ST9 e inhibió en menor cantidad a Microbacterium sp. UAPS01-201 

(Tabla 5); además, se descartó la presencia de sustancias con actividad fungicida. La 



 56 
 

evaluación fisicoquímica del extracto crudo reveló en estudios anteriores que la actividad 

antimicrobiana corresponde a moléculas de tamaño de 3-10 kDa; además, permanece 

activa a amplios rangos de pH y no se ve afectada por el tratamiento térmico. Asimismo, 

después del tratamiento con proteasa, la actividad antimicrobiana disminuye 90%; estas 

propiedades han sugerido la presencia de moléculas de tipo bacteriocina en el extracto 

[69]. Además, se ha reportado mediante cromatografía de gases acoplada a 

espectrometría de masas (GC-MS) que el extracto crudo contiene diversos compuestos 

químicos relacionados con benzoquinolinas [107]; las benzoquinolinas han sido 

ampliamente reportadas por estar relacionadas con compuestos antimicrobianos [173], 

por lo tanto, su presencia en el extracto crudo podría estar relacionada con la actividad 

inhibitoria. 

Se ha propuesto que más del 99% de las bacterias producen al menos una 

bacteriocina y la mayoría de ellas permanecen sin explorarse [174]. Asimismo, se ha 

establecido que las bacteriocinas generalmente muestran espectros inhibitorios contra 

especies filogenéticamente relacionadas con la bacteria productora [9]; sin embargo, 

algunas bacteriocinas han mostrado actividad inhibitoria contra diferentes géneros 

bacterianos e incluso contra levaduras [48,175]. En nuestros ensayos, el extracto crudo 

obtenido de P. protegens EMM-1 presentó actividad inhibitoria contra bacterias Gram-

positivas (Streptococcus sp. y Microbacterium sp. UAPS01-201), similar a la actividad 

inhibitoria que muestran algunas bacteriocinas producidas por Pseudomonas putida 

[176]. 

Aunque P. protegens EMM-1 inhibió a la mayoría de las cepas bacterianas y fúngicas 

evaluadas en los ensayos de antagonismo (Fig. 8), la metodología utilizada solo permite 

extraer metabolitos que inhiben el desarrollo de Streptococcus sp., hecho que coincide 

con los resultados reportados en 2017 [71]. Por lo tanto, se sugiere realizar diferentes 

métodos de purificación para explorar otras sustancias inhibitorias producidas por P. 

protegens EMM-1. 

Un descubrimiento interesante de este trabajo es que P. protegens EMM-1 sí 

produce sustancias inhibitorias en medio líquido, pero en condiciones de baja agitación, 

por lo que se infiere que disminuye la concentración de oxígeno disuelto en el medio de 

cultivo y esto favorece a la producción de sustancias inhibitorias (Tabla 6, Fig. 9). Este 
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es el primer modelo bacteriano perteneciente a la especie P. protegens que reporta esta 

característica, aunque existe evidencia de que otros géneros bacterianos como 

Pediococcus y Bacillus producen bacteriocinas únicamente en condiciones de aireación 

reducida [177,178]. Además, es posible que la actividad inhibitoria en estas condiciones 

ocurra debido a la presencia de compuestos orgánicos volátiles (VOCs); los VOCs 

bacterianos pueden tener efectos antagonistas contra bacterias y hongos [179,180], y se 

ha reportado que su producción puede ser influenciada por la presencia de oxígeno 

[181,182]; por lo que es probable que la producción de VOCs u otras sustancias 

inhibitorias por P. protegens EMM-1 sea afectada cuando la bacteria crece en 

condiciones de alta oxigenación. 

Diversos estudios han reportado que cepas de P. protegens producen bacteriocinas 

de tipo lectina, denominadas LlpA [62,183,184]. Este tipo de bacteriocinas son proteínas 

de 31 kDa, homóloga a las lectinas de unión a manosa encontradas en 

monocotiledóneas [183,185]. De acuerdo con Aguayo-Acosta [69], el extracto crudo de 

P. protegens EMM-1 contiene compuestos de tipo bacteriocina más pequeños (3-10 kDa) 

sin excluir la posibilidad que mediante otras metodologías se puedan obtener otras 

sustancias inhibitorias producidas por esta cepa. En este trabajo se demuestra este 

planteamiento al confirmarse que P. protegens EMM-1 contiene un gen con una 

homología mayor al 99% con secuencias del gen llpA que codifica para la bacteriocina 

LlpA (Fig. 11). Este hallazgo brinda una excelente oportunidad para la expresión, 

purificación y evaluación de una nueva bacteriocina recombinante. 

Durante varios años las sustancias inhibitorias, como las bacteriocinas, se han 

propuesto para su uso como conservadores alimenticios y se ha evaluado su eficacia 

para disminuir el número de patógenos en modelos in vivo [186,187]. Además, algunas 

bacteriocinas de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Planomonospora sp., entre 

otras, han resultado más efectivas que algunos antibióticos aprobados para el 

tratamiento contra patógenos MDR [188–190]. Sin embargo, actualmente la nisina es la 

única bacteriocina que ha sido aprobada para su uso en la industria alimenticia [191], por 

lo que las bacterias que producen sustancias inhibitorias son candidatas potenciales para 

el desarrollo nuevas terapias antimicrobianas, pero es indispensable continuar 

trabajando en la caracterización y evaluación in vitro de nuevas sustancias inhibitorias. 
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Aunque nuestros resultados no incluyen la evaluación de un compuesto puro, 

diversos estudios han propuesto el uso de bacteriocinas semipurificadas [43]. Por lo que 

proponemos evaluar a futuro la citotoxicidad del extracto crudo antes de proponer su uso 

como agente antibacteriano contra Streptococcus. 

Hoy en día, existe una necesidad urgente de descubrir nuevos antimicrobianos con 

nuevos mecanismos de acción, ya que el incremento de los patógenos MDR se ha 

convertido en un problema de salud pública a nivel mundial [192,193]. De hecho, por 

cada nuevo antimicrobiano que se descubre, se van seleccionando rápidamente 

bacterias resistentes, reduciendo su efectividad para el tratamiento de enfermedades 

infecciosas [194]. En este sentido, el uso de sustancias inhibitorias producidas por 

bacterias antagónicas también podría complementar en el desarrollo de nuevas terapias 

antimicrobianas. 

 

8. CONCLUSIONES 

 
En el presente estudio se demostró que los péptidos antimicrobianos del alacrán U. 

yaschenkoi y un nuevo péptido, diseñado a partir de secuencias consenso de PAMS de 

alacranes, presentan actividad bactericida de amplio espectro contra patógenos con 

multirresistencia. Además, presentan baja actividad citotóxica contra eritrocitos humanos 

lo cual los hace candidatos ideales para el estudio, diseño y desarrollo de nuevos 

antimicrobianos. 

Los ensayos de sinergismo revelaron que los péptidos Uy234 y QnCs-BUAP 

(consenso) tienen una mayor actividad bactericida a concentraciones menores. No 

obstante, resulta indispensable evaluar su actividad citotóxica en combinación. 

Finalmente, los ensayos de dicroismo circular confirmaron que la estructura 

secundaria de los péptidos es de tipo alfa hélice y se ha sugerido que esta característica 

les podría brindar la posibilidad de unirse a las membranas bacterianas para la formación 

de poros; por lo que sería interesante evaluar el mecanismo de acción en estos PAMs. 

Por otra parte, se logró la identificación molecular de P. protegens EMM-1, una cepa 

bacteriana con propiedades antagónicas que podría utilizarse para el biocontrol de 

hongos fitopatógenos y contra bacterias multirresistentes. Se demostró que el extracto 
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crudo de P. protegens EMM-1 no contiene sustancias antifúngicas, pero mantiene su 

actividad bactericida contra Streptococcus beta-hemolíticos. Por lo que sería interesante 

evaluar su actividad citotóxica para su uso de manera semipurificada como se ha 

sugerido para otras bacteriocinas. 

Adicionalmente, determinamos que P. protegens EMM-1 produce sustancias 

inhibitorias en medio líquido dependientes de las condiciones de aireación en el 

crecimiento bacteriano, y sugerimos que algunas de ellas podrían corresponder a 

compuestos orgánicos volátiles, por lo que sería importante confirmar a futuro la 

presencia de estos compuestos mediante cromatografía de gases acoplada a 

espectrometría de masas. Otro aspecto importante fue que P. protegens EMM-1 también 

codifica para compuestos como 2,4-DAPG, Plt, y una bacteriocina relacionada con las 

bacteriocinas similares a lectinas (LlpA); una perspectiva de este resultado es la 

subclonación en un vector de expresión para la purificación y caracterización de la 

bacteriocina recombinante. 

 

9. CONSIDERACIONES ÉTICAS 

 

El experimento relacionado con la actividad hemolítica de los péptidos 

antimicrobianos fue aprobado por el comité de ética de la Universidad Nacional 

Autónoma de México y la Benemérita Universidad Autónoma de Puebla. 
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ANEXOS 

 
Anexo 1. Figuras complementarias. 
 

 

Figura 17. Fluorescencia observada bajo luz UV. P. protegens EMM-1 fue crecida en agar P (para 

aislamiento de Pseudomonas), medio que potencia la producción de algunos compuestos fluorescentes 

como la piocianina. Fuente: Cesa, C. 2016. 

 

 

 
 

Figura 18. Protocolo de amplificación del gen rrs (ADNr 16S) mediante PCR. En todas 

amplificaciones se utilizó el termociclador C1000 TouchTM Thermal Cycler (Bio-Rad). Creado con 

BioRender. 
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Figura 19. Protocolo de amplificación de los genes rpoB y rpoD. Creado con BioRender. 

 

 

 
 

Figura 20. Protocolo de amplificación del gen gyrB. Creado con BioRender. 
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Figura 21. Protocolo de amplificación del gen phlD. Creado con BioRender. 

 

 

 
 

Figura 22. Protocolo de amplificación de genes del cluster de biosíntesis de pioluteorina. Creado 

con BioRender. 
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Figura 23. Protocolo de evaluación de la producción de sustancias inhibitorias en medio líquido. 

Creado con BioRender. 

 

 

 
 

Figura 24. Protocolo de amplificación del gen llpa. Creado con BioRender. 
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Anexo 2. Secuencia nucleotídica del gen rrs (ADNr 16S) de Pseudomonas 

protegens EMM-1. 

 

>MN959751.1 Pseudomonas protegens strain EMM-1 16S ribosomal RNA 

gene, partial sequence 

AGCGGCAGCTACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCACGGGTACTTGTACCTGGTGGCGAGCGGCG

GACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTAGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCT

AATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATTAGATGAGC

CTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCT

GAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG

GGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTC

GGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGTGATTGTTTTGACGT

TACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAG

CGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGC

CCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGG

AATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCA

CCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG

TAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCT

AACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGG

GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGC

CTTGACATCCAATGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCT

GCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCT

TGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAG

GAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAAT

GGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCC

GGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAAGCG

CGAATCGTATGCGG 
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Anexo 3. Actividades derivadas de este proyecto de investigación. 
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