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Editorial

La inteligencia artificial aplicada a la tecnología de los alimentos

La aparente simplicidad de los procesos alimentarios a menudo esconde sistemas complejos, donde los procesos 

físicos, químicos y biológicos (células o enzimas) coexisten e interactúan para crear el producto final. 

Los datos pueden estar plagados de incertidumbre o errores; es probable que haya heterogeneidad de la información 

disponible; Los datos cualitativos y cuantitativos también pueden coexistir en el mismo proceso, desde la percepción 

de los expertos sobre la calidad de los alimentos hasta las nano-propiedades de los ingredientes de una formulación 

alimentaria. 

Para obtener modelos confiables, es necesario adquirir información adicional de fuentes externas. Los expertos de un 

dominio pueden proporcionar información invaluable sobre productos y procesos, pero este valioso conocimiento a 

menudo está disponible solo en forma de intuición y experiencia implícita mediante análisis sensoriales. La inclusión 

de información experta en un modelo se puede abordar haciendo que los humanos interactúen con un proceso de 

inteligencia artificial (IA) a través de la visualización o mediante especialistas en la codificación del conocimiento 

de dominio implícito debe ayudar a mejorar el conocimiento de los alimentos.

La implementación de la IA en la industria alimentaria ha ido creciendo en los últimos años. Las nuevas tecnologías 

que involucran el uso de cualquier rama de la IA, como el aprendizaje automático, han cambiado y mejorado las 

diferentes áreas de la ciencia de los alimentos, como el proceso de producción, la evaluación de la calidad y los 

métodos para comprender la aceptabilidad de los consumidores. La aplicación de la IA en la industria alimentaria ha 

llevado al desarrollo de técnicas más confiables, objetivas, rentables, no destructivas y que consumen menos tiempo 

en comparación con los métodos tradicionales disponibles para la industria.

Algunos estudios que han presentado modelos de IA de objetivos múltiples incluyen la identificación de proteómica 

a partir del análisis de la espuma de la cerveza, la predicción de los aromas de la cerveza y los datos fisicoquímicos 

utilizando parámetros relacionados con la espuma obtenidos de un vertedor robótico, la predicción de la aceptabilidad 

de la cerveza de los atributos sensoriales utilizando datos de la nariz electrónica (e-nose) y la predicción de perfiles 

sensoriales del vino mediante espectroscopia de infrarrojo cercano o del aroma del café por cromatografía de gases 

acoplado a masas.

Entonces la IA o cualquiera de sus subdivisiones, tales como, entre otros: visión por computadora, aprendizaje 

automático, aprendizaje profundo, biometría y robótica, tecnología de sensores e internet de las cosas (IoT), entre 

otros metodologías para evaluar la calidad de los alimentos, la producción de alimentos y la aceptabilidad sensorial y 

del consumidor son una buena oportunidad para la formación de nuestros futuros Ingenieros Químicos en Alimentos.

Dr. Erick Sierra Campos 

Profesor investigador de la Facultad de Ciencias Químicas
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BIOQUÍMICA

(Bioenergética, proteínas, metabolismo, productos bioactivos)

“Lo difícil no es estar con los amigos cuando tienen razón,sino cuando sse equivocan”
André Malraux (1901-1976); novelista francés.
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La proteína Hsp21 de la chinche de cama Cimex lectularius comparte motivos de 
chaperona in sílico con αβ-crystallin humana.

1Martínez Martínez Ignacio

1Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. Tercer circuito exterior s/n, Ciudad Universitaria, Colonia 
Universidad Nacional Autónoma de México. Alcaldía Coyoacán. C.P. 04510, Ciudad de México. 

*Email de correspondencia: imm@iibiomedicas.unam.mx

RESUMEN

La chinche de cama, Cimex lectularius, es un ectoparásito 
hematófago que se alimenta del humano. Esta especie 
se enfrenta a condiciones de estrés calórico, tanto 
medioambiental como durante su alimentación. Para 
sobreponerse a dichas condiciones este insecto cuenta 
con diversas proteínas de respuesta al choque térmico 
como Hsp70. Sin embargo, se han anotado en GenBank 
otras proteínas de choque térmico de bajo peso molecular, 
que podrían participar en la respuesta al estrés calórico, 
cuyas características no se han analizado in silico, in vitro 
o in vivo. En este trabajo se analizó la secuencia de una 
proteína de choque térmico de bajo peso molecular de C. 
lectularius (Hsp21) reportada en GenBank. Se estableció 
su relación con proteínas similares, se identificaron 
motivos funcionales por homología con otras chaperonas 
y se generó un modelo tridimensional de la misma. 
Mediante el análisis bioinformático, se estableció que 
esta proteína de 20.6 kDa se relaciona filogenéticamente 
con proteínas similares recientemente descritas en 
otros insectos y comparte motivos funcionales con la 
chaperona αβ-crystallin humana, que le permitirían 
agregarse en dímeros y oligómeros, así como interactuar 
con diversas proteínas citoplásmicas. Estos resultados 
sugieren que ClHsp21 podría participar en la respuesta 
al estrés calórico. 

Palabras clave: Proteína de choque térmico, Cimex 
lectularius, αβ-crystallin humana.

ABSTRACT

The bed bug, Cimex lectularius, is a blood-sucking 
ectoparasite that feeds on humans. This species faces 
conditions of heat stress, both environmentally and 
during its feeding. To overcome these conditions, 
this insect has several proteins that respond to heat 
shock such as Hsp70. However, other low molecular 
weight heat shock proteins, which could participate 
in the response to heat stress, have been annotated in 
GenBank, whose characteristics have not been analyzed 
in silico, in vitro or in vivo. In this work, the sequence 
of a low molecular weight heat shock protein from C. 
lectularius (Hsp21) reported in GenBank was analyzed. 
Its relationship with similar proteins was established, 
functional motifs were identified by homology with 
other chaperones and a three-dimensional model of it 
was generated. Through bioinformatic analysis it was 
established that this 20.6 kDa protein is phylogenetically 
related to similar proteins recently described in other 
insects and shares functional motifs with the human αβ-
crystallin chaperone, which would allow it to aggregate 
into dimers and oligomers, as well as interact with 
several cytoplasmic proteins. These results suggest that 
ClHsp21 could participate in the response to heat stress.

Keywords: small heat shock protein, Cimex lectularius, 
human αβ-crystallin.



BIOQUÍMICA | 3 REMDIS Vol. 2, No. 13. Junio 2021 ISSN: 2594-1445

INTRODUCCIÓN

La chinche de cama (Cimex lectularius) es un ectoparásito 
humano hematófago, que es considerado un problema 
de salud pública debido a su capacidad reproductiva, 
su adaptabilidad a la mayoría de los ambientes y a su 
convivencia cercana con el hombre. Recientemente se 
ha reportado el incremento de la infestación por estos 
insectos en hogares y sitios de descanso como hoteles. 
Esta especie es considerada una plaga reemergente, 
particularmente porque se ha vuelto común, incluso 
en las grandes urbes, y ha desarrollado resistencia a 
diversos insecticidas de tipo piretroide (Sheele et al., 
2019; Zorrila-Vaca et al., 2015). Aunque tradicionalmente 
se consideraba que la chinche de cama no era transmisora 
de patógenos humanos, en los últimos años esto se ha 
puesto en duda, debido a la creciente evidencia de su 
posible papel en la transmisión de Trypanosoma cruzi y 
algunas especies de Rickettsia (Blakely et al., 2018; Potts 
et al., 2020).  Sin embargo, esta situación permanece en 
debate.

C. lectularius enfrenta diversas condiciones ambientales 
que le causan estrés, particularmente por deshidratación 
y temperaturas extremas (Benoit 2011). Asimismo, 
durante la alimentación con sangre de mamíferos, la 
temperatura en el tracto digestivo de la chinche puede 
incrementarse de 23ºC hasta 31ºC en solo 1 minuto y 
mantenerse así hasta por 7 minutos, lo cual representa 
un choque térmico para el insecto y es uno de los 
incrementos más rápidos documentado (Araujo et al., 
2009; Benoit et al., 2011). 

Para poder resistir el drástico cambio de temperatura 
durante la alimentación, este insecto cuenta con diversos 
elementos de respuesta, entre los que se encuentran 
las proteínas de choque térmico (Hsp, por las siglas 
en inglés de Heat shock proteins). Las Hsp son una 
amplia familia, cuyos miembros tienen funciones de 
chaperonas. Tres de los miembros mejor documentados 
son Hsp60, Hsp70 y Hsp90 (Kampinga et al., 2009).

Se sabe que el proceso de alimentación de C. lectularius, 
y el consecuente choque térmico, induce la rápida 
expresión de Hsp70, que se mantiene así hasta las 24 
horas post-alimentación, a pesar de que la temperatura 
del insecto se regula dentro de los primeros 30 minutos 
después de haber comido (Benoit et al., 2011). Se sabe 
que esta chaperona tiene un papel importante en el 
re-plegamiento de proteínas después del evento de 
estrés calórico (Morán-Luengo et al., 2019). Sin embargo, 

a partir de otros modelos, también se sabe que otro 
grupo de proteínas de choque térmico de bajo peso 
molecular (sHsp, por las siglas en ingles de small Hsp) 
son las encargadas de interaccionar directamente con 
las proteínas blanco para evitar su agregación y facilitar 
el posterior re-plegamiento de las mismas. Las sHsp 
tienen pesos moleculares entre 10 y 40 kDa, actividad 
de chaperona, un dominio α-cristalino formado por 
láminas β, característico de esta familia, y también 
participan en la respuesta al estrés térmico y oxidante 
(Haslbeck et al., 2019). 

Hasta el momento no se ha reportado ninguna sHsp de 
C. lectularius en respuesta a eventos de estrés, aunque 
se han identificado diversos genes similares a sHsp 
en el genoma de este insecto. Dichas proteínas no han 
sido analizadas in silico, in vitro o in vivo, por lo que no 
se tienen datos sobre sus características, ni se pueden 
inferir sus propiedades o papel biológico. Por ello, en 
el presente trabajo se realizó el análisis bioinformático 
de una de estas probables proteínas de choque térmico 
de bajo peso molecular. Se establecen sus características 
y un modelo tridimensional a partir de su similitud 
con otras sHsp, particularmente con αβ-crystallin 
humana. También se discute su probable interacción 
con proteínas blanco. 

MATERIALES Y MÉTODOS

Secuencias de sHsp utilizadas

Las secuencias empleadas en este trabajo fueron 
obtenidas de GenBank (GB) o de Protein Data Bank 
(PDB): Hsp21 de C. lectularius (GB XP_014253813.1), 
Hsp21 de Bemicia tabaci (GB AVL92584.1), Hsp28 de 
Frankliniella occidentalis (GB AFX84622.1), Hsp22 
de Laodelphax striatellus (GB AYP00114.1), Hsp21 de 
Nilaparvata lugens (GB QIB84795.1), Hsp20 de Triatoma 
dimidiata (GB JAP03064.1), Hsp20 de Pastrongilus 
megistus (GB JAC85817.1), Hsp21 de Plutella xylostella 
(GB AHW45924.1), Hsp21 de Escherichia coli (GB 
KAA1346709.1), Hsp20 de Centipeda periodontii (GB 
WP006307775.1), Hsp16 de Mycobacterium tuberculosis 
(GB KDA15745.1,), Hsp16 de Trypanosoma cruzi (GB 
AAY78951.2), Hsp16 de Bodo saltans (GB AXL08066.1), 
Hsp16.9 de Triticum aestivium (PDB 1GME), Hsp26 
de Saccharomyces cerevisiae (PDB 2H50), HspA de 
Xanthomonas axonopodis (PDB 3GLA), Hsp20 de 
Homo sapiens (GB NP_653218.1), Hsp27 de H. sapiens 
(GB NP_001531), αβ-crystallin de H. sapiens (GB 
XP_014253813.1) y αβ-crystallin de H. sapiens (GB 



4 | BIOQUÍMICA REMDIS Vol. 2, No. 13. Junio 2021 ISSN: 2594-1445

NP_001876.1). Para el modelaje de interacción proteína-
proteína entre Hsp21 de C. lectularius y sus posibles 
bancos moleculares se emplearon las secuencias de FGF 
(GB XP_014254542.1), insulina (GB XP_024084204.1), 
VEGF (GB XP_014257471.1) y β-catenina (GB 
XP_014244057.1) reportadas para C. lectularius.

Características de ClHsp21, similitud con otras sHsp 
y filogenia 

El peso molecular, punto isoeléctrico, coeficiente de 
extinción molar y carga neta de la proteína fueron 
determinados mediante el software Pepstats versión 
6.6.0 disponible en la plataforma en línea http://www.
ebi.ac.uk/Tools/services/web. 

Para establecer la similitud con otras proteínas se 
empleó el software on line BLASTp de NCBI (http://
www.ncbi.nlm.gov/BLAST/). La predicción de los 
dominios conservados para identificación de familia 
proteica se realizó mediante el programa en línea 
SMART (Simple Modular Architecture Research Tool) 
(http://smart.embl-heidelberg.de/).

Las secuencias fueron alineadas mediante el software 
MUSCLE (MUltiple Sequence Comparison by Log-
Expectation) y se estableció la filogenia mediante un 
análisis de Neighbor joining, por el método estadístico 
de Bootstrap (10, 000 réplicas), empleando el Software 
Mega6 (Edgar 2004; Tamura et al., 2013). Para el análisis 
solo se consideraron aquellas posiciones con una 
cobertura del 95%. Los cladogramas resultantes fueron 
visualizados mediante el Software FigTree Ver 1.4.3  
(Rambaut 2006)

Modelaje tridimensional de ClHsp21

El modelo tridimensional de la proteína fue generado 
a partir de la secuencia completa, utilizando dos 
plataformas de análisis en línea independientes: Phyre2 
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.
cgi?id=index) y Swiss-Model (https://swissmodel.
expasy.org/interactive) para realizar un modelado 
por homología (Kelley et al., 2015; Waterhouse et al., 
2018). La disposición estérica de los aminoácidos 
y la confiabilidad de la estructura fueron validados 
mediante el programa Procheck, mientras que la tasa 
general de frecuencias de error fue establecida mediante 
el software ERRAT, ambos incluidos en la paqueteria 
SAVES v6.0 (https://saves.mbi.ucla.edu/). El dímero 
de la proteína fue modelado utilizando el software 

Symmdock (http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/SymmDock/
php.php) (Schneidman-Duhovny et al., 2005). El modelo 
del oligómero se obtuvo a partir de los resultados 
reportados por Swiss-Model.

Identificación de los motivos funcionales de ClHsp21 

La identificación de los aminoácidos conservados en 
otras sHsp se realizó mediante un alineamiento con las 
proteínas humanas Hsp27, αA-crystallin y αβ-crystallin, 
así como con Hsp17 de T. aestivium, Hsp26 de S. cerevisiae 
y HspA de X. axonopodis, como se ha reportado para 
otras proteínas (Clark et al., 2011). El alineamiento de 
las secuencias se realizó mediante T-Coffee (http://
tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:expresso) y MUSCLE 
(Di Tommaso et al., 2011; Edgar 2004). Las discrepancias 
entre ambas fueron corregidas manualmente. 

El establecimiento de los motivos funcionales (formación 
de oligómeros, actividad antiapoptótica, actividad de 
chaperona, interacción con proteínas), motivos de 
fosforilación y de unión a metales fueron establecidos 
a partir de la comparación con las proteínas humanas y 
con secuencias reportadas previamente en la literatura 
(Clark et al., 2011; de Jong et al., 1993; Fakruddin et al., 
2000; Gaestel et al., 1991; Ghosh et al., 2007; Nahomi et 
al., 2015; Pasta et al., 2003; Pasta et al., 2004).

Modelado de interacción proteína-proteína

Las interacciones proteína-proteína entre ClHsp21 y los 
posibles blancos moleculares (FGF, Insulina, VEGF y 
β-Catenina) fueron modelados mediante la plataforma 
en línea HDOCK (http://hdock.phys.hust.edu.cn/) 
(Yan et al., 2017). En cada caso se eligió el modelo con 
el valor más bajo de energía de docking y con el valor 
más alto de desviación de la raíz cuadrada media del 
ligando (RMSD) como ha sido reportado en trabajos 
previos (Mohammad et al., 2020). Todas las estructuras 
tridimensionales predichas y los modelos de interacción 
proteína-proteína fueron visualizados y comparados 
utilizando el software PyMol Molecular Graphics 
System Ver. 2.4.0 (Janson et al., 2017). 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

ClHsp21 está relacionada filogenéticamente con sHsp 
de insectos y de humano

En Genbank hay depositadas 5 secuencias de proteínas 
tipo αA-crystallin deducidas a partir del genoma de C. 
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lectularius (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/
PRJNA298750). La matriz de distancias genéticas y 
un análisis mediante Neighbor joinin mostró que son 
muy similares entre si (Figura suplementaria 1). Por 
ello se decidió usar la secuencia XP_014253813.1 como 
representativa y se le denominó ClHsp21. El análisis 
mediante Pepstat estableció que el peso molecular de 
esta proteína es de 20.6 kDa con un punto isoeléctrico 
de 6.64, carga eléctrica de 0.5 y coeficiente de extinción 
molar a 280 nm de 9970. El análisis de la secuencia 
mediante el software SMART sugirió la pertenencia a 
la familia de proteínas de choque térmico de bajo peso 
molecular.

Al establecer la homología de ClHsp21 con otras 
proteínas mediante BLASTp se encontró alta similitud 
con la recién descrita proteína Hsp21 de B. tabacci, con 
la que comparte una identidad del 61%; así como con 
la proteína Hsp22 de L. striatellus. Interesantemente, se 
ha demostrado que ambas proteínas incrementan su 

expresión en condiciones de estrés calórico, por lo que 
se esperaría algo similar de ClHsp21 (Bai et al., 2019; 
Wang et al., 2019). 

La similitud entre esas proteínas fue corroborada 
mediante el análisis filogenético de Neighbor joining 
(Figura 1). Asimismo, puede observarse que ClHsp21 se 
encuentra en un clado adyacente a las sHsp de humano 
incluidas en este análisis. Esta cercanía filogenética 
entre sHsp de insecto y humano había sido observada 
previamente con la Hsp22 de L. striatellus que forma 
parte del mismo clado de C. lectularius (Wang et al., 
2019). Dado que el análisis Neighbor joining plantea 
semejanzas fenotípicas (en este caso aminoácidos 
conservados o iguales entre secuencias) el filograma 
resultante sugiere que ClHsp21 es más parecida a las 
chaperonas de humano (particulamente αβ-crystallin) 
que a las de otros hematófagos como T. dimidiata y 
P. megistus, lo cual puede observarse al comparar la 
longitud de las ramas en el cladograma.  
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El modelo 3D de ClHsp21 muestra alta similitud con 
αβ-crystallin humana

El modelo tridimensional de ClHsp21 obtenido por 
Phyre2 y Swiss-model fue muy similar en la disposición 
de las láminas b antiparalelas, en el dominio alfa-
cristalino (Figura suplementaria 2). En ambos casos 
los resultados señalaron la proteína 2YGD (αβ-crystallin 
humana) del Protein Data Bank (PDB) como el templado 
con el mayor score utilizado para el modelaje por 
homología. La validación del modelo mediante la 
gráfica de Ramachandran mostró que el 92.1% de los 
residuos se encuentran en la región favorable, indicando 
una buena fiabilidad de la estructura. Mientras que 
la gráfica de ERRAT mostró un factor del 91.55%, lo 
que indica una buena calidad del modelo. Al visualizar 
el modelo tridimensional de ClHsp21 y compararlo 
con αβ-crystallin humana, se observó similitud en 
la disposición estructural de las láminas β de ambas 
proteínas (Figura 2). Puede observarse la presencia 
de las láminas β3 a β9 en el modelo, con una lámina 
β6+7 extendida, característica de mamíferos y otros 
eucariontes (Haslbeck et al., 2019). 

También puede observarse que la lámina β2, no está 
representada en el modelo obtenido. Sin embargo, 
esto no es completamente inesperado, ya que diversos 
reportes han señalado que la estructura de esta lámina 
tiene cierta variabilidad. Ejemplo de ello es la propia 
αβ-crystallin, cuya secuencia β2 puede adoptar o no 
una estructura laminar, o bien parte de su secuencia 
integrarse a β3, siendo observable solo esta última 
(Clark et al., 2011). Al comparar el modelo de ClHsp21 
con la estructura reportada para αβ-crystallin humana, 
puede observarse que la disposición de los tres dominios 
(N-terminal, α-cristalino y C-terminal) es muy similar 
entre ambas (Figura 2C). 

ClHsp21 comparte motivos de chaperona con αβ-
crystallin  

Debido a la similitud observada entre αβ-crystallin 
humana y ClHsp21, así como la escasa información 
sobre las características de sHsp de insectos, se 
compararon ambas secuencias con otras sHsp (Figura 
3). El análisis inicial mostro que la región N-terminal 
de ClHsp21 comparte escasas características con otros 
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miembros de esta familia, lo cual no es inesperado 
pues trabajos previos han planteado que este dominio 
ha evolucionado de forma independiente al dominio 
α-cristalino, resultando en una amplia variabilidad y 
en una diversificación de probables blancos de unión 
(Kriehuber αβ., 2010). Sin embargo, el resto de la 
secuencia mostró que la mayor identidad se comparte 
con αβ-crystallin humana. Al comparar ambas secuencias 
se identificó un motivo de 9 aminoácidos (CDLGDQHF) 
en el extremo amino terminal, que comparte un 50% de 
similitud con la secuencia reportada para αβ-crystallin 
humana (SRLFDQFF). Previamente se ha establecido 
que la estructura amfipática adoptada por esta última, 
contribuye al ensamblaje apropiado y la estabilidad 
de los oligómeros de diversas sHsp (Pasta et al., 2003). 
También se identificó el motivo IxI (IPI) en el dominio 
C-terminal, el cual es característico de las sHsp y tiene un 
papel importante en la oligomerización de la proteína, 
al interactuar con el dominio α-cristalino (Delbecq 
et al., 2012). La capacidad para formar oligómeros es 
importante para estas proteínas, pues se ha reportado 
que la incorporación y desincorporación de dímeros 
a las estructuras de mayor tamaño (oligómeros) es un 
sistema dinámico, que se ajusta a los requerimientos 

fisiológicos de la célula (Basha et al., 2012). Asimismo, 
la forma oligomérica es la más estable en el citoplasma. 

También se identif icó el  motivo 
DGFKVNLDVQQFKPEELKVK en el dominio 
α-cristalino, que comparte un 85% de similitud con 
una secuencia de la proteína αβ-crystallin humana. Se 
ha demostrado previamente que este péptido confiere 
propiedades anti-apoptóticas y de chaperona a las 
proteínas Hsp20, Hsp27, αβ y αA-crystallin humanas 
(Nahomi et al., 2015). Esta similitud sugiere la posible 
participación de ClHsp21 en la regulación del proceso 
apoptótico en las células de C. lectularius.

Asimismo, se identificaron tres motivos en la 
secuencia de ClHsp21 (HGFISRQFTRKYRI,  
NALKSNLSSDGVLSLHAPKLI y REIPITHT) que 
comparten 93%, 71% y 75% de similitud con secuencias 
homólogas en αβ-crystallin (Figura 3). Trabajos previos 
han establecido que estas secuencias de αβ-crystallin 
pueden interaccionar con diversas proteínas como el 
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor de 
crecimiento endotelial vascular (VEGF), la β-catenina, la 
insulina y el factor de crecimiento nervioso β (NGF-β) 
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(Ghosh et al., 2007). La presencia de estos motivos sugiere 
que ClHsp21 podría unirse a proteínas citoplásmicas 
como las mencionadas, cuyos homólogos en insectos ya 
han sido descritos (Ahmed et al., 2020; Lin and Smagghe 
2019; Sohr et al., 2019; Tsai and Galko 2019). 

Para explorar la capacidad de interacción proteína-
proteína de ClHsp21 con diversos blancos moleculares 
se realizó un modelado mediante la plataforma HDOCK. 
Para ello se emplearon secuencias de proteínas de C. 
lectularius reportadas en GenBank cuya naturaleza es 
similar a los blancos naturales propuestos para esta 
chaperona. En los modelos generados se identificaron 
los aminoácidos de unión a moléculas tipo β-catenina, 
VEGF, insulina y FGF de C. lectularius (Figura 4). Los 
aminoácidos de interacción con las proteínas analizadas 
están distribuidos en tres de los motivos identificados 
en el análisis de secuencia. Ambos resultados apoyan 
el papel que ClHsp21 puede tener en la interacción con 
diversas proteínas, para protegerlas durante eventos 
de estrés.  

Dimerización y oligomerización de ClHsp21

La presencia de la lámina β6+7 en la secuencia analizada 
y su disposición tridimensional en el modelo generado, 
sugieren que esta estructura podría participar en la 
formación de homodímeros, como se ha propuesto para 
otras sHsp de eucariontes (Hochberg and Benesch 2014). 
Esta propiedad es importante, pues en algunos casos 
los dímeros de sHsp son los que interactúan con los 
sustratos para formar complejos que protejan a estos 
últimos (Santhanagopalan et al., 2018). El software en 
línea SymmDock permitió establecer la estructura del 
homodímero de esta proteína (Figura 5A). Se observó la 
interacción entre las láminas β6+7 de cada monómero 
como ha sido descrito para otras proteínas, incluida la 
αB-crystallin (Braun et al., 2011; Haslbeck et al., 2019). 
También muestra que el dominio N-terminal de uno de 
los monómeros podría adoptar una posición espacial 
diferente. Esta modificación permitiría el correcto 
ensamblaje de los dímeros en la estructura oligomérica. 
Se ha descrito anteriormente que debido a la naturaleza 
variable de las regiones N-terminal de esta familia de 
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proteínas, la conformación espacial de este dominio 
puede adoptar diferentes formas cuando se encuentra en 
estado de monómero, dímero u oligómero (Hanazono et 
al., 2013). Por ello, no es inesperado lo que se observó en 
el modelado de ClHsp21. Adicionalmente, el modelo de 
oligómero propuesto estaría formado por 24 unidades, 
en las cuales la secuencia IPI de un monómero se 
insertaría en el surco formado por las láminas β4 y β8 
del monómero adyacente, como se ha descrito para 
otras sHsp (Figura 5B y 5C) (Delbecq et al., 2012). La 
posibilidad de que esta proteína forme oligómeros tiene 
relevancia, dado que en la literatura se ha descrito que en 
el citoplasma celular son los oligómeros la forma en que 
estas proteínas se encuentran presentes (Dabbaghizadeh 
et al., 2017; Ito et al., 2001). 

Se ha demostrado que la incorporación o 
desincorporación de los monómeros y dímeros de 
diversas sHsp, incluida la αβ-crystallin, a las estructuras 
oligoméricas, está condicionado por su estado de 
fosforilación y N-acetilglucosaminación (Ecroyd et al., 
2007; Ito et al., 2001; Roquemore et al., 1996; Roquemore 
et al., 1992). En el análisis de la secuencia de ClHsp21 se 
estableció la presencia del motivo RLLS en el dominio 
N-terminal, que cumple con la estructura RXXS 

propuesta previamente como blanco de fosforilación y 
cuya serina (S43) podría ser modificada por la adición 
de un grupo fosfato por un mecanismo dependiente de 
MAPK p38 (Aggeli et al., 2008). También se estableció que 
la treonina 162 en el extremo C-terminal es susceptible 
de ser modificada por la adición de N-acetilglucosamina 
(Figura 3). 

Por otra parte, se identificaron dos aminoácidos (G101 
y H103) y el motivo EXXXD (EERSD) con la capacidad 
de unión a metales (Fe++ y Zn++). Esta secuencia se 
encuentra conservada en ClHsp21, αβ-crystallin y 
Hsp27 de humano (Figura 3). Se ha descrito que las 
láminas β del dominio α-cristalino tienen la propiedad 
de interactuar con las proteínas blanco, por lo que la 
presencia de este motivo podría conferirle a la proteína 
ClHsp21 la capacidad de unirse a metaloproteínas como 
la transferrina, ferritina o citrocromo C, que pudieran 
ser tóxicos para la célula (Kajarabille and Latunde-Dada 
2019). De esta forma ClHsp21 podría regular la muerte 
celular apoptótica inducida por hierro (ferroptosis), 
como lo hace la proteína Hsp27 humana (Sun et al., 
2015).
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CONCLUSIÓN

Los resultados del presente trabajo sugieren que 
ClHsp21 podría estar presente en el citoplasma celular 
en forma de oligómeros y por eventos de fosforilación 
y N-acetilclucosaminacion, separarse en dímeros o 
monómeros con funciones de chaperona. La capacidad 
de esta sHsp para interactuar con diversas proteínas y 
evitar su agregación durante eventos de estrés térmico 
(por ejemplo, durante la alimentación con sangre), 
podría estar dada por los motivos que comparte 
con αβ-crystallin humana. Asimismo, queda abierta 
la posibilidad de que esta proteína esté involucrada 
en evitar la muerte celular apoptótica en este insecto 
hematófago. 

Perspectivas

En la literatura se ha establecido la importancia de 
generar modelos, particularmente de proteínas poco 
estudiadas o poco caracterizadas, para proponer líneas 
de trabajo que esclarezcan su papel biológico (Mesdaghi 
et al., 2020). Los datos generados en el presente trabajo 
muestran la necesidad de comprobar la expresión de 
la proteína ClHsp21 ya sea por RT-PCR o mediante 
anticuerpos dirigidos contra proteínas similares 
como αβ-crystallin humana, tanto en condiciones 
basales como de estrés térmico (por ejemplo, durante 
la alimentación). También sería necesario obtener 
la proteína recombinante, para realizar ensayos de 
protección in vitro sobre enzimas modelo, como la Malato 
deshidrogenasa, y comprobar de esta forma su papel de 
chaperona. Asimismo, será interesante profundizar en 
el análisis filogenético mediante modelos bayesianos, 
para determinar si ClHsp21, así como otras sHsp de 
insectos, comparten un ancestro común con las sHsp 
de humano. 
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RESUMEN

El flujo de electrones en el complejo II mitocondrial 
depende del potencial de electrodo estándar, donde el 
FADH2 tiene un E°= -0.18 V y este a su vez los dona a 
la poza de ubiquinona en la membrana. Por lo cual la 
actividad del complejo no se puede medir directamente 
y es necesario emplear un  aceptor de electrones como 
el DCIP con un E°= +0.217 V y que en su forma oxidada 
es azul y a medida que se reduce se vuelve incoloro. Sin 
embargo, el coeficiente de absortividad debe calcularse 
cada vez que se emplea el DCIP ya que se ve afectado 
por la composición y pH del medio de reacción, además 
del tiempo de preparación. En base a las condiciones de 
ensayo en este trabajo el coeficiente de absortividad del 
DCIP fue 6.84 M-1 cm-1 y la actividad para el complejo 
II fue de 11.1 U/mg para mitocondrias de hígado de 
bovino después de restar la reducción inespecífica 
por los otros componentes presentes en el medio de 
reacción.

ABSTRACT

Electron flux in mitochondrial complex II depends 
on the standard electrode potential, where FADH2 
has an E° = -0.18 V and this in turn donates them to 
the ubiquinone pool in the membrane. Therefore, the 
activity of the complex cannot be measured directly 
and it is necessary to use an electron acceptor such as 
DCIP with an E ° = +0.217 V and which in its oxidized 
form is blue and as it is reduced it becomes colorless. 
However, the absorptivity coefficient must be calculated 
each time the DCIP is used as it is affected by the 
composition and pH of the reaction medium, as well 
as the preparation time. Based on the test conditions in 
this work, the absorptivity coefficient of the DCIP was 
6.84 M-1 cm-1 and the activity for complex II was 11.1 U/
mg for bovine liver mitochondria after subtracting the 
nonspecific reduction by the other components present 
in the reaction medium.
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INTRODUCCIÓN

La mitocondria es un orgánulo especializado presente 
en la célula eucariota cuya función más conocida 
es la síntesis de ATP a partir de los productos de la 
degradación oxidativa de carbohidratos, lípidos y 
aminoácidos. Sin embargo, aunque esta función es 
clave para mantener la viabilidad de la célula, existen 
diversos procesos de señalización y muerte en donde 
la mitocondria desempeña un papel clave (Friedman JR 
y Nunnari J, 2014). Por tanto, los investigadores están 
muy interesados en entender la función de este orgánulo 
en diversas patologías como diabetes, obesidad y cáncer 
(Herst PM y cols., 2017).

Además, existen las enfermedades mitocondriales las 
cuales son poco conocidos debido a su baja frecuencia 
en la población mexicana que resultan de diversas 
mutaciones en los genes del DNA mitocondrial y/o 
nuclear de algunas de las subunidades de los complejos 
mitocondriales (Gorman GS y cols., 2016).

Los complejos mitocondriales son un conjunto de 
subunidades que se distribuyen en la membrana 
mitocondrial interna y cuya función principal es 
la transferencia de electrones de los equivalentes 

reductores (NADH y FADH2) que se forman en la matriz 
mitocondrial durante la oxidación de acetil-CoA en el 
ciclo de Krebs, la glucolisis y la oxidación de ácidos 
grasos (Figura 1). Este flujo de electrones esta acoplado 
a un bombeo de protones que permiten la formación de 
un gradiente electroquímico que más adelante utiliza el 
sistema fosforilante mitocondrial a través del complejo 
V  y el transportador de fosfatos para la síntesis de ATP 
(Figura 1) (Spinelli JB y Haigis MC, 2018).

En el laboratorio se estudia la actividad de los diferentes 
componentes de la cadena respiratoria de la mitocondria 
por diversos métodos espectrofotométricos. Para ello es 
necesario utilizar los sustratos respiratorios (NADH, 
succinato, citocromo c), diversos inhibidores clásicos 
(rotenona, antimicina A, cianuro) y diversos agentes 
reductores artificiales de la familia de Hill como el 
2,6-diclorofenolindolfenol (DCPIP o DCIP) (Janssen 
AJM y cols., 2007; Hatefi Y y Stiggall DL, 1978).

El complejo II realiza la transferencia de electrones del 
succinato al FAD+ para formar fumarato y FADH2, el 
cual posteriormente dona sus electrones a la quinona 
para producir ubiquinol.

Succinato + FAD+→Fumarato + FADH2  E°= -0.18 V
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El DCIP es un colorante redox que es un forma oxidada 
tiene un color azul intenso con un máximo de absorción 
a los 600 nm; cuando esta molécula capta dos electrones 
y dos protones se reduce completamente y el color azul 
intenso se vuelve incoloro. Por tanto, la disminución de 
la absorbancia a 600 nm en un curso temporal puede ser 
empleado para determinar la actividad de los complejos 
I y II de la mitocondria. Sin embargo, el estudiante debe 
tener cuidado al emplear el DCIP ya que este compuesto 
puede aceptar electrones de algunos componentes del 
medio de reacción o de los sustratos sin la participación 
del complejo mitocondrial o enzima. 

En el caso del complejo II, el DCIP  acepta los electrones 
del FADH2 que se formó durante la oxidación del 
succinato en la reacción anterior.

FADH2 + DCIPox (azul)→FAD+ + DCIPred  (incoloro) E°= +0.217 V

Otro concepto básico importante que el estudiante 
confunde con facilidad es el coeficiente de extinción 
molar o absortividad especifica que tiene cada sustancia 
y que es necesario para calcular la actividad enzimática.  
En el caso del DCIP, no existe un solo valor de 
absortividad ya que depende de tiempo de elaboración, 
del pH empleado en el ensayo experimental y de las 
sustancias presentes tanto en la muestra y en el medio 
de reacción (Jahn B y cols., 2020). Por tanto, se sugiere 
que el valor de absortividad se determine a través 
de una curva estándar bajo las mismas condiciones 
experimentales del ensayo enzimático.

Para evitar los potenciales artefactos al determinar 
la actividad enzimática de una reacción de óxido-
reducción  es necesario que el estudiante se familiarice 
con el uso de controles positivos y negativos que faciliten 
la eliminación de los errores experimentales al valorar 
la actividad de los complejos mitocondriales. En base 
a todo lo anterior este manuscrito pretende facilitar la 
comprensión de las buenas prácticas para la medición 
de las enzimas mitocondriales.

MATERIALES Y MÉTODOS

Preparación de medio de aislamiento 

Solución preparada con 200 mM de Manitol, 50 mM 
de Sacarosa, 1 mM EDTA, 20 mM Tris y 1 mM PMSF 
(inhibidor de proteasas); disueltos en 1L de agua 
desionizada y pH ajustado a 7.4 con albumina de suero 
de bovino (BSA) 0.1%

Preparación de medio de oximetría 

Solución de 250 mM de Sacarosa, 10 mM Fosfato 
monobásico de potasio, 5 mM EDTA, 2.5 mM Cloruro 
de magnesio y Tris; disueltos en 100 mL de agua 
desionizada y pH ajustado a 7.4.

Aislamiento de Mitocondrias

Después de obtener el tejido (hígado de res), se realizan 
cortes y lavados con solución salina; para después 
homogenizar empleando medio de aislamiento con BSA. 
Se centrifuga el homogenado obtenido a 5,000 rpm x 10 
min 4°C, para conservar el sobrenadante y centrifugar a 
12,000 rpm x 10 min 4°C. El precipitado se resuspende 
en medio de aislamiento sin BSA y se centrifuga a la 
misma velocidad y para volver a resuspender la pastilla 
obtenida en el mismo medio. 

Ensayo espectrofotométrico 

Para medir actividad del complejo II mitocondrial se 
registro la reducción de la absorbancia por el DCIP (80 
µM) en presencia de 50 μg/mL de proteína mitocondrial, 
succinato 7.7 mM (sustrato), antimicina 1.6 µg/ml y 
rotenona 3.3 µM, como inhibidores en un volumen total 
de 600 µL a una longuitud de onda de 600 nm.

RESULTADOS

Los espectrofotómetros permiten realizar la medición 
de la absorbancia en un lapso de tiempo continuo que 
se conoce en cinética enzimática como curso temporal. 
Es decir, se registra la aparición o desaparición de una 
sustancia en un determinado tiempo. En el caso del 
DCIP, se registra la disminución de la absorbancia en 
un tiempo corto de tiempo (1-5 min) en presencia de los 
sustratos e inhibidores necesarios para solo valorar la 
actividad de un complejo respiratorio a la vez.

Para determinar la actividad del complejo II en 
mitocondrias rotas de hígado de bovino se empleó 
como sustrato al succinato y se adicionaron los 
inhibidores del complejo I y III, rotenona y antimicina 
A, respectivamente. Por último, se agrega el DCIP para 
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iniciar la reacción (Figura 2). Una vez que los datos se 
registran como coordenadas (A vs t), la distribución de 
puntos se ajusta a una ecuación polinómica de segundo 
grado y se obtiene el valor de la pendiente (0.1335), 
el cual será empleado más adelante para calcular la 
actividad enzimática.

Figura 3. Curso temporal de la actividad del complejo 
II en mitocondrias aisladas de hígado de bovino. 

Antes de transformar el valor de la pendiente del 
trazo anterior en actividad del complejo II se deben 
realizar una serie de controles importantes para evitar 
subestimar o sobrevalorar la actividad de la enzima. Por 
lo cual, se debe eliminar la posible interferencia química 
entre el DCIP con otros componentes mitocondriales 
y sus inhibidores. La Figura 3 muestra los cursos 
temporales obtenidos por la proteína mitocondrial 
en presencia de rotenona y antimicina  de manera 
individual o combinada. Es interesante mencionar que 
la presencia del inhibidor del complejo I (rotenona) 
disminuye la reducción del DCIP ya que presenta el 
valor de pendiente más bajo (0.0173). Sin embargo, 
la presencia de antimicina A favorece la reducción 
inespecífica del DCIP y su combinación con rotenona 
no afecto la reacción química. Por tanto, se debe restar 
el valor de la pendiente del ensayo combinado (0.0272) 
al valor inicial calculado en presencia de succinato 
(0.1335). Al realizar el ajuste de los controles de la figura 
4 se obtuvo un valor de pendiente de 0.1063 para la 
actividad específica del complejo II.

A continuación se debe realizar la curva estándar del 
DCIP y para ello es necesario medir la absorbancia a 
diferentes concentraciones del compuesto de acuerdo a 
la siguiente tabla 1. Esta curva se realiza por triplicado 
para mejorar la precisión de los resultados. 

Figura 4. Curso temporal de la reducción del DCIP por 
mitocondrias aisladas de hígado de bovino en ausencia 
de succinato y presencia de inhibidores (rotenona, azul; 
antimicina A, naranja y ambos, gris). 

Tabla 1. Curva estándar de DCIP empleando el medio 
de oximetría.

La Tabla 2 muestra los valores promedio de 
absorbancia (X) que se obtuvieron para cada una de 
las concentraciones del DCIP. Además de muestra la 
desviación estándar (DE) y el porcentaje del coeficiente 
de variabilidad de los datos (CV).

Tabla 2. Valores promedio, desviación estándar y 
variación para cada concentración de DCIP.

Al graficar los datos de la tabla 2 y ajustarlos a la 
ecuación de la línea recta se obtuvo y = 6.84 e-3x + 9.62 e-3. 
Por tanto, el valor de absortividad del DCIP se obtiene 
directamente de la pendiente de la ecuación anterior 
y ajustando las unidades de concentración quedo en 
6.84 M-1 cm-1.
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A continuación se emplea la siguiente ecuación de 
actividad enzimática en la cual de sustituyen el valor 
de la pendiente ajustada (m) de 0.1063 y de absortividad 
(ε) de 6.84 M-1 cm-1.

Donde FD es el factor de dilución; p es la concentración 
de proteína.

La actividad del complejo II que se obtuvo fue de 
11.1 U/mg para mitocondrias de hígado de bovino. 
Es importante recordarle al estudiante que cada trazo 
mostrado en este trabajo fue realizado mínimo por 
triplicado y que es importante reportar la actividad 
enzimática con su valor promedio y su desviación 
estándar en caso de querer comparar sus datos con otros 
publicados en la literatura. 

DISCUSIÓN

Medir la actividad enzimática es una herramienta muy 
importante para conocer los procesos metabólicos y 
por lo cual siempre que sea posible debe ser valorado 
mediante cursos temporales, los cuales deben ser 
ajustados de acuerdo al patrón de distribución de 
puntos que en este estudio para determinar la actividad 
del complejo II en mitocondrias de hígado de bovino 
fue a través de la ecuación polinómica de segundo 
grado.  Es importante destacar que nuestro valor de 
absortividad es semejante a otros reportados en la 
literatura, pero estos valores son muy diversos y debe 
calcularse cada vez que se emplea el DCIP. Aunque es 
importante mencionar que nuestro valor es de los más 
pequeños reportados, ya que en general varían de 12 
hasta 21 M-1 cm-1 (Kolaj-Robin O y cols., 2011; Basner 
A y Antranikian G, 2014; Chen-juan Ke y cols., 2014). 
Sin embargo, su valor es afectado por la composición 
y el pH del medio de reacción y además el tiempo de 
su preparación. 

Otro aspecto importante es que la presencia de los 
inhibidores respiratorios afectan de manera diferente 
la reducción de DCIP y requieren una valoración más 
precisa ya que tanto el complejo I y III utilizan una 
gran cantidad de grupos prostéticos y cofactores que 
pueden influir en el flujo de electrones hacia el DCIP. Sin 
embargo, tales mecanismos están fuera de los objetivos 
de este trabajo.

CONCLUSIÓN

El DCIP es un colorante que tiene una gran capacidad 
para captar electrones y se utiliza para ensayar 
reacciones redox por su fácil manejo. Sin embargo, 
este compuesto es inespecífico ya que no se une 
directamente a la enzima como un sustrato. Este es el 
caso para los complejos mitocondriales (I y II), ya que 
ambas enzimas generan ubiquinol y esta molécula cede 
los electrones al DCIP.  Por tanto, es necesario emplear 
inhibidores específicos de los complejos (rotenona, 
malonato y antimicina) para realizar la corrección de 
la actividad. En este trabajo se demostró que en ausencia 
de succinato ocurre una reducción inespecífica del DCIP 
por componentes mitocondriales y que su velocidad de 
reacción se afecta por la presencia de los inhibidores. 
Además, que en nuestras condiciones experimentales el 
DCIP tiene un valor de absortividad muy bajo de 6.84 
M-1 cm-1, que corresponde a la mitad del valor reportado 
en la literatura y por tanto no se debe dar como un 
hecho que estos valores serán empleados porque así 
esta reportado en otros estudios.
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Ensamblaje molecular del complejo NDH-1 quinona oxidorreductasa  
de Moringa oleifera.
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RESUMEN 

Moringa oleifera es un árbol con distintas propiedades 
terapéuticas, como anticancerígeno, antidiabético, gran 
potencial antioxidante, y otras. Es una planta resistente 
a los climas calurosos, condiciones de sequía, de 
crecimiento rápido, con poca exigencia para los nutrientes 
del suelo, que se puede cultivar fácilmente en zonas 
áridas y tropicales. Uno de los mecanismos adaptativos 
de las plantas ante condiciones poco favorables, cómo 
fluctuaciones en la cantidad de luz captada por los 
fotosistemas por efecto de la zona de desarrollo del 
organismo, es el transporte cíclico de electrones mediado 
por el complejo NDH-1 quinona oxidorreductasa en 
el cual se centra este estudio. En M. oleifera, solo se ha 
estudiado a la región transmembranal sin caracterizar a la 
parte citosólica, y en ninguna de estas se ha desarrollado 
una estructura tridimensional, nosotros mediante 
herramientas bioinformáticas de libre acceso como Phyre2 
y ClusPro 2.0 proponemos por medio de ensamblaje 
molecular un modelo tridimensional del complejo NDH-
1 quinona oxidorreductasa para M. oleifera. Mediante 
Phyre2 se realizó la búsqueda de homólogos estructurales 
para las todas las subunidades reportadas en el genoma 
y que aún no están caracterizadas en esta planta. Se 
encontraron 6 subunidades de la porción citosólica (J, I, 
M, N, S y O) y 7 subunidades en la porción membranal 
(A, B, C, D, E, F y G). Además, se elaboró un modelo 
tridimensional con todas las subunidades encontradas 
mediante acoplamiento molecular con ClusPro 2.0 y 
HDOCK server. Aunque desconocemos los alcances de 
nuestros resultados, nosotros consideramos que este 
estudio puede ayudar a entender la relación metabólica 
entre  la actividad del complejo, con la resistencia y fácil 
desarrollo de la M. oleifera, ante condiciones adversas.

Palabras clave: Moringa oleifera, complejo NDH-1 
quinona oxidorreductasa, modelo tridimensional y 
bioinformática.

ABSTRACT

Moringa oleifera is a tree with different therapeutic 
properties, such as anticancer, antidiuretic, great 
antioxidant potential, and others. It is a plant resistant 
to hot climates, drought conditions, fast growing, with 
little demand for soil nutrients, which can be easily 
cultivated in arid and tropical areas. One of the adaptive 
mechanisms of plants under unfavorable conditions, 
such as fluctuations in the amount of light captured by 
photosystems due to the effect of the organism's grow 
region, is the cyclical transport of electrons mediated 
by the NDH-1 quinone oxidoreductase complex in 
which this study focuses on. In M. oleifera, only the 
transmembrane region has been studied without 
characterizing the cytosolic part, and in none of these 
has a three-dimensional structure been developed, we, 
using free access bioinformatic tools such as Phyre2 and 
ClusPro 2.0, propose by means of molecular assembly 
a three-dimensional model of the NDH-1 quinone 
oxidoreductase complex for M. oleifera. Using Phyre2, 
the search for structural homologues was carried out 
for all the subunits reported in the genome and that 
are not yet characterized in this plant. There were 6 
subunits of the cytosolic portion (J, I, M, N, S and O) 
and 7 subunits in the membrane portion (A, B, C, D, E, 
F and G). In addition, a three-dimensional model was 
made with all the subunits found by molecular coupling 
with ClusPro 2.0 and HDOCK server. Although we do 
not know the scope of our results, we consider that this 
study can help to understand the metabolic relationship 
between the activity of the complex, with the resistance 
and easy development of M. oleifera, in the face of adverse 
conditions.

Keywords: Moringa oleifera, NDH-1 quinone 
oxidoreductase complex, three-dimensional model and 
bioinformatics.
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INTRODUCCIÓN 

En su habitad natural, los organismos fotosintéticos 
(plantas y cianobacterias) deben adaptarse ante 
condiciones adversas como cambios climáticos, pocos 
nutrientes y fluctuaciones en la cantidad de luz solar 
que pueden recibir, ya sea por falta de esta o un exceso 
de la misma. Los organismos fotosintéticos de manera 
evolutiva han desarrollado distintos mecanismos 
protectores, como es el caso del transporte cíclico 
de electrones, el cual funge como regulador en la 
fotosíntesis ante fluctuaciones en la cantidad de luz 
recibida (Nikkanen, L y cols, 2018).

La fotosíntesis es un proceso oxigénico que convierte 
la luz solar en energía química, y del cual se sostiene 
la mayoría de la vida en la tierra. Este proceso ocurre 
en dos fases, la lumínica en donde los fotosistemas I y 
II por medio del complejo antena captarán fotones que 
excitan las moléculas de clorofila para generar ATP y 
NADPH en un transporte lineal de electrones (figura 1), 
y una fase oscura donde se consumen estos productos 
en una fijación de carbono (Laughlin, TG. y cols, 2020; 
Shikanai, T, 2016). 

Frente a cantidades no constantes de luz solar, la 
fotosíntesis tiende a ser regulada por el complejo 
NDH-1 quinona oxidorreductasa como mecanismo 

de protección, en una ruta distinta con un transporte 
cíclico de electrones, en la cual no hay producción de 
NADPH y los electrones giran en torno al fotosistema 
I y el citocromo b6f en una síntesis exclusiva de ATP 
(figura 2, Laughlin, TG  y cols, 2020).

El complejo NDH-1 quinona oxidorreductasa está 
formado por 11 a 16 subunidades dependiendo de la 
especie. Las mejores estructuras que se conocen del 
complejo son de Arabidopsis thaliana y Termosynechococcus 
elongatus, las cuales se encuentran depositadas en la 
base de datos de proteínas (Protein Data Bank; https://
www.rcsb.org/) (Shikanai, T, 2016; Sato, S y cols., 1999).  
Las subunidades OPS son altamente conservadas por 
formar parte de la actividad catalítica. Además, su 
nombre se atribuye a su parecido estructural y funcional 
con el NADH deshidrogenasa mitocondrial, aunque 
a diferencia de su homólogo este se encuentra en el 
cloroplasto y los electrones le son transferidos por la 
ferredoxina (Figura 2; Laughlin, TG y cols 2019).

La NDH-1 quinona oxidorreductasa cumple un papel 
regulador en organismos fotosintéticos cuando las 
condiciones lumínicas no son favorables, es por esto 
que el estudio de este complejo en especies que hacen 
frente a condiciones inhóspitas se vuelve de gran interés, 
ya que con ello se podría elucidar la relación entre el 
complejo y la capacidad de supervivencia.
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La Moringa oleifera es una planta tolerante a la 
sequía de rápido crecimiento con propiedades 
agronómicas, nutricionales y farmacéuticas de 
gran valor. Recientemente se reportó el genoma 
del cloroplasto completo de esta planta a través del 
ensamblado a partir de lecturas de secuenciación 
de alto rendimiento de genoma completo, como un 
recurso para futuros estudios sobre la filogenia y la 
evolución de Moringaceae. Además, a pesar del número 
reducido de genes en el genoma compacto de Moringa, 
se encontró que 101 familias de genes, que agrupan 957 
genes, se expandieron significativamente. Las familias 
expandidas están altamente enriquecidas para funciones 
cloroplastídicas y fotosintéticas. De hecho, casi la mitad 
de los genes que pertenecen a las familias expandidas de 
Moringa se agruparon con sus ortólogos codificados por 
plastidios de A. thaliana (Ojeda-López, J y cols., 2020). 

El árbol de Moringa oleifera es cultivado en ciertos 
países en desarrollo por su alto contenido nutricional 
y su adaptabilidad a ambientes áridos y semiáridos. 
En 2015, se realizó un proyecto de alta calidad sobre 
la secuencia del genoma de la M. oleifera. En este 
estudio  se ensamblo un 91,78% del tamaño estimado 
del genoma y contiene 19,465 genes que codifican 
proteínas. El análisis genómico comparativo entre M. 
oleifera y los genomas de plantas leñosas relacionadas 
ayuda a aclarar la evolución general de esta especie, 
mientras que la identificación de varias familias de 
genes específicos de la especie y genes seleccionados 
positivamente en M. oleifera puede ayudar a identificar 
genes relacionados con el alto contenido de proteínas 

de M. oleifera contenido, crecimiento rápido, tolerancia 
al calor y al estrés (Tian Y et al., 2015).

El genoma del cloroplasto tiene 160,600 pares de bases 
(pb) de longitud, con una región grande de copia 
única (LSC) de 88,577 pb, una región pequeña de copia 
única (SSC) de 18,883 pb, separada por dos regiones 
de repetición invertida (IR) de 26,570 pb cada una y se 
predijo que contiene 131 genes, con un contenido global 
de GC del 36,78% (Lin, W y cols., 2019). 

A nivel de proteína, existe muy poca información sobre 
las estructuras de las proteínas que participan en los 
diversos procesos metabólicos que ocurren en la M. 
oleifera. Sin embargo, las herramientas bioinformáticas 
que se tienen pueden ser de apoyo para comenzar a 
elucidar la caracterización estructural de complejos 
multiproteicos como la NDH-1 quinona oxidorreductasa. 

Phyre2 es un conjunto de herramientas disponibles en 
la web para predecir y analizar la estructura, función 
y mutaciones de las proteínas. El enfoque de Phyre2 
es proporcionar a los biólogos una interfaz simple 
e intuitiva para herramientas de bioinformática de 
proteínas de última generación (Kelley LA et al., 2015).

El servidor ClusPro (https://cluspro.org) es una 
herramienta ampliamente utilizada para el acoplamiento 
proteína-proteína. El servidor proporciona una página 
de inicio simple para uso básico, que requiere solo 
dos archivos en formato Protein Data Bank (PDB). 
Sin embargo, ClusPro también ofrece una serie de 
opciones avanzadas para modificar la búsqueda; Estos 
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incluyen la eliminación de regiones de proteínas no 
estructuradas, la aplicación de atracción o repulsión, 
las restricciones de distancia por pares, la construcción 
de homo-multímeros, la consideración de datos de 
dispersión de rayos X de ángulo pequeño (SAXS) y la 
ubicación de los sitios de unión de heparina (Kozakov 
D et al., 2017).

En base a todo lo anterior, el objetivo de este estudio fue 
emplear los servidores online Phyre2  y ClusPro para 
elucidar el modelo estructural de la NDH-1 quinona 
oxidorreductasa y mediante este enfoque poder generar 
conocimiento sobre la relación metabólica entre  la 
actividad del complejo, con la resistencia y su fácil 
desarrollo de la M. oleifera, ante condiciones adversas.

MATERIALES Y MÉTODOS 

Las secuencias de residuos de aminoácidos para cada 
subunidad disponible del complejo NDH-1 quinona 
oxidorreductasa fueron recuperadas de UniProt 
(https://www.uniprot.org) como un formato FASTA 
para las especies de Moringa oleífera y Arabidopsis thaliana.

Con las subunidades de Arabidposis thaliana 
correspondientes a la región citosólica del complejo, se 
realizó un análisis de alineamiento básico de secuencias 
(BLAST) en el servidor de la National Center for 
Biotecnology Information (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/) sobre el genoma de Moringa oleifera (secuenciado 
por método shotgun). Una vez ubicada cada subunidad 
en el genoma de moringa, estas fueron cargadas en un 
motor de búsqueda y reconocimiento de homólogos 
proteicos a estructuras curadas o caracterizadas en 
el servidor de Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/
servers/phyre2/html/page.cgi?id=index), en donde 
se recuperaron los archivos PDB con las coordenadas 
atómicas para construir los modelos tridimensionales. 
Se ensambló cada subunidad del complejo por medio 
de acoplamiento molecular (docking) a partir de los 
servidores ClusPro (https://cluspro.bu.edu) y HDOCK 
server (http://hdock.phys.hust.edu.cn/), finalmente 
se generó un candidato a modelo completo tanto de la 
región citosólica como la transmembranal del complejo 
NDH-1 quinona oxidorreductasa de Moringa oleifera.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Mediante alineamiento de secuencias tipo “Blast” 
se encontraron similitudes entre las secuencias de 
nucleótidos del genoma reportado de M. oleifera con 
aquellas conocidas para otras plantas y de esta forma 
encontrar los genes que forman parte de cada subunidad 
del complejo NDH-1 quinona oxidorreductasa, Las 
subunidades membranales del complejo NDH-1 ya 
fueron reportadas previamente (Ojeda-López, J. y 
cols., 2020), sin embargo, no existe información sobre 
las subunidades citosólicas y por tanto no se cuenta 
registro en M. oleifera, entonces se decidió tomar las 
secuencias de A. thaliana por ser un modelo vegetal bien 
caracterizado en este aspecto. 

Además, el genoma de M. oleifera únicamente se 
encuentra disponible en forma de fragmentos o 
andamios (scaffolds), ya que fue secuenciado por el 
método SHOTGUN, por lo que las subunidades se 
situaron en el scaffold del genoma en base al mayor 
puntaje de homología o probabilidad entre los 57,000 
fragmentos disponibles. En este caso el valor E fungió 
como guía durante la elección de scaffolds, ya que al 
tratarse de fragmentos y no precisamente de genes, la 
longitud de estos puede contribuir a la disminución del 
porcentaje de cobertura entre las secuencias. Tomando 
en cuenta lo anterior, se situó en la región más probable 
a cada una de las subunidades del complejo NDH-1 
quinona oxidorreductasa, que podrían corresponder 
al gen que codifica para cada una de las subunidades 
del complejo (tabla 1).

En base a la información disponible en la tabla 1 se 
procedió con el modelado de la estructura tridimensional 
de cada subunidad con ayuda del servidor Phyre2, 
donde se introdujo cada una de las secuencias de 
residuos de aminoácidos, para que este servidor 
predijera los motivos estructurales por medio de una 
comparación entre la secuencia de las subunidades 
y las de estructuras existentes bien caracterizadas y 
cuya estructura está disponible en el banco de datos 
de proteínas (PDB), la forma más probable en la que 
estas podrían generar una conformación tridimensional. 
Este servidor de búsqueda relacionó las secuencias 
introducidas con las subunidades del complejo para 
la especie de Thermosynechococcus elongatus, en donde 
se predijo con una confidencia del 100%, aunque con 
porcentaje de identidad variable de 41 a 66% entre 
secuencia y estructura homóloga, que el modelo 
más apegado a cada subunidad del complejo NDH-1 
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quinona oxidorreductasa de M. oleífera corresponde 
a una cianobacteria como se muestra en la tabla 2 y 
3, sin embargo este servidor genera únicamente una 
estructura ya existente que será homóloga a la secuencia 
que se le ingrese.

El acoplamiento molecular de las regiones citosólica 
y transmembranal del complejo NDH-1 quinona 
oxidorreductasa se realizó en base a las subunidades que 
el servidor Phyre2 de búsqueda arrojó como templados 
de la especie Thermosynechococcus elongatus, para mostrar 
la estructura más probable a desarrollarse por parte de 
la especie Moringa oleifera con los datos disponibles. El 
ensamblaje molecular del complejo NDH-1 quinona 
oxidorreductasa, se realizó en base a las estructuras 
propuestas por el motor de búsqueda de homologías. 
Por medio de la predicción de acoplamientos entre las 
subunidades (docking) mediante interacción proteína-
proteína por el servidor ClusPro se formaron a las 
regiones citosólica catalítica y transmembranal del 
modelo in silico de NDH-1 quinona oxidorreductasa para 
M. oleífera (figura 3 y 4). Es interesante mencionar que las 
subunidades que forman la porción citosólica presentan 
elementos de estructura secundaria muy diversos desde 

motivos tipo barril de hoja beta (subunidad S) hasta 
grandes secciones de loop (subunidad I) (Figura 3).

Las subunidades que forman la porción membranal 
presentaron una gran cantidad de alfa-hélices donde las 
subunidades B, D y F presentan la mayor cantidad de 
pases transmembranales y una parte de la subunidad F 
interactúa con las subunidades B, D y E. Sin embargo, 
la estructura de la subunidad C fue menos definida y 
se acopla más fácilmente con las subunidades A y G 
(Figura 4).

La integración completa del complejo fue realizada bajo 
el conocimiento de la función individual de cada una de 
las subunidades tabla 2 y 3, generándose una propuesta 
de complejo anclado a la membrana tilacoidal con la 
región catalítica ubicada hacia el estroma Figura 5. Es 
importante destacar que este modelo correlaciona bien 
con aquellos estudios reportados previamente en la 
literatura (Laughlin, TG y cols., 2020; Zhang, C y cols., 
2020) y aunque en plantas se considera que el complejo  
NDH-1 quinona oxidorreductasa es importante en 
el reciclamiento de electrones no se puede descartar 
que este complejo realice más funciones dentro del 
fotosistema como ocurre en las cianobacterias. 
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CONCLUSIÓN

A través del uso de herramientas bioinformáticas de 
acceso libre (Phyre2,  ClusPro2.0 y HDOCK server) fue 
posible conocer los genes y las posibles estructuras 
de cada subunidades que forman parte del  complejo 
NDH-1 quinona oxidorreductasa de Moringa oleifera 
para desarrollo un modelo estructural tridimensional 
muy parecido aquel reportado para la cianobacteria 
Thermosynechococcus elongatus. Por tanto, esta 
información servirá de base para conocer la relevancia 
de este complejo en la capacidad adaptativa de M. 
oleifera.
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QUÍMICA FARMACÉUTICA Y CLÍNICA
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“Nunca dejes de sonreír, ni siquiera cuando estes triste, porque nunca sabes quien se 
puede enamorar de tu sonrisa”

Gabriel Gracía Márquez (1927-2014); escritor colombiano, premio Nobel de literatura.
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RESUMEN

Las candidiasis son infecciones causadas principalmente 
por Candida albicans, una levadura patógena oportunista 
que aprovecha la predisposición del huésped y sus 
factores de virulencia para desarrollarse. Durante 
los últimos años, el aumento en la resistencia de los 
tratamientos disponibles ha llevado a los investigadores 
a la búsqueda de alternativas terapéuticas. La ε-poli-L-
lisina (EPL) es un homopolímero que presenta actividad 
antimicrobiana; sin embargo, los estudios disponibles 
en levaduras son escasos, por lo cual su mecanismo de 
acción no se ha esclarecido. En esta revisión se reúne 
información sobre C. albicans y lo reportado, hasta 
ahora, sobre el efecto antimicrobiano de la EPL, con el 
propósito de tener una base para futuras investigaciones 
sobre el mecanismo de acción de este policatión, para 
que pueda ser utilizado como alternativa antifúngica 
contra este patógeno de importancia médica. 

Palabras clave: Candida albicans, candidiasis, 
antimicrobianos, policationes, ε-poli-L-lisina.

ABSTRACT

Candidiasis are fungal infections caused by opportunistic 
pathogenic yeast called Candida albicans. Candida takes 
advantage of the host predisposition and its virulence 
factors to induce disease. During the last years, the 
increasing resistance to the available treatments has 
urged the scientists to search for alternative therapeutics. 
ε-poly-L-lysine (EPL) is a homopolymer that has 
antimicrobial activity; however, there is a shortage of 
research on its applications in yeast, and besides, its 
mechanism of action has not been determined. This 
review gathers information about C. albicans and 
what has been reported about the EPL antimicrobial 
effect in order to have enough information for future 
investigations to elucidate the action mechanism of 
the polycation and its use as an antifungal alternative 
against the medical importance pathogen.

Key words: Candida albicans, candidiasis, antimicrobials, 
polycations, ε-poly-L-lysine.
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INTRODUCCIÓN

Candida albicans es una levadura patógena oportunista 
que representa un importante problema de salud, por 
ser resistente a varios fármacos y por su capacidad de 
presentar múltiples factores de virulencia (da Silva 
Dantas et al., 2016).

La ε-poli-L-lisina (EPL) es un homopolímero del 
aminoácido L-lisina caracterizado por su atípico 
enlace peptídico entre los α-carboxilos y los ε-aminos 
del aminoácido L-lisina. Este homopolímero presenta 
actividad antimicrobiana y en algunos países se utiliza 
como aditivo y conservador alimenticio; además, 
cuenta con un certificado GRAS (Generally Recognized 
as Safe) por la FDA (Food and Drug Administration). El 
mecanismo de acción de la EPL no se ha elucidado 
completamente, pero se ha propuesto que la adsorción 
a la superficie celular juega un papel importante. Se ha 
sugerido que el polipéptido catiónico interactúa con la 
superficie celular cargada negativamente por adsorción 
iónica y posteriormente interactúa con las membranas 
celulares produciendo su permeabilización (Hyldgaard 
et al., 2014). 

Candidiasis

Las candidiasis son micosis causada por diversas 
especies del género Candida; las cuatro más frecuentes 
son C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis y C. tropicalis; 
sin embargo, C. albicans es la responsable del 40-80% de 
ésta. Los pacientes pueden presentar cuadros clínicos 
que afectan principalmente mucosas (boca, vagina), 
piel, uñas y, de manera excepcional, órganos como los 
pulmones e intestino. C. albicans es un hongo asexual 
y pleomórfico, es decir, puede crecer como levadura 
mediante gemación o desarrollar pseudohifas por 
alargamiento y unión de levaduras o como hifas 
verdaderas (Bonifaz, 2016).

C. albicans está presente en la mayoría de las 
personas como un hongo comensal, ya que forma 
parte de la microbiota normal de los tractos 
respiratorio, gastrointestinal y genitourinario; pero 
puede comportarse como oportunista en personas 
inmunocomprometidas. El comensalismo de C. albicans 
está relacionado con factores intrínsecos (regulación de 
genes, morfología celular, adaptación y carga fúngica) 
y extrínsecos (microbiota competitiva, dieta y estado 
inmunológico del paciente). Los cambios en el equilibrio 
patógeno-huésped llevan a la disbiosis, lo cual provoca 

que se comporte como un oportunista (Bonifaz, 2016). 

Las condiciones para que C. albicans se comporte como 
oportunista son que soporte 37 ºC y se adapte a diferentes 
condiciones del huésped como la disponibilidad de 
nutrientes, pH, hipoxia y niveles de CO2, entre otros, 
de manera que puede colonizar diferentes nichos; cabe 
resaltar que la presencia de factores de virulencia le 
permite evadir eficientemente el sistema inmunitario 
(da Silva Dantas et al., 2016). Las condiciones de 
predisposición del huésped también contribuyen a que 
se presente como un patógeno oportunista; entre ellas 
se encuentran la presencia de enfermedades como el 
cáncer, diabetes mellitus, enfermedades hematológicas, 
enfermedad vascular periférica y pancreatitis, procesos 
debilitantes  como trasplantes de órganos sólidos o de 
células madre, cirugías, obstrucción urinaria, trauma o 
diálisis, inmunodeficiencias como infección por VIH, o 
estar bajo tratamiento con antibióticos, corticoterapia o 
quimioterapia (Bonifaz, 2016). 

Factores de virulencia de C. albicans

Los factores de virulencia de C. albicans le permiten 
evadir el sistema inmunológico y desarrollar con éxito 
la enfermedad, como se describe a continuación:

La flexibilidad metabólica le permite adaptarse a 
diversas condiciones que enfrenta, tal es el caso del uso 
eficiente de fuentes alternativas de carbono, resistencia 
al estrés y cambios en la superficie celular (da Silva 
Dantas et al., 2016). 

Las enzimas hidrolíticas extracelulares de C. albicans le 
permiten digerir las moléculas proteicas para obtener 
nutrientes, evadir el sistema inmunitario e incluso 
degradar el tejido conectivo para facilitar la adhesión 
y la invasión a los tejidos. Entre las principales enzimas 
se encuentran las proteasas, fosfolipasas y lipasas (da 
Silva Dantas et al., 2016).

Las proteasas, en especial las aspartil proteinasas 
secretadas (Saps), le proporcionan un sistema 
proteolítico eficiente y flexible que desempeña un papel 
importante en las infecciones de las mucosas, ya que 
degradan las superficies celulares del huésped, como 
la queratina, colágeno, mucina y laminina, o hidrolizan 
las proteínas de defensa como la lactoferrina salival, las 
enzimas del estallido respiratorio de los macrófagos e 
inmunoglobulinas (Rivera et al., 2005).  
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Las fosfolipasas, en especial la fosfolipasa B (PLB) 
presenta actividad de hidrolasa y fosfolipasa-
transacilasa, es secretada en la punta de las hifas durante 
la invasión de los tejidos (Rivera et al., 2005). 

Las lipasas están asociadas con la adhesión a la célula 
del hospedero, al  daño tisular y a la inducción de 
respuestas inflamatorias del huésped. La expresión de 
los genes (LIP1-LIP10) que codifican para ciertas lipasas 
dependen del estado de la infección (Castillo et al., 2019).

La candidalisina es una toxina peptídica citolítica 
secretada por la forma invasiva (hifa) de C. albicans, es 
fundamental para desarrollar las infecciones en mucosas 
y las infecciones sistémicas, ya que daña las células 
epiteliales y activa las células para el reclutamiento de 
neutrófilos y los linfocitos Th17 (Naglik et al., 2019).

El cambio fenotípico de C. albicans, también conocido 
como transición blanco-opaco, es una variación no sexual 
que genera diferencias en la morfología macroscópica y 
microscópica, así como su vulnerabilidad hacia las células 
inmunes y su virulencia; las células blanco presentan 
morfología pequeña y redonda y están presentes en la 
colonización de tejidos e infecciones sistémicas, además 
liberan quimioatrayentes reconocidos por los leucocitos 
polimorfonucleares (PMN) en comparación con las 
células opaco que tienen una morfología más alargada, 
no atraen PMN, evaden la respuesta inmune innata e 
inician la expresión de los factores de adherencia (Geiger 
et al., 2004; Lan et al., 2002; Staniszewska et al., 2013).

C. albicans tiene la capacidad de adherirse a las células 
del huésped, lo cual la hace más patógena. Las adhesinas 
son biomoléculas que promueven su adhesión a las 

células del huésped o a sus ligandos específicos, como 
son ciertas proteínas de la matriz extracelular de las 
células del huésped, como laminina, fibrinógeno, 
fibropectina y colágeno (de Groot et al., 2013).

Existen diversas adhesinas que expresa C. albicans; por 
ejemplo, las codificadas por el grupo de genes ALS 
(Als 1-7 y 9), HWP (Hwp2, Ywp1, Eap1) e IFF/HYR 
(Hyr1, Hyr3, Iff1-11) que contribuyen a la formación 
de la biopelícula y son necesarias para la virulencia 
de C. albicans; la biopelícula le proporciona mayor 
resistencia al ataque de los antifúngicos, le permite 
evadir el sistema inmunitario y moléculas inductoras 
o quorum sensing (de Groot et al., 2013; Satyanarayana 
& Kunze, 2017).

El dimorfismo fúngico o morfogénesis es el fenómeno 
que presentan algunos hongos patógenos en el cual 
se observa una morfología en su vida libre y otra 
diferente al parasitar. La morfogénesis en C. albicans 
se expresa en la transición de su forma levaduriforme 
a la filamentosa (pseudohifas o hifas verdaderas) en 
respuesta a la temperatura, suero, pH, CO2, deficiencia 
de nutrientes, entre otros (Figura 1). El crecimiento de la 
forma filamentosa tiene ventajas sobre la levaduriforme 
en la penetración de la célula o tejido, debido a que en la 
punta de la hifa se secretan enzimas capaces de degradar 
proteínas, lípidos y otros componentes celulares, lo 
que facilita su infiltración en sustratos sólidos y tejidos 
(Rivera et al., 2005). 

En general, la forma de levadura predomina durante la 
colonización de la mucosa en el huésped sano, pero la 
hifa aparece cuando las defensas de éste de debilitan; en 
este sentido, ambas formas de crecimiento desempeñan 
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un papel importante en la patogénesis y colonización 
de diversos nichos en el huésped (Rivera et al., 2005).

C. albicans tiene la capacidad de contrarrestar la 
inmunidad nutricional y puede asimilar nutrientes 
para su crecimiento dentro del huésped, aspecto que 
lo hace un patógeno eficiente. Sin embargo, algunos 
micronutrientes, como el hierro y el zinc, se retienen 
activamente en los patógenos invasores en un proceso 
llamado inmunidad nutricional; ya que el patógeno 
expresa transportadores que le permiten la captación 
de micronutrientes, como es el caso en que las hifas 
de C. albicans que tienen la capacidad de unirse a los 
eritrocitos y lisarlos para obtener hierro a partir del 
grupo hemo. Se conoce que la proteína de superficie 
Rbt5 es la que actúa como receptor de la hemoglobina 
(Crawford & Wilson, 2015).

C. albicans es capaz de evadir la fagocitosis, ya que es 
posible que aumente su alcalinidad neutralizando el pH 
del interior del fagolisosoma o que genere antioxidantes 
y así supere el estrés oxidante. De esta manera, C. albicans 
puede salir del interior del fagocito sin ser degradada, 
ya sea por vomocitosis, es decir, por exocitosis (una 
expulsión sin provocar la lisis del macrófago) o por la 
lisis del macrófago como consecuencia de la extensión 
de la hifa o por la piroptosis del macrógago que 
implica la activación de la caspasa-1 y caspasa-11 así 
como la secreción de IL-1β (da Silva Dantas et al., 2016; 
Wellington et al., 2013).

Otra estrategia de esta levadura oportunista es su 
capacidad para cambiar la arquitectura y composición 
de su pared celular, afectando la inmunogenicidad 
y alterando la expresión y presentación de Patrones 
Moleculares Asociados a Patógenos (PAMPs) para 
evitar la unión con los Receptores de Reconocimiento 
de Patrones (PRRs). La pared celular de C. albicans 
está formada principalmente por tres polisacáridos; 
la quitina, los glucanos y los mananos (de tipo O- y 
N-), los cuales se encuentran organizados en dos capas: 
la capa externa, rica en mananos unidos a proteínas 
y la capa interna, que contiene quitina y β-glucano 
(Alburquenque & Tapia, 2013). 

Antifúngicos contra la Candidiasis

Actualmente existen cuatro tratamientos para las 
candidiasis: azoles, polienos, equinocandinas y 
análogos de pirimidina, pero es baja la probabilidad 
de un tratamiento exitoso y aumentan las posibilidades 

de un desenlace fatal si el patógeno es resistente a uno 
o varios fármacos (Ksiezopolska & Gabaldón, 2018).

Los azoles son compuestos heterocíclicos aromáticos 
de cinco miembros que contienen al menos un átomo 
de nitrógeno en su anillo, entre los más usados están 
los triazoles. Estos fármacos actúan dirigiéndose a la 
enzima lanosterol 14α-desmetilasa del citocromo P450, 
que convierte al lanosterol en ergosterol; esta enzima está 
codificada por el gen ERG11. El ergosterol es el principal 
esterol de la membrana celular, importante para el 
control de su fluidez. Como consecuencia de la acción 
de los azoles, la membrana celular de Candida spp. se 
vuelve deficiente de ergosterol y acumula otros esteroles 
tóxicos 14α-metilados, lo que provoca la disminución 
de la fluidez de la membrana y, en la mayoría de los 
casos, la inhibición del crecimiento celular. El fluconazol 
es el fármaco azólico más utilizado para el tratamiento 
de las candidiasis; sin embargo, se considera que su 
uso extendido ha provocado la aparición de cepas 
resistentes (Ksiezopolska & Gabaldón, 2018). 

Se ha encontrado que los imidazoles; ketoconazol y 
miconazol entran a las células por difusión simple y, 
además de inhibir la síntesis de ergosterol, producen un 
eflujo de K+, alterando su homeostasis. Tienen un efecto 
fungistático, no provocan la lisis celular pero sí la salida 
de aniones como fosfato inorgánico y nucleótidos, así 
como la entrada de H+ (Calahorra et al., 2011).

Los polienos son compuestos orgánicos poliinsaturados 
que contienen al menos tres enlaces carbono-carbono 
dobles y simples alternos. Su acción antifúngica está 
mediada por la unión con el ergosterol que forma canales 
en la membrana celular que tienen como resultado la 
pérdida de la permeabilidad de la membrana, pérdida 
de iones y moléculas; también se une con esteroles 
intracelulares causando daños celulares principalmente 
en las vías de la respiración celular, activa mecanismos 
oxidantes y tiene efectos inmunomoduladores, asimismo 
puede activar algunas funciones de los linfocitos. El 
más utilizado es la anfotericina B desoxicolato, que 
fue el primer fármaco antifúngico exitoso aprobado. 
En la actualidad, la anfotericina B se usa ampliamente 
a pesar de su alta toxicidad provocada por la unión 
con el colesterol (componente de las membranas 
celulares humanas), lo cual genera efectos tóxicos a 
nivel renal. Otro problema se encuentra en que sólo 
a altas concentraciones tiene efecto fungicida, pues 
a bajas concentraciones sólo tiene efecto fungistático 
(Ksiezopolska & Gabaldón, 2018; Ruiz-Camps & 
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Cuenca-Estrella, 2009).

Las equinocandinas son lipopéptidos anfifílicos, entre 
los que se encuentran la caspofungina, micafungina 
y anidulafungina, que inhiben la biosíntesis de 
1,3-β-glucano, al actuar sobre la 1,3-β-glucano sintasa, 
enzima necesaria para la formación del polímero de la 
pared celular, codificada por los genes FKS1 y FKS2. 
Como resultado de su acción, causan la inestabilidad 
osmótica en la célula y su lisis (Ksiezopolska & 
Gabaldón, 2018). 

El uso del análogo de pirimidina, flucitosina 
(5-fluorocitosina), es limitado debido a que se han 
encontrado cepas de Candida spp. resistentes a este 
fármaco si es utilizado en monoterapia. Tiene un 
efecto  fungistático. Es transportado por la citosina 
permeasa al interior de la célula fúngica donde es 
desaminada a 5-fluorouracilo por la citosina desaminasa 
y, posteriormente, se convierte en 5-fluorouridina, 
generando ARN aberrante o en 5-fluorodesoxiuridina 
que interfiere con la síntesis de ADN (Ksiezopolska & 
Gabaldón, 2018). 

Los principales mecanismos asociados con la resistencia 
a los azoles para Candida albicans son la mutación del 
gen ERG11, dando como resultado una sobreexpresión 
de la enzima lanosterol 14α-desmetilasa o una alteración 
en la enzima que disminuye o acaba con su afinidad al 
fármaco impidiendo su efecto. También las mutaciones 
en los genes de resistencia a fármacos de Candida (CDR1 
y CDR2) y en los genes de resistencia a múltiples 
fármacos (MDR1) ayudan a disminuir la acumulación 
de fármaco intracelular (Paul et al., 2019).

A pesar de que no es frecuente la resistencia de 
Candida spp. a los antifúngicos polienos, en específico 
la anfotericina B, cuando ocurre se le relaciona con 
una disminución de los niveles de ergosterol en la 
membrana celular a causa de mutaciones en los genes 
ERG2, ERG3, ERG5, ERG6 y ERG11 que codifican 
para enzimas implicadas en la síntesis de ergosterol, 
observándose una disminución de las mismas; sin 
embargo, esta resistencia no se ha caracterizado 
muy bien (Bhattacharya et al., 2020; Ksiezopolska & 
Gabaldón, 2018).

Las mutaciones puntuales en los hotspots de los genes 
FKS1 y FKS2 causan la resistencia a las equinocandinas, 
lo cual resulta en una disminución de la afinidad 
del fármaco con su blanco la 1,3-β-glucano sintasa 

(Ksiezopolska & Gabaldón, 2018; Perlin, 2015)

La disminución de la susceptibilidad a la flucitosina 
se ha asociado con mutaciones puntuales en FCY1, 
FCY2 y FUR1. Los cambios en FCY2 interfieren con 
la absorción del fármaco (inactivación de la citosina 
permeasa), y las alteraciones en FCY1 y FUR1 inactivan 
las enzimas implicadas en la vía de la pirimidina, la 
citosina desaminasa y uracilfosforribosiltransferasa, 
respectivamente (Hope et al., 2004; Ksiezopolska & 
Gabaldón, 2018).

Durante los últimos años el aumento en la resistencia 
de los tratamientos disponibles ha llevado a los 
investigadores a la búsqueda de alternativas 
terapéuticas.

La ε-poli-L-lisina y su propiedad antimicrobiana

Desde el descubrimiento de la ε-poli-L-lisina (EPL) 
por Shima y Sakai en 1984, muchos investigadores han 
prestado atención a la actividad antimicrobiana que 
tiene este homopolímero (Yoshida & Nagasawa, 2003). 

A finales de 1980, se aprobó dicho homopolímero como 
conservador de alimentos en Japón, posteriormente 
se utilizó en países como Estados Unidos y Corea 
del Sur debido a su seguridad, estabilidad al calor, 
biodegradabilidad y su amplio espectro antimicrobiano 
(Tabla 1). Actualmente cuenta con un código GRAS por 
la FDA (GRAS No 000135) que lo reconoce como seguro 
para ser utilizado como aditivo alimentario (Hyldgaard 
et al., 2014; Tan et al., 2018; Xu et al., 2016). 

La ε-poli-L-lisina (EPL) es un homopoliaminoácido 
lineal compuesto por 25 a 35 residuos de L-lisina, 
caracterizado por su enlace peptídico entre los grupos 
α-carboxilo y ε-amino de la L-lisina, producida como un 
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metabolito secundario por Streptomyces albulus, (Figura 
2) (Pandey & Kumar, 2014; Rodrigues et al., 2020; Yoshida 
& Nagasawa, 2003) por la ε-poli-L-lisina sintetasa 
(Pls), una péptido sintetasa no ribosomal (NRPS) 
anclada a la membrana plasmática; esta proteína de 
membrana ejerce una actividad catalítica de tipo ligasa 
de aminoácidos para la formación de enlaces peptídicos 
y está compuesta por un dominio de adenilación (A), un 
dominio de tiolación (T), seis dominios transmembrana 
(TM) rodeados de tres dominios solubles en tándem 
(C1,C2 y C3) en el carboxilo terminal  como se observa 
en la Figura 3 (Xu et al., 2016). 

Por otro lado, se han identificado dos enzimas de 
degradación de la ε-poli-L-lisina: Pld y PldII que son 
aminopeptidasas que contiene Zn2+, estas enzimas 
son  importantes en la autoprotección de S. albulus y 
otros microorganismos productores de la EPL; ya que 
en grandes cantidades podría ser tóxica para ellos 
mismos; se ha reportado que PldII es la más importante 
en la degradación de la EPL. A pH 7.0 estas enzimas 
presentan su mayor actividad y a pHs ácidos su 
actividad disminuye considerablemente; asimismo 
se ha documentado que se requiere un medio ácido 
durante la fermentación de la EPL para la acumulación 
de ATP intracelular (Yamanaka et al., 2010).

La EPL tiene un amplio espectro antimicrobiano, 
es soluble en agua, biodegradable, con un punto 
isoeléctrico de 9.0; su efecto antimicrobiano es muy 
amplio a diferentes pHs,  tanto en condiciones ácidas 

como alcalinas, así como a diferentes  temperaturas; 
soporta incluso la esterilización en autoclave sin sufrir 
degradación (lo que la hace muy estable), no es tóxica 
para el humano, es selectiva y no causa daño a las 
células mamíferas ni al medio ambiente (Yoshida & 
Nagasawa, 2003).

En el cuerpo humano, la EPL puede ser degradada en 
lisina y ser absorbida como un aminoácido esencial 
por el cuerpo sin ningún efecto secundario ni tóxico. 
Se ha reportado que la EPL altera transitoriamente la 
microbiota intestinal en ratones; sin embargo ésta se 
restablece posteriormente. Del mismo modo, se tienen 
reportes de que la EPL es segura; fue prácticamente 
no tóxica en un estudio de citotoxicidad oral aguda 
en ratas con una administración de hasta 5 g/kg y no 
hubo efectos adversos en un estudio de alimentación 
crónica en ratas, tambien se ha demostrado que no 
afecta los fibroblastos dérmicos primarios de humanos 
ni interviene en el proceso de cicatrización en córneas 
de conejos lesionados (Hiraki et al., 2003; You et al., 2017; 
Venkatesh et al., 2017).

El mecanismo de inhibición propuesto en bacterias es 
la adsorción electrostática de la EPL sobre la superficie 
celular de los microorganismos, con base en su propiedad 
catiónica, seguido del despojo de la membrana externa, 
lo cual provoca una distribución anormal del citoplasma 
y produce daño fisiológico a las células (Shima et al., 
1984). 
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Hyldgaard et al., (2014) han propuesto que la EPL, al 
ser de naturaleza catiónica, interactúa con la superficie 
celular cargada negativamente por adsorción iónica 
y que posteriormente interfiere con las membranas 
celulares, provocando daño fisiológico que conduce 
a la permeabilización de la membrana externa de los 
microorganismos.

Chang et al. (2010) evaluaron la eficacia antimicrobiana 
de la EPL contra Escherichia coli O157: H7, Salmonella 
typhimurium y Listeria monocytogenes. Reportaron que 
la EPL altera la bicapa de la membrana plasmática, 
conduce a la formación de micelas y a su desintegración 
generando daños en el citoplasma. 

Recientemente Jiao et al. (2020) observaron que la EPL 
inhibió el crecimiento de colonias de Botrytis cinerea, así 
como la gemación de esporas y el alargamiento del tubo 
germinativo; del mismo modo, fue capaz de inducir la 
ruptura de la membrana celular y provocando la salida 
de proteínas, lo que la condujo a su muerte. También 
observaron que la EPL produce la peroxidación de los 
lípidos de la membrana.

La EPL también ha mostrado un efecto antimicrobiano 
debido a la acumulación de especies reactivas de 
oxígeno (ROS) intracelulares que pueden causar 

daño oxidativo a las mitocondrias, y la supresión del 
crecimiento y patogenicidad de hongos que genera 
daño a la integridad de la membrana celular y a la 
pared celular de las células fúngicas, ocasionando la 
salida de moléculas pequeñas, carbohidratos solubles 
y ácidos nucleicos por lo que se sugiere que provoca la 
fragmentación del ADN (Li et al., 2019; Tan et al., 2018).

Bo et al. (2016) reportó que la EPL provocó cambios en 
la composición de ácidos grasos de la membrana en 
Saccharomyces cerevisiae, bajo un microscopio electrónico 
de transmisión observaron un ligero aumento en la 
fluidez de la membrana celular y plasmólisis de las 
células, así como algunos cambios de curvatura de la 
membrana. También, la EPL indujo estrés osmótico al 
romper el equilibrio iónico entre el interior y el exterior 
de la membrana.

Como antecedentes de nuestro laboratorio; se está 
investigando el impacto que este homopolímero tiene 
sobre la fisiología de C. albicans. Se ha observado 
que altera la integridad de la membrana, ya que 
al interaccionar de una manera electrostática, se 
reacomodan sus componentes y generan la formación 
de poros por donde se liberan las moléculas pequeñas, 
provocando la salida de K+, material que absorbe 
a 260 y 280 nm, así como fosfato inorgánico; a altas 
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concentraciones de EPL se ha visto la inhibición de los 
procesos metabólicos más importantes: la respiración 
celular y la fermentación, razón por la cual inhibe el 
crecimiento de la levadura (Padilla F. J., 2019). 

Como se ha mencionado anteriormente, el efecto 
antimicrobiano que tiene la EPL frente a diferentes 
microorganismos como bacterias y hongos no se ha 
esclarecido del todo; sin embargo, podría considerarse 
que el mecanismo de acción es en realidad la acumulación 
de los daños a la membrana y pared celulares que la 
EPL causa al microorganismo generando la alteración 
morfológica, salida de material citoplasmático, 
acumulación de ROS y daños en el ADN como se 
muestra en la Figura 4.

La EPL ha mostrado un efecto antimicrobiano 
comprobado en diversas investigaciones y ha tenido 
diferentes aplicaciones, pero se tiene evidencia escasa 
sobre su mecanismo de acción, en específico para ser 
utilizado como antifúngico. En un futuro próximo, se 
podría sugerir para ser utilizada en el tratamiento de 
algunas candidiasis. 

CONCLUSIONES

Esta investigación recopiló la información necesaria 
sobre C. albicans y sus factores de virulencia, así 
como los mecanismos de acción de los antifúngicos 
actuales y el efecto antimicrobiano de la EPL; con lo 
anterior, podemos sugerir que el efecto de la EPL es el 
conjunto de daños a la membrana y pared celulares, lo 
que genera alteración morfológica, salida de material 
citoplasmático, estrés osmótico y acumulación de 
ROS, causando a su vez peroxidación de lípidos y 
alteración de  los procesos metabólicos, además de 
daños en el ADN, lo cual lleva a  la inhibición del 
crecimiento del microorganismo. Claramente, falta 
realizar procedimientos experimentales para corroborar 
varios de los mecanismos propuestos en esta revisión 
bibliográfica.
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RESUMEN

La tuberculosis (TB) se considera una enfermedad 
reemergente y los métodos para su diagnóstico tienen 
baja sensibilidad, debido a que es una bacteria de 
crecimiento lento. Es causada por especies del género 
Mycobacterium y es un problema muy importante de 
salud pública. El objetivo fue evaluar la actividad 
de la enzima nitrato reductasa en sobrenadantes de 
cultivo de células mononucleares en cabras expuestas 
a la administración de la vacuna BCG de M. bovis. 
Exposición de cabras a la vacuna BCG. Método de 
Ficoll-Hypaque. Prueba de exclusión del colorante azul 
de tripano. Detección y cuantificación de NO2- por el 
método ELISA. En el primer tratamiento (control) la 
concentración de NO2- fluctuó entre 7.86 y 19.82 μM/l, 
en el segundo tratamiento (vacuna BCG de M. bovis) 
fueron entre 13.76 y 84.81 μM/l, observándose mayor 
respuesta a los tres días de iniciar el tratamiento. En 
el grupo al cual se le aplico la vacuna BCG produjo 
una elevada producción de NO por los macrófagos 
activados, ya que tienen mecanismo antimicrobiano 
potente. Por lo que es factible evaluar la actividad de 
la enzima nitrato reductasa, para determinar de la 
infección de la tuberculosis latente.

Palabras clave: Tuberculosis | Nitrato reductasa | 
Vacuna BCG | Mycobacterium tuberculosis.

ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is considered a reemerging disease 
and the methods for its diagnosis have low sensitivity 
because it is a slow growing bacterium. It is caused 
by species of the genus Mycobacterium and is a very 
important problem of public health. The objective was to 
evaluate the activity of the enzyme nitrate reductase in 
culture supernatants of goat mononuclear cells exposed 
to the administration of the M. bovis BCG vaccine. 
Exposure of goats to BCG vaccine. Ficoll-Hypaque 
method. Proof of exclusion of trypan blue dye. Detection 
and quantification of NO2- by the ELISA method. In 
the first treatment (control) the concentration of NO2- 
fluctuated between 7.86 and 19.82 μM/l, in the second 
treatment (BCG vaccine of M. bovis) were between 13.76 
and 84.81 μM/l, being observed a greater response to 
the three days of starting treatment. In the group to 
which the BCG vaccine was administered, it produced 
a high NO production by activated macrophages, since 
they have a potent antimicrobial mechanism. Therefore, 
it is feasible to evaluate the activity of the enzyme nitrate 
reductase, to determine latent tuberculosis infection.

Key words: Tuberculosis | Nitrate reductase | BCG 
Vaccine | Mycobacterium tuberculosis.
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INTRODUCCIÓN

La tuberculosis (TB) es una enfermedad transmisible 
que se conoce desde la antigüedad, además ha sido 
considerada la causa más frecuente de decesos (Jurado 
et al., 2015), es considerada como un problema de salud, 
económico y social de gran magnitud a nivel mundial 
(Campanico et al 2018). La TB es una enfermedad 
infecciosa que se encuentra entre las 10 principales 
causas de muerte en todo el mundo, y la principal causa 
bacteriana de muerte (Simoes et al 2020). En 2019, se 
estima que 10 millones de personas desarrollaron TB 
y 1,5 millones de personas murieron como resultado 
de la enfermedad (Appetecchia et al 2020; World 
Health Organization 2020). El 24 de marzo de 1882 
el médico alemán Robert Koch descubrió el agente 
causal de esta entidad Mycobacterium  tuberculosis (M. 
tuberculosis), es una enfermedad de las más estudiadas 
y temidas en la historia de la humanidad, de origen 
infecciosa, curable, prevenible y en la actualidad una 
enfermedad reemergente. Según la OMS, estima que 
un tercio de la población mundial tiene la infección 
de la TB latente (LTBI), de los cuales el 10% llegara a 
tener la enfermedad de la TB teniendo la capacidad de 
infectar de 10 a 15 personas en un año (OMS, 2017). 
Según las estadísticas a nivel mundial se han reportado 
10 millones 400 mil casos nuevos de TB en personas 
adultas, de los cuales 2 millones 700 mil murieron; sin 
embargo, existió 1 millón de casos nuevos en niños de 
los cuales murieron 170 mil (OMS, 2017). La SSA en 2016 
reportó en México 64,096 casos nuevos de TB a nivel 
nacional, de los cuales Durango tiene 841 y Coahuila 
1,774 casos (SSA, 2016).  La única vacuna contra la TB 
con licencia, Bacillus Calmette-Guerin (BCG), es una 
cepa de M. bovis atenuada desarrollada a través de una 
técnica simple sometiendo a una cepa virulenta de M. 
bovis a un cultivo seriado in vitro durante 13 años, que 
se utiliza desde 1921 como medida preventiva (Dietrich, 
Mollenkopf et al. 2002; Aguilo, Alvarez-Arguedas et al. 
2015 y Gu, Chen et al. 2016). Uno de los indicadores 
inmunológicos que se están utilizando para realizar 
el diagnóstico de la LTBI es la producción de óxido 
nítrico (NO), interferón-gamma (IFN-γ) e interleucinas 
(IL) (Waters, Palmer et al. 2002), en esta etapa la 
enfermedad permanece inactiva. Al respecto, se ha 
observado que el nivel de NO exhalado aumenta en los 
pacientes con TB (Liu, Wang et al. 2010). Sin embargo, 
se ha detectado inmuno histoquímicamente un nivel de 
expresión elevado de NOS2 en macrófagos obtenidos 
por lavado pulmonar alveolar de individuos con TB 

pulmonar (TBP) activa (Harjani, Yap et al. 2016). De 
hecho, la vía inhalatoria de administración del fármaco 
sirve como la opción principal para los inhaladores de 
polvo o aerosoles, ya que proporcionan una preferencia 
acumulación de drogas en el sitio de destino además 
de ser no invasivo y que supera la degradación de 
los fármacos gastrointestinales. Por lo tanto, también 
pueden restringir la exposición al fármaco a las células 
sanas (Nabi et al 2020). El problema con la TB es que 
cuando la bacteria se activa, se propaga de manera 
rápida por medio de la saliva, es decir, una persona 
que está enferma con M. tuberculosis, al hablar o toser, 
despide aerosoles (gotitas de saliva) con los cuales 
puede diseminar la enfermedad a otras personas que 
se encuentran cerca de ella. La elevada producción de 
óxido nítrico (NO) por los macrófagos activados es un 
mecanismo antimicrobiano potente. Experimentalmente, 
los intermediarios de nitrógeno reactivo (RNI) juegan 
un papel protector en la infección tuberculosa aguda 
y crónica persistente. Debido a la facultad que tiene 
Mycobacterium de reducir los nitratos (NO3-) a nitritos 
(NO2-) por la acción de la enzima nitrato reductasa, 
nitrato reductasa, hecho que conlleva a la posibilidad 
de evaluar la actividad de nitrato reductasa mediante 
la determinación de NO2- a través de sobrenadantes de 
cultivo de células mononucleares de cabras posterior 
a la administración de la vacuna BCG de M. bovis. En 
la práctica clínica la prueba de la nitrato reductasa es 
útil en la detección temprana de la resistencia del M. 
tuberculosis para el manejo del paciente y el control 
de la infección, por lo que. el objetivo de la presente 
investigación fue evaluar la actividad de la enzima 
nitrato reductasa en sobrenadantes de cultivo de células 
mononucleares de sangre periférica (PBMC) en cabras 
expuestas a la administración de la vacuna BCG de M. 
bovis.  

MATERIAL Y MÉTODOS

Se seleccionaron 12 animales de ganado caprino razas 
Sannen, con edad aproximada de 24 meses, libres de TB, 
brucelosis y clínicamente sanos (Figura 1). Los animales 
empleados en el estudio se mantuvieron en corrales 
aislados del resto del ganado. Se realizó el marcaje y 
se procedió a pesar cada animal. De los 12 animales 
asignados para el estudio, 6 cabras fueron control y 
6 animales para aplicar la vacuna BCG de M. bovis. 
La toma de muestra se realizó por venopunción en la 
yugular utilizando tubos Vacutainer® con EDTA de 
4 ml. Seis cabras (control) fueron inoculadas con 0.1 
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ml de solución salina (Pasteur Merieux, Lyon France). 
Otras seis cabras fueron inmunizadas con la vacuna 
BCG de M. bovis utilizada por la Secretaría de Salud. Se 
aplicó 0.1 ml de solución, con una jeringa para insulina 
vía intradérmica. Se tomaron muestras en el momento 
previo a la inoculación (cero días), y posteriormente 
a los 3, 7, 14, 21 y 27 días después de inocular a los 
animales, y se evaluaron los RNI (NO2-) en las PBMC 
en µmoles/l (Feng, Bean et al. 1999). 

Obtención de las células mononucleares a partir de 
sangre total por el método de Ficoll-Hypaque

La sangre periférica fue colectada en tubos Vacutainer® 
con EDTA y procesada en un lapso no mayor de 
cuatro horas a temperatura ambiente. Posteriormente, 
la sangre total se centrifugó a 1500 rpm durante 15 
min, se recolectó el plasma y se colocó en un tubo 
cónico de 15 ml, la capa de células mononucleares o 
suspensión celular (SC) presente entre el plasma y el 
paquete globular, posteriormente la SC se resuspendió 
en RPMI suplementado con suero fetal bovino (SFB) 
al 10% y 27 mM de bicarbonato de sodio llevándolo a 
6 ml, después se pasó a otro tubo cónico con 3 ml de 

Ficoll-Hypaque de una manera lenta por las paredes del 
tubo, se volvió a centrifugar a 1,500 rpm durante 15 min 
(eliminar freno de la centrífuga), se obtuvieron 4 capas, 
Ficoll, mononucleares, Ficoll, y polimorfonucleares con 
eritrocitos, respectivamente (Figura 2). Posteriormente, 
se recuperó el anillo rico en células mononucleares 
mediante aspiración con una pipeta y se lavó dos veces 
PBS estéril llevándolo hasta 10 ml para lavar del Ficoll 
que haya quedado, manteniendo en hielo y centrifugar 
a 1500 rpm durante 5 min. 

Determinación de la viabilidad de las células 
utilizando la prueba de exclusión del colorante azul 
de tripano 

Las suspensiones celulares se resuspendieron en 
RPMI completo con SFB. La viabilidad de las células 
se determinó utilizando la prueba de exclusión del 
colorante azul de tripano (Huttunen, Pelkonen et al. 
2004). Se realizó una dilución con 100 μl de SC: en un 
tubo eppendorf de adicionaron 90 μl de PBS más 10 μl 
de SC (1:10), de esta suspensión se tomaron 10 μl y se 
pasaron a otro tubo eppendorf con 80 μl de PBS más 10 
μl de azul de tripano (1:100) e inmediatamente después 
se mezcló y se tomaron 10 μl para adicionarlos a un 
hematocitómetro como se muestra en la Figura 3, para 
contar las células mononucleares en un microscopio con 
el objetivo seco débil (10X) (Gallily, Aalseth et al. 1970). 
Se leyeron los linfocitos de cuatro cuadrantes (1, 3, 7, 
9) y se ajustaron las células a 1.32 X 106. Las células no 
viables se tiñen de color azul oscuro, las células viables 
excluyen el colorante, permaneciendo sin teñir (Berger 
y Edelson 1976).

Detección y cuantificación de nitritos (NO2-) por el 
método ELISA

La prueba de Griess es una prueba química que 
detecta la presencia de nitritos orgánicos. La reacción 
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de diazotación de Griess, en la que se fundamenta el 
reactivo de Griess, fue descrita por primera vez en 1858 
por Peter Griess. El nitrito es detectado y analizado por 
la formación de un color rojo rosado al tratamiento de 
una muestra conteniendo NO2- con el reactivo de Griess.

Figura 3. Cámara de Neubauer (Brand) o 
Hematocitómetro.

Cuando se agrega el ácido sulfanílico, los nitritos forman 
una sal de diazonio. Cuando se agrega la α-naftilamina, 
se desarrolla un color rosado. El reactivo de Griess 
comercial típico contiene 0,2% de diclorhidrato de 
naftiléndiamina, y 2% de sulfanilamida en ácido 
fosfórico al 5%.

Las soluciones stock de nitrito de sodio (NaNO2-) 
(SIGMA®) en 100 mM de agua fueron almacenados 
a 4°C, la solución de NO3- reductasa (Boehringer 
Mannheim®, Lewes, United Kingdom) a 2.5 U/ml 
y una mezcla de NADPH (SIGMA®) a 1.67 mg/ml 
más flavin adenin dinucleótido (FAD) (Boehringer 
Mannheim®, Lewes, United Kingdom) a 0.05 mg/ml 
en agua fueron almacenados a -20°C. 

El ensayo fue realizado en microplacas de fondo plano 
de 96 pozos. 100 μl de cultivo de células mononucleares 
se transfirieron a placas de 96 pozos, adicionando 50 μl 
a cada una, uno para la medición de NO2-. Agua (20 μl 
por pozo) fue adicionado a la microplaca del NO2- y la 
mezcla enzimática (20μl por pozo). Todas las microplacas 
fueron incubadas durante 30 minutos a temperatura 
ambiente. El reactivo de Griess (100 μl por pozo) fue 
adicionado y después de 5 minutos a temperatura 
ambiente se realizó en todas las microplacas la lectura 
de las densidades ópticas (OD) a 620 nm (referencia) 
(Jeevan, McFarland et al. 2006), se midió la absorbancia 
en un lector de ELISA (Organon Tecknika®, Microwell 
system) (Figura 4).

Figura 4. Lector de ELISA (Organon Tecknika®, 
Microwell system)

Las concentraciones de NO2- fueron calculadas 
directamente  de la curva patrón  del nitrito  de sodio 
(Rhoades y Orme 1997) en solución PBS en un rango de 
concentraciones de 0 a 100 μM. Los ensayos se realizaron 
por duplicado obteniéndose la media de éstos.

 Análisis estadístico

Para el análisis estadístico de los valores de concentración 
obtenidos del control y tratamiento con la vacuna 
BCG para determinación de NO2- de las muestras se 
les realizó un tratamiento estadístico para variables 
cuantitativas, se utilizó la prueba T de Student como 
prueba paramétrica para valorar si hay diferencia 
significativa a una p<0.05 entre dos grupos de datos, 
el análisis se realizó con el programa de EXCEL 2010.

RESULTADOS

Se incluyeron 12 animales de ganado caprino, raza 
sannen, con un promedio en peso de 53.85 kg (Tabla 
1), con edad aproximada de 24 meses, libres de TB, 
brucelosis y clínicamente sanos. 

La viabilidad de las células fluctuó entre los rangos 
de 80 y 85%, en algunos casos se logró obtener una 
viabilidad hasta de 95%, lo cual nos indicó que el trabajo 
que se estaba realizando fue de muy buena calidad.
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Niveles de nitritos (NO2-)

Se obtuvo la densidad óptica de los cultivos de células 
mononucleares, se preparó una curva patrón de NaNO2- 
(Tabla 2) para calcular las concentraciones existentes en 
cada muestra de NO2-. Para la solución patrón se pesó 
0.5 g de NaNO2 puro, disolver en un litro de agua, libre 
de nitritos. Diluir 10 ml de esta solución a un litro con 
agua destilada  (1 ml = 0.005 mg de NaNO2).

Mezclar perfectamente y después de 20 min leer en 
el espectrofotómetro UV visible a λ= 520 nm. Ajustar 
el cero con el blanco. Trazar una curva graficando 

concentración (mg de NaNO2) contra absorbancia.

100 µmol – 1 mL

    x µmol – 0.1 mL   x= 10 µmol nitrito/mL

10 µmol – 0.117

   x µmol – 0.162      x= 13.8461538 µmol/mL (Control, 
primer muestreo. Día cero)

El comportamiento de los diferentes tratamientos 
durante el período de los muestreos, aunque fue 
variable, se observó un incremento de NO2- (Tabla 
3).                            

Con un nivel de significancia del 0,05 (p < 0,05) se obtuvo 
una diferencia significativa del efecto de variación de 
las densidades ópticas, así como, de la concentración 
en μmoles/l de NO2- durante los periodos de muestreo 
de los 27 días.

Por resultar significativa la interacción tipo de 
tratamiento a cabras en los periodos de muestreo, la 
presentación de resultados solo se sujetará a este factor 
de variación, debido a que describe de manera más 
completa el comportamiento biológico del estudio. Con 
un nivel de significancia de 0,05 (p < 0,05) se obtuvo 
una diferencia significativa del efecto de variación de 
DO, así como, de la concentración en μmoles/l de NO2- 
durante los periodos de muestreo de los 27 días. 

DISCUSIÓN

La capacidad de M. tuberculosis de sobrevivir y 
reproducirse dentro de los macrófagos, incluso en 
presencia de factores adversos como el NO, esencial 
para el desarrollo de la infección. La identificación de los 
mecanismos utilizados por micobacterias para evadir 
el daño nitrosante es un objetivo importante ya que 
podría ayudar a desarrollar estrategias para prevenir la 
TB (Espinosa-Cueto et al., 2015). En una investigación 
previa, se observaron los rangos de las concentraciones 
de  NO2- y NO3- en muestras de plasma en individuos 
sanos y fueron de 1.3-13 µM/l (media de 4.2 µM/l) y 
4.0-45.3 µM/l (media de 19.7 µM/l), respectivamente 
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(Moshage, Kok et al. 1995) y a pesar de que el presente 
experimento fue realizado en caprinos, como un 
comparativo manifestamos el valor promedio de niveles 
de  NO2- de animales control durante el muestreo 
de 27 días fue 7.86324786 y 19.8290598 µM/l (media 
14.54629628 µM/l), en el segundo tratamiento (vacuna 
BCG de M. bovis) entre 12.6495726 y 94.5299145 µM/l 
(media de 33.09164306µM/l). Este valor coincide con 
el rango promedio reportado por otros investigadores 
en la determinación de RNI que fue 25.1 ± 3.59 µM 
de NO2-/NO3- en cultivos realizados durante 1, 3 y 7 
días de macrófagos derivados de monocitos de sangre 
periférica en pacientes con lepra (Khare, Bhutani et 
al. 1997). Este hecho es evidencia que la inducción del 
sistema inmune a través de las PBMC se logra con la 
estimulación de algún microorganismo vivo, muerto 
o atenuado. Waters, Palmer et al. (2003) publicaron 
que los NO2- son un producto de oxidación del NO, 
y la cantidad de NO2- producido por las células en el 
cultivo es indicativo de la cantidad de NO producido. 
Resultados similares fueron obtenidos de un estudio 
realizado para determinar la acumulación de NO2- 
después de cuatro o más días de infección (Rhoades y 
Orme 1997). En estudios previos realizados se reportó 
una disminución de los niveles de NO2-/NO3- con 
el tratamiento, la cual estuvo correlacionada con la 
reducción de la carga bacilar (Rada, Ulrich et al. 1997).

Estos hallazgos concuerdan con los resultados obtenidos 
en este estudio al observar que en los animales control 
también se observó producción de NO2-/NO3- durante 
el tiempo que duró el estudio.  Adicionalmente, a esta 
aseveración existen reportes sobre investigaciones 
realizadas en cultivos de macrófagos en pacientes 
con la enfermedad de Hansen demostraron que los 
macrófagos de pacientes con lepra y TB fueron capaces 
de producir NO en ausencia de estimulación, los 
primeros produjeron elevados niveles de NO después 
de 24 horas de cultivo y posteriormente se observó una 
disminución gradual al aumentar el tiempo de cultivo, 
en los control se observaron niveles muy bajos en la 
liberación de NO2- (Khare, Bhutani et al. 1997). 

En otra investigación realizada al respecto, se deduce 
que el NO inhibe el desarrollo de muchas bacterias 
y parásitos in vitro, debido a la producción de RNI 
formados por la oxidación del NO (Burgner, Rockett et 
al. 1999).  Estudios previos, reportaron elevados niveles 
de   NO2-/NO3- 1020 +/- 471 µM (n=22) en muestras de 
orina de pacientes etíopes sanos y en pacientes con lepra 

se observaron las concentraciones de 1079 +/- 446 µM, 
(n=12) respectivamente, y éstos presentaron reacciones 
de reversión tipo I (Schon, Gebre et al. 1999). 

Waters y Palmer (2003) encontraron que la cantidad 
de NO2- en los sobrenadantes de cultivo es indicativo 
de la cantidad de NO producido por las células en el 
cultivo. Aún no se conoce  el blanco de los RNI en las 
enfermedades por micobacterias y es esencial conocer 
su función en la destrucción micobacterial (Rhee, 
Erdjument-Bromage et al. 2005). 

Con estos estudios, se deduce que la producción de NO 
está asociada a la naturaleza bioquímica del antígeno, 
por lo que se plantea realizar este mismo ensayo 
utilizando ciertos componentes micobacterianos como 
el glicolípido fenólico. Sería interesante, en otro trabajo 
incrementar el número de muestra, con estudios más 
específicos de expresión y actividad de la enzima iNOS, 
que no existe en los macrófagos en reposo, pero puede 
inducirse en respuesta al LPS en combinación con 
IFN-γ, ya que la enzima iNOS cataliza la conversión 
de arginina a citrulina liberando NO. 

CONCLUSIÓN

La elevada producción de NO por los macrófagos 
activados es un mecanismo antimicrobiano potente 
basado en radicales libres. Los RNI juegan un papel 
protector en la infección aguda y crónica latente de 
TB. La presente investigación permitió la evaluación 
de la actividad de la enzima nitrato reductasa 
determinando NO2- en sobrenadantes de cultivo de 
PBMC de cabras expuestas a vacuna BCG de M. bovis, 
midiendo la actividad de los NO2-, lo cual permite 
realizar una evaluación precisa del estado de latencia 
de Mycobacterium como elemento primordial de salud 
pública para controlar la TB. Ante la primoinfección 
se da lugar a una elevada producción de NO por los 
macrófagos activados, incluso en los pacientes con 
TB activa se observa que el nivel de NO exhalado 
aumenta, así como también la expresión de la enzima 
nitrato reductasa en macrófagos obtenidos por lavado 
pulmonar alveolar.
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RESUMEN.

Introducción: Una distribución de hasta el 35% de 
requerimiento calórico total proveniente de las proteínas 
ayuda a preservar la masa libre de grasa. Sujetos con 
sobrepeso que buscan reducir su peso usualmente 
recurren a las dietas de reducción y a la actividad 
física. Las dietas hiperproteicas han demostrado 
tener beneficios en atletas jóvenes para mantener la 
masa muscular y las hipocalóricas son ampliamente 
utilizadas para disminuir la masa grasa. Objetivo: 
Evaluar la masa muscular y la masa grasa en sujetos 
universitarios con una dieta hipocalórica e hiperproteica 
que acuden a un gimnasio. Material y métodos: Se 
incluyeron a todos los sujetos que acudían al gimnasio, 
que se encontraran en control nutricional y llevaran 
una dieta hipocalórica e hiperproteica y una rutina de 
actividad física aeróbica y de resistencia. Se consideraron 
2 evaluaciones de 6 semanas de diferencia entre ellas. 
Se midió peso, índice de masa corporal, porcentaje y 
kilogramos de grasa y masa muscular por medio de 3 
métodos: Bioimpedancia, cinta métrica y plicometría. 
Se evaluó el cambio en los parámetros. Resultados: El 
peso de los sujetos disminuyó en promedio 2.7 kg, el 
porcentaje y kilogramos de masa grasa disminuyeron 
mientras que los de masa muscular aumentaron con 
diferencias estadísticamente significativas entre las dos 
evaluaciones. Conclusiones: Los sujetos mostraron un 
aumento significativo de la masa muscular y pérdida 
de la masa grasa. Se necesitan estudios longitudinales 
para establecer el impacto de este tipo de dieta en los 
parámetros de masa grasa y muscular.

Palabras clave: Hipocalórica, hiperproteica, masa grasa, 
masa muscular, deportistas.

ABSTRACT

Introduction: a distribution of up to 35% of the total 
caloric requirement from proteins helps to preserve the 
fat-free mass. Overweight subjects seeking to reduce 
their weight usually resort to reduction diets and 
physical activity. High protein diets have been shown to 
have benefits in young people to maintain muscle mass 
and low-calorie diets are widely used to reduce fat mass. 
Objective: to evaluate muscle mass and fat mass in 
university subjects with a hypocaloric and hyperproteic 
diet who attend a gym. Material and methods: All 
subjects who attended the gymnasium, which were 
in nutritional control and had a hypocaloric and 
hyperproteic diet and a routine of aerobic and resistance 
physical activity were included. Two evaluations 6 
weeks apart were considered. Weight, body mass index, 
percentage and kilograms of fat and muscle mass were 
measured by means of 3 methods: Bioimpedance, tape 
measure and plicometry. The change in parameters was 
evaluated. Results: the weight of the students decreased 
on average 2.7 kg, the percentage and kilograms of fat 
mass decreased while those of muscle mass increased 
with statistically significant differences between the 
two evaluations. Conclusions: The subjects showed a 
significant increase in muscle mass and loss of fat mass. 
Longitudinal studies are needed to establish the impact 
of this type of diet on fat and muscle mass parameters.

Key words: Hypocaloric, hyperproteic, fat mass, muscle 
mass and athletes.
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INTRODUCCIÓN.

El consumo de una dieta adecuada en proteínas es 
determinante para el mantenimiento de un estado óptimo 
de salud, crecimiento, desarrollo y funcionamiento a lo 
largo de la vida (Jäger et al., 2017). La Organización 
Mundial de la Salud recomienda un consumo diario de 
proteínas similar a las recomendaciones internacionales 
(0.83 g/kg/d) (WHO, 2007). Una ingesta de una dieta 
alta en proteínas contribuye al aumento de la fuerza 
y masa muscular cuando se combina con ejercicios de 
resistencia (Stokes, Hector, Morton, McGlory, & Phillips, 
2018). 

Las recomendaciones generales de proteína en la 
distribución de macronutrientes están entre 10-15% del 
requerimiento calórico total (RCT). Se ha encontrado que 
una distribución de hasta el 35% de RCT proveniente de 
las proteínas ayuda a preservar la masa libre de grasa 
(MLG) (Carbajal, 2013; Mettler, Mitchell, & Tipton, 2010).

Con la actividad física aumentan los requerimientos de 
proteínas para mantener la masa muscular esquelética 
por lo que, actualmente se recomienda para las 
personas físicamente activas consumir proteínas de 
1.2 a 1.7 gramos por kg de peso por día (Rodriguez, 
Nancy & Dimarco, Nancy & Langley, 2009). De acuerdo 
a lo publicado por Tarnopolsky y colaboradores, los 
atletas de resistencia de intensidad moderada requieren 
aumentos pequeños de alrededor de 1.1 gramos de 
proteínas por kilogramo de peso por día, que equivale 
al 25% de aumento del recomendado para la población 
general y el requerimiento máximo no debe exceder de 
1.6 g/kg/d. Para el desarrollo y mantenimiento de la 
masa muscular a través de un balance proteico positivo, 
una ingesta total diaria de 1.4 – 2 g de proteína por 
kilogramos de peso, es suficiente para los individuos 
que realizan actividad física (Tarnopolsky, 2004). Valores 
que se encuentran dentro del rango de distribución 
aceptable de macronutrientes, publicado por el Instituto 
de Medicina de Estados Unidos. Es posible que se 
necesiten ingestas más altas de proteínas (2.3- 3.1 g/
Kg día) para maximizar la retención de masa corporal 
magra en sujetos entrenados en resistencia durante 
períodos hipocalóricos. Existe evidencia novedosa que 
sugiere que una ingesta de proteínas más alta (> 3.0 g/
kg día) puede tener efectos positivos en la composición 
corporal en individuos entrenados en resistencia 
(es decir, promover la pérdida de masa grasa). Las 
recomendaciones generales son 0,25 g de una proteína 

de alta calidad por kg de peso corporal o una dosis 
absoluta de 20-40 g (Jäger et al., 2017).

En un estudio realizado por Calbet y colaboradores 
reportan que una dieta alta en proteínas puede ayudar 
a preservar la MLG, así como a mejorar la oxidación 
de grasa. Durante un déficit calórico el ejercicio de 
resistencia con un volumen e intensidad adecuados, 
puede ayudar a evitar perder masa muscular y mejorar 
la oxidación de las grasas. Incluso poco tiempo de 
actividad física al día como una caminata, por ejemplo, 
puede atenuar la pérdida de músculo alrededor del 30%. 
Sesiones más largas de entrenamiento podrían mejorar 
el mantenimiento de la MLG y esto a su vez estaría 
restringido directamente a los músculos ejercitados 
(Calbet et al., 2017). 

Las personas con un sobrepeso mayor tienden a reducir 
de manera más significativa su peso que una persona 
con un menor sobrepeso o que esté en normo peso, esto 
debido a que, mientras más cerca esté del peso ideal, 
el gasto energético en reposo disminuye. Mientras se 
pierde peso se busca el preservar la mayor cantidad de 
MLG posible para no afectar el rendimiento del sujeto 
e incluso esta mejore. Una dieta baja en carbohidratos 
en combinación con ejercicio de resistencia ayuda a 
reducir más rápido el peso corporal total y la masa grasa 
comparado con una dieta normal en personas obesas, 
además de mantener la MLG (Jabekk, Moe, Tomten, & 
Høstmark, 2010).

Una dieta alta en proteínas y baja en carbohidratos 
combinados con ejercicio mejoran la composición 
corporal y ayudaría a aumentar el metabolismo de las 
grasas en comparación con una dieta normoproteica o 
baja en proteínas (Layman et al., 2005; Volek et al., 2009).

Los suplementos son una herramienta muy útil para 
aumentar la ingesta total de proteínas y ayudar al 
mantenimiento de la MLG e incluso aumentarla 
mientras se reduce la grasa corporal. La ingesta de 
suplementación de proteínas mientras se realiza ejercicio 
ayuda a preservar la masa libre de grasa en personas 
sanas sin necesidad de ser atletas o una persona con 
actividad física regular (Volek et al., 2013). 

Rahbek estudio jóvenes físicamente activos con 
suplementación de proteínas (hidrolizado de 
proteína de suero) y carbohidratos demostrando que 
independientemente de la actividad, se produjo un 
incremento significativo mayor de hipertrofia, señal 
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anabólica y síntesis de proteína muscular. Snijders 
demostró un aumento de fuerza y masa muscular en 
deportistas de resistencia al incluir un suplemento de 
proteínas ingerido antes de dormir, sin diferencias 
estadísticamente significativas al comparar con un 
grupo control. Wardenaar demostró que los atletas 
de fuerza eran aquellos atletas bien entrenados que 
consumían mayor cantidad de proteínas (Rahbek et al., 
2014; Snijders et al., 2015; Wardenaar, 2017)

Hay evidencias que muestran que el consumo de 
proteína (20-25grs) después de realizar actividad de 
resistencia estimula en mayor medida la síntesis de 
proteínas evitando la degradación de éstas y aumentando 
la retención de proteínas en el músculo promoviendo 
una mejora en las adaptaciones musculares inducidas 
por el ejercicio (Phillips & van Loon, 2011).

Hay una controversia acerca del momento más óptimo 
para la ingestión de proteínas para aumentar la síntesis 
de proteínas y de esta manera mantener o aumentar la 
musculatura general. Se ha encontrado que el consumo 
de proteína inmediatamente después de entrenar mejora 
la síntesis de proteínas aumentando la hipertrofia 
muscular en comparación con consumirla dos horas 
después de la actividad física (Esmarck et al., 2001).

No obstante, existen evidencias que sugieren lo 
contrario, Tipton y colaboradores determinaron que 
la ingestión de proteína previa al ejercicio, mejora el 
balance de proteínas en el músculo más que cuando se 
consume luego del ejercicio (Tipton et al., 2007).

En México se carece de información respecto a los 
cambios en los parámetros de composición corporal 
como la masa muscular, y grasa corporal en sujetos 
deportistas con prescripción profesional de una dieta 
hipocalórica e hiperproteica. 

Objetivo

Evaluar la masa grasa y la masa muscular en sujetos 
universitarios con una dieta hipocalórica e hiperproteica 
adscritos al gimnasio de una Universidad privada de 
la comarca Lagunera.

Material y métodos

Se desarrolló un estudio transversal analítico en sujetos 
que acudían al gimnasio y se encontraban en control 
en el área de nutrición de una Universidad privada del 

municipio de Gómez Palacio, Durango. 

Los deportistas fueron elegidos por muestreo no 
probabilístico a conveniencia, con los siguientes criterios 
de inclusión: hombres o mujeres con edades entre 18 
y 30 años, con antecedente de realizar ejercicio físico 
de resistencia por lo menos 3 días por semana, por al 
menos un mes de antigüedad, con un índice de masa 
corporal que no superara los 29.9 puntos, que tuvieran 
apoyo nutricional de un experto, con prescripción 
de una dieta hipocalórica hiperproteica, en estado 
aparentemente saludable y que aceptaran participar 
en el estudio. Se excluyeron aquellos que tuvieran 
alguna patología (asma, diabetes tipo 1 o 2, hipertensión 
arterial sistémica, cáncer, VIH/SIDA, hipertiroidismo, 
hipotiroidismo, etc.), que fueran de reciente ingreso en 
el gimnasio (menor a 3 meses) y que no tuvieran apoyo 
nutricional con la prescripción de la dieta indicada. 
Se eliminaron del análisis a todos los sujetos que no 
contaban con las mediciones requeridas para el objetivo 
de este estudio.

Se revisaron los expedientes de nutrición y los datos de 
la rutina de ejercicio físico de todos los sujetos que se 
incluyeron en el estudio.

Del expediente clínico de nutrición se tomaron en cuenta 
dos mediciones, la inicial y una subsecuente con espacio 
de 6 semanas entre ellas. 

Los datos obtenidos fueron: variables generales de 
identificación (edad, sexo), variables antropométricas  
(peso total, índice de masa corporal -IMC-, peso y 
porcentaje de masa muscular libre de grasa, peso y 
porcentaje de grasa corporal) mediadas a través de 3 
métodos¬ de evaluación: bioimpedancia eléctrica con 
una báscula marca OMRON de 7 indicadores, modelo 
HBF-514C, por  cinta métrica marca Lupkin y por 
plicometría (con 8 parámetros principales -pliegue 
tricipital, bicipital, subescapular, suprailíaco, pectoral, 
abdominal, muslo y pantorrilla, se determinó el peso 
óseo por método de Rocha) y variables de la rutina de 
ejercicio (tipo, duración).

El IMC fue calculado empleando la fórmula de Quetelet: 
IMC (kg/m2) = Peso en kg/Talla2 en metros.

Los porcentajes de grasa se clasificaron de acuerdo 
McCarthy y col., en International Journal of Obesity, 
(2006) y Gallagher y col., American Journal of Nutrition 
(2000) y la clasificación de 4 niveles de Omron Healthcare 



CIENCIAS BIOMÉDICAS | 57 REMDIS Vol. 2, No. 13. Junio 2021 ISSN: 2594-1445

(Gallagher et al., 2000; McCarthy et al., 2006). Donde en 
mujeres de 18 a 39 años de edad el porcentaje de grasa 
<21% es bajo (-), 21 a 32.9% es normal (0), 33 a 38.9% es 
alto (+) y ≥39% muy alto (++). En hombres de la misma 
edad el porcentaje de grasa <8% es bajo (-), 8 a 19.9% es 
normal (0), 20 a 24.9% es alto (+) y ≥25% muy alto (++).

La rutina de ejercicio utilizada en los sujetos estaba 
dividida en dos fases, una cardiovascular y la otra 
de entrenamiento de musculatura, cada una de ellas 
realizada 3 veces por semana de manera alternada, 
completando 6 días de entrenamiento y 1 de descanso.  
La fase cardiovascular tenía una duración de 40 minutos 
con ejercicio continuo en una máquina elíptica, cuidando 
mantener una frecuencia cardiaca entre 60 y 70% de la 
frecuencia cardiaca máxima para cada individuo. 

La fase de entrenamiento de musculatura consistió en 3 
bloques: cinco a siete ejercicios diferentes por bloque y 
de 3 a 5 series de cada uno. El primer bloque dedicado 
a espalda y bíceps, el segundo a pectorales, hombros y 
tríceps, el tercero a pierna.

Las repeticiones (REPS) disminuyeron conforme el peso 
fue subiendo. Es decir, a los individuos se les indicó 
realizar diez repeticiones con una carga (peso) que les 
implicara un esfuerzo tan considerable que quedaran a 
dos repeticiones del fallo muscular, posteriormente un 
descanso de dos a tres minutos, y subir 5% del peso; 
en la siguiente serie realizaban ocho repeticiones con 
la misma metodología, posteriormente seis repeticiones 
con un 5% más de peso y luego regresar: la cuarta serie 
disminuir el peso un 5% y hacer 8 REPS y la quinta y 
última serie (última) realizar 10 REPS nuevamente con 
el peso inicial.

Se midió el cambio en los parámetros de masa grasa 
y masa muscular medidos por los 3 métodos entre la 
evaluación inicial y la final. 

Consideraciones éticas: a todos los sujetos se les informó 
acerca de los objetivos y procedimientos del estudio, se 
les explicó que los datos serían manejados de manera 
grupal y solo con fines de estadística e investigación.

Análisis estadístico: Se realizó un análisis descriptivo 
de los datos generales de los sujetos utilizando 
medidas de tendencia central y dispersión en el caso 
de variables cuantitativas y frecuencias y porcentajes 
para las cualitativas. Para el análisis de asociación de 
variables se utilizó la prueba de t de Student, tomando 

como significancia estadística una p ≤0.05. Se utilizó el 
programa SPSS versión 22.

RESULTADOS.

De un total de 32 sujetos entre hombres y mujeres que 
asistían al gimnasio, solo 25 cumplieron los criterios de 
inclusión. La edad promedio era de 22.6 ± 2.12 años y 
el 68% eran del sexo masculino.

Todos los sujetos incluidos practicaban ejercicio de tipo 
anaeróbico ajustado de acuerdo a las necesidades de 
cada individuo por un tiempo de 45 minutos y ejercicio 
de tipo cardiovascular de 15 a 30 minutos diarios 
durante al menos las 6 semanas anteriores al inicio del 
estudio.

Se obtuvieron los datos de la primera visita al 
departamento de nutrición del gimnasio de la 
universidad, los datos de la evaluación final se 
recolectaron después de que los sujetos cumplieron 
con las recomendaciones dietéticas (dieta hipocalórica 
hiperproteica) y con la rutina de ejercicio físico durante 
6 semanas, posteriormente fueron analizados y 
comparados para valorar el cambio en los parámetros 
con la dieta y el ejercicio. La diferencia de los datos 
obtenidos entre las dos evaluaciones se describe en la 
tabla 1.

En la primera evaluación se encontró que las mujeres 
tenían de acuerdo al porcentaje de grasa, un estado 
normal o saludable al medirlas con los 3 métodos 
(26.94%, 29.24% y 31.02% por bioimpedancia, cinta 
métrica y plicometría respectivamente), comparado con 
los hombres quienes presentaron un porcentaje muy 
elevado por bioimpedancia y elevado por cinta métrica y 
plicometría (28.26%, 29.24% y 26.94 por bioimpedancia, 
cinta métrica y plicometría respectivamente).  

En la segunda evaluación se observó una disminución 
en los porcentajes de grasa, las mujeres permanecieron 
en estado saludable y los hombres con porcentajes 
clasificados como elevados por los 3 métodos.



58 | CIENCIAS BIOMÉDICAS REMDIS Vol. 2, No. 13. Junio 2021 ISSN: 2594-1445



CIENCIAS BIOMÉDICAS | 59 REMDIS Vol. 2, No. 13. Junio 2021 ISSN: 2594-1445

Al comparar los porcentajes y kilogramos de masa 
grasa y masa muscular entre hombres y mujeres solo 
se encontraron diferencias estadísticas en los kilogramos 
de músculo (p=0.009 vs 0.004, 0.011 vs 0.010 y 0.012 
vs 0.012, en la evaluación inicial vs la evaluación 
final por bioimpedancia, cinta métrica y plicometría 
respectivamente) siendo mayor en los hombres al 
medirlos por los 3 métodos y en las dos evaluaciones. 
Ver tabla 2.

En la tabla 3 se muestran los resultados de la comparación 
con los diferentes métodos antropométricos. Se 
pueden observar diferencias significativas entre la 
evaluación inicial y la final. El peso total, el porcentaje 
y los kilogramos de grasa disminuyeron, mientras 
que el porcentaje muscular y los kilogramos de 
músculo aumentaron con diferencia estadísticamente 
significativa al ser medidos por los 3 métodos, sin 
embargo, los kilogramos de músculo no mostraron 
diferencias cuando se midieron por bioimpedancia.

Posteriormente se realizó un análisis de comparación por 
sexo con los datos de la evaluación inicial encontrando 
diferencias significativas en los kilogramos de músculo 
medidos con cinta métrica y plicometría (p= 0.011 y 
0.012 respectivamente), siendo mayor en hombres 
que en mujeres. En la comparación de los parámetros 
obtenidos en la segunda evaluación se encontró 
diferencia en los kilogramos de músculo medidos por 
bioimpedancia, cinta métrica y plicometría (p= 0.004, 
0.010 y 0.012 respectivamente) siendo los valores más 
elevados también en el grupo de hombres. Cuando 

se realizó la comparación entre la evaluación inicial 
y la evaluación subsecuente de acuerdo al sexo no se 
encontraron diferencias significativas.

El cambio en los parámetros medidos de la dieta y la 
actividad física de resistencia fue positivo para todos 
los sujetos medidos independientemente del sexo y 
del método de evaluación utilizado. El porcentaje de 
masa muscular mostró un aumento significativo y el 
porcentaje y los kilogramos de grasa una disminución 
en la segunda evaluación.

Cuando se observó que existían diferencias entre los 
datos antropométricos obtenidos por los 3 diferentes 
métodos se decidió calcular la fiabilidad o concordancia 
entre los métodos mediante el índice de correlación 
intraclase (ICC) y se encontró que los 3 tienen un 
“Muy Buen índice de concordancia”, de acuerdo a las 
categorías propuestas por Fleiss (1986) y un “grado de 
acuerdo Casi Perfecto” de acuerdo a la clasificación de 
Landis y Koch, (Fleiss, 2011; Landis & Koch, 1977) con 
alfa de Cronbach mayor de 0.95 en la mayor parte de 
los casos (ver tabla 4).

DISCUSIÓN.

El 80% de los participantes tenían sobrepeso, 27.94% 
de grasa y 37.41% de músculo al iniciar el estudio, 
comparado con el 72% de sobrepeso, 25.36% de grasa 
y 39.67% de músculo en la evaluación final. 

Martínez Roldan y cols., realizaron un estudio en 
jóvenes de la Universidad Alfonso X El Sabio de Madrid 
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(España), donde demuestran un 28,5% de sobrepeso 
en hombres y 14,2% en mujeres. El porcentaje de 
grasa fue de 16.4% en hombres y 27.1% en mujeres. 
Comparado con los datos obtenidos en nuestro estudio 
comprobamos que nuestra población de sujetos tenía 
porcentajes de sobrepeso mayores (62.5% en mujeres y 
88.2% en hombres) y mayores niveles de grasa (31.2% 
para las mujeres y 26.4% para hombres) (Martínez 
Roldán C, Veiga Herreros P, López de Andrés A, Cobo 
Sanz JM, 2005).

De acuerdo al nivel de grasa corporal en ambos estudios 
se observa que las mujeres poseen un estado normal 
o saludable, sin embargo, los hombres españoles 
muestran un nivel saludable o normal de grasa, 
mientras que los hombres mexicanos se encuentran en 
un nivel muy elevado de grasa respecto a la evaluación 
inicial. Durante la segunda evaluación nuestros sujetos 
demostraron una reducción en el porcentaje de grasa 
hasta un 23.9%, modificando el estado de muy elevado 
a elevado. 

En otro estudio realizado por Cardozo en Colombia el 
IMC medio en hombres fue de 22.7 vs. 23,1 de mujeres, 
el porcentaje de grasa corporal medio fue en hombres 
16,4% vs. mujeres 25,0%, encontrándose cifras mayores 
en las mujeres en ambos parámetros con diferencias 
significativas. Resultados que concuerdan con nuestros 
hallazgos, sin embargo, los valores de IMC y grasa 
corporal siguen siendo más elevados en nuestros sujetos 
(Alberto Cardozo et al., 2017).

Otros investigadores han estudiado la composición 
corporal en jóvenes atletas y no atletas, reportan 
un porcentaje de grasa promedio de 17.3 ± 6.5% en 
todos los sujetos. Luego de realizar una clasificación 
por sexo y deporte, en hombres no atletas y atletas, 
reportaron un 15.7% vs 13.7% y en mujeres 27.0 % y 
21.1% respectivamente (Sagayama et al., 2020). Podemos 
observar que a comparación de nuestros resultados con 
los porcentajes de grasa en los jóvenes atletas de ese 
estudio las cifras del porcentaje de masa grasa siguen 
siendo mayores en nuestra población (16.4% en hombres 
y 27.1% en mujeres).

En Madrid se realizó un estudio con 84 sujetos sanos (36 
hombres y 48 mujeres), con índice de masa corporal entre 
25-29,9 kg/m2, edad entre 18-50 años, no fumadores y 
sedentarios fueron divididos aleatoriamente en grupos 
de fuerza, resistencia, combinados de fuerza más 
resistencia o con recomendaciones de actividad física. 

Todos los individuos siguieron una dieta hipocalórica 
durante 22 semanas. Las mediciones de grasa corporal 
se realizaron con el método absorciometría de rayos 
X de energía dual (DEXA), bioimpedancia y pliegues 
cutáneos. Encontraron diferencias entre los valores de 
DEXA y los métodos bioimpedancia y pliegues cutáneos, 
pero las diferencias en el cambio del porcentaje de grasa 
fueron comparables (Benito, Gómez-Candela, Cabañas, 
Szendrei, & Castro, 2019).

La dieta hiperproteica e hipocalórica se ha estudiado 
en pacientes con obesidad previo a cirugía bariátrica, 
donde se ha demostrado que no tiene ningún efecto en 
cuanto al porcentaje de grasa y porcentaje muscular 
(Pardo-Pacheco, Pérez-Cruz, Nieto-Velázquez, Asbun-
Bojalil, & Moreno-Eutimio, 2018).

Abreu de Almeida y colaboradores describen en sus 
resultados que las deportistas de voleibol presentan 
una media de 64,35 ± 6,12 Kg. de masa corporal; 1,74 ± 
0,06 m. de estatura y 20,51 ± 2,43% de grasa corporal. 
Valores de grasa corporal similares a los de nuestro 
estudio. Estos investigadores también realizaron un 
análisis dietético que demostró un alto consumo de 
dietas hipercalóricas, hiperprotéicas e hipoglicídicas, 
con un consumo inadecuado de calcio y vitamina E en 
este tipo de jóvenes deportistas (Abreu, Almeida, & 
Abreu, 2003).

Nosotros revisamos únicamente a los sujetos en control 
por el departamento de nutrición del gimnasio que 
llevaban una dieta hipocalórica para reducción del 
peso corporal e hiperproteica con el fin de preservar o 
aumentar la masa muscular, y observamos que hubo una 
reducción significativa en los porcentajes y kilogramos 
de grasa corporal y un aumento en la masa muscular, 
por lo que podríamos sugerir que este tipo de dieta 
aunada a la actividad física individualizada, adecuada 
y estructurada mejoran el peso corporal, disminuye el 
porcentaje de grasa y aumenta la masa muscular.

Los lineamientos actuales sugieren que en la valoración 
nutricional de la composición corporal el IMC tiene 
poca sensibilidad y especificidad para identificar y 
diferenciar entre la grasa corporal y la masa libre de 
grasa en el organismo, por lo que su utilización queda a 
consideración de cada profesional o investigador (Costa, 
Alonso, Patrocinio, Candia, & Paz, 2015). Se sabe que 
el método DEXA es el estándar de oro para medir la 
composición corporal, sin embargo, en un gimnasio 
es difícil contar con estas herramientas, por lo que en 
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nuestro estudio se consideraron las mediciones con los 
instrumentos disponibles.

Benito y colaboradores concluyen en su estudio que el 
método de los pliegues cutáneos parece subestimar los 
cambios en los parámetros medidos para composición 
corporal, por lo que sugieren que los métodos DEXA y 
bioimpedancia son mejores herramientas y más efectivas 
para medir el peso y la grasa durante un régimen para 
la pérdida de peso en sujetos con sobrepeso (Benito et 
al., 2019).

Un estudio realizado en estudiantes de ciencias de la 
actividad física y el deporte de Barcelona (España) 
compararon la estimación de la masa grasa entre 
diferentes métodos: bioimpedancia y antropometría. 
Se midieron 55 personas utilizando la antropometría y 
diferentes aparatos de bioimpedancia: Biospace Inbody 
720, Tanita TBF-521, Tanita BC400 y Omron BF-300. 
Los resultados mostraron una mayor concordancia 
entre la masa grasa del grupo femenino mientras que 
el masculino la concordancia entre ambos métodos era 
media baja y el aparato con mayor concordancia fue 
la Tanita BC400 (CCI =0,65), (Portao, Bescós, Irurtia, 
Cacciatori, & Vallejo, 2009).

Otro estudio realizado en 20 hombres adultos 
comparando la antropometría y 3 sistemas bioimpedancia 
(Tanita TBF-521, Omron BF-300 y Promis) indicaron la 
existencia de diferencias destacables entre los aparatos 
que fueron evaluados y el método de antropometría. 
El sistema que mayor concordancia presentó con la 
antropometría fue el Tanita TBF- 521 en formato “atleta”, 
con ICC considerado como moderado (ICC=0,65), (Jordi 
Porta, Raúl Bescós, 2009).

Debido a lo anterior nosotros decidimos realizar 
la prueba de fiabilidad de los métodos utilizados, 
demostrando con la comparación entre los 3 métodos un 
“Muy Buen índice de concordancia” (ICC= 0.909- 0.973) 
y un “grado de acuerdo Casi Perfecto” (ICC = 0.833-
0.947). Esto es importante ya que aseguran una buena 
medición de los parámetros de grasa y músculo para la 
población de nuestro estudio. Los métodos utilizados 
en esta investigación son herramientas útiles para el 
nutriólogo sobre todo en lugares donde la DEXA no 
está disponible. Solo un bajo porcentaje de sujetos que 
acuden a los gimnasios optan por un control nutricional. 
Los resultados de este estudio demuestran el beneficio 
del ejercicio físico con el apoyo nutricional que pueden 
ser observados a partir de la sexta semana de control.

Nuestro estudio es el primero en México en reportar 
que una dieta hipocalórica e hiperproteica contribuye 
a la pérdida de peso y grasa corporal y al aumento del 
porcentaje de masa muscular en hombres y mujeres 
deportistas que acuden a los gimnasios y llevan un 
control nutricional. Esto es relevante debido a que 
la mayor parte de la población se ejercita o adopta 
regímenes dietéticos sin el apoyo y seguimiento de 
expertos en actividad física y nutrición. Estos resultados 
pueden extrapolarse únicamente a población en las 
mismas condiciones que los sujetos estudiados. Por lo 
que se necesita mayor investigación al respecto.

Existen algunas limitaciones inherentes al diseño 
transversal de nuestro estudio y otras como el pequeño 
tamaño de la muestra, que, a pesar de que encontramos 
diferencias entre dos evaluaciones en tiempos diferentes 
se necesitan estudios que confirmen estos resultados con 
una mayor cantidad de sujetos. Además, no contamos 
con un grupo control para realizar una relación causal 
entre este tipo de dieta y rutina de actividad física con el 
cambio en los parámetros de la composición corporal. Es 
necesario realizar estudios longitudinales relacionados 
con el control nutricional y el acompañamiento de la 
actividad física para valorar los beneficios en la salud 
de los sujetos, sobre todo en población mexicana donde 
las tasas de sobrepeso y obesidad se encuentran muy 
elevadas comparadas con otros países.
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RESUMEN 

El brote de la enfermedad llamada COVID-19 
producida por SARS-CoV-2 causante del síndrome 
respiratorio agudo severo tipo-2. Los pacientes con 
este padecimiento son tratados con corticosteroides a 
fin de atenuar los síntomas en la etapa de la tormenta 
de citocinas, Esta terapia farmacológica ha propiciado 
mayor vulnerabilidad a las infecciones por bacterias 
y hongos. El objetivo principal fue analizar cuáles 
microorganismos están involucrados en la coinfección 
con pacientes con COVID-19 en la unidad de 
cuidados intensivos del Sanatorio San José de Gómez 
Palacio Durango. Utilizamos para el aislamiento de 
microorganismos formadores de biopelícula, medios de 
cultivo específicos, posteriormente fueron identificados 
por un sistema automático Vitek-2 de biomerieux. 
Encontrando los principales microorganismos 
causantes de IAAS a nivel mundial, los principales 
microorganismos fueron Stenotrophomonas cepacea, 
Acinetobacter baumanii, Staphylococcus aureus, Klebsiella 
pneumoniaea, Candida albicans y Candida haemolonii. 
Candida auris es una cepa que el sistema de identificación 
la confunde con C. haemolonii, esta cepa de gran 
importancia epidemiológica a nivel mundial por su 
alto nivel de resistencia a los antifúngicos. Concluyendo 
que los pacientes con COVID-19 en unidad de cuidados 
intensivos deben ser manejados con procedimientos 
altamente evaluados y por personal profesional 
consciente de riesgo de general IAAS que pone en riesgo 
elevado de adquirir una coinfección por bacterias o 
levaduras y contribuir a la mortalidad de este tipo de 
pacientes. 

ABSTRACT

The outbreak of the disease called COVID-19 produced 
by SARS-CoV-2 that causes severe acute respiratory 
syndrome type-2. Patients with this condition are treated 
with corticosteroids in order to attenuate symptoms in 
the cytokine storm stage. This drug therapy has led to 
greater vulnerability to bacterial and fungal infections. 
The main objective was to analyze which microorganisms 
are involved in co-infection with patients with 
COVID-19 in the intensive care unit of the San José de 
Gómez Palacio Durango Sanatorium. For the isolation 
of biofilm-forming microorganisms, we used specific 
culture media, which were subsequently identified 
by an automatic biomerieux Vitek-2 system. Finding 
the main microorganisms causing IAAS worldwide, 
the main microorganisms were Stenotrophomonas 
cepacea, Acinetobacter baumanii, Staphylococcus aureus, 
Klebsiella pneumoniaea, Candida albicans and Candida 
haemolonii. Candida auris is a strain that the identification 
system confuses with C. haemolonii, this strain of great 
epidemiological importance worldwide due to its 
high level of resistance to antifungals. Concluding 
that patients with COVID-19 in the intensive care unit 
should be managed with highly evaluated procedures 
and by professional personnel aware of the risk of 
general IAAS that puts at high risk of acquiring a co-
infection by bacteria or yeast and contribute to the 
mortality of this type of patients.
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INTRODUCCIÓN 

El brote de la enfermedad COVID-19 por el virus SARS-
CoV-2, causante del síndrome respiratorio agudo severo 
tipo-2, fue declarado como una pandemia en marzo de 
2020 (Qu J., et al 2021). Se ubica taxonómicamente en 
la familia Coronaviridae. Esta familia se subdivide en 
cuatro géneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, 
Gammacoronavirus y Deltacoronavirus (Gorbalenya 
AE., et al 2020) (Pal M., et al 2020). La infección por 
SARS-CoV y MERS-CoV demostró una alta transmisión 
nosocomial y al personal de salud, por lo que se 
considera un grupo de riesgo (Aragón-Nogales R., 
et al  2019). La evidencia inicial ha mostrado que las 
infecciones bacterianas secundarias, son un factor 
de riesgo importante para los resultados adversos 
de la COVID-19. Un estudio retrospectivo de China, 
encontró que el 96% de los pacientes con infecciones 
bacterianas secundarias murieron. Varios estudios 
han encontrado que un número significativo de 
pacientes hospitalizados con la COVID-19, desarrollan 
coinfecciones bacterianas secundarias peligrosas, como 
neumonías y otras sepsis (Aguilera Calzadilla Y., et 
al 2020). Las pruebas de diagnóstico microbiológico, 
identifican la presencia de infecciones bacterianas y/o 
fúngicas, además la resistencia a los medicamentos, lo 
cual desempeña un papel fundamental en la respuesta 
de salud pública a la COVID-19 (Monté Cerero L.,  et al 
2015). Las coinfecciones bacterianas en las neumonías, 
representan una seria amenaza para los pacientes con 
la COVID-19 de alto riesgo. Muchos factores se unen 
para crear complicaciones graves, potencialmente 
mortales, las cuales la comunidad de atención médica 
no puede ignorar. Los investigadores han aseverado, 
que corren mayor riesgo los adultos mayores y aquellos 
con afecciones preexistentes ((Aguilera Calzadilla Y.,  et 
al 2020). Los microorganismos que con mayor frecuencia 
causan infecciones en el medio hospitalario, sobre todo 
en área de cuidados intensivos son: Staphylococcus 
aureus, Enterococcus spp, los bacilos no fermentadores 
y las enterobacterias. Estos patógenos son altamente 
eficientes en la regulación ascendente o en la adquisición 
de mecanismos de resistencia a los antibióticos, 
especialmente los formadores de biopelícula, además 
en presencia de selección de antibióticos, presión que 
agrava más la necesidad de medidas de control de 
infecciones, no solo para la prevención de coinfecciones 
bacterianas y el virus SARS-CoV-2, sino también 
bacterias resistentes a múltiples fármacos (Díaz Medina 
LM., et al 2017). En la actualidad se necesitan nuevas 

dianas terapéuticas y nuevos quimiotipos para proteger 
y tratar las heridas contra las infecciones bacterianas 
resistentes a los medicamentos, al igual que se necesitan 
nuevas dianas y quimiotipos para los antibióticos 
sistémicos. Un elemento clave para resolver este 
problema será la revitalización del menguante desarrollo 
de antibióticos (Vandecandelaere I., et al 2015). En los 
pacientes críticamente enfermos, la respiración se ve 
afectada y es necesaria la ventilación mecánica mediante 
un tubo endotraqueal (TE) conectado a un ventilador. 
Aunque la ventilación mecánica es un procedimiento 
que salva vidas, no está exento de riesgos. Debido a 
varias razones, a menudo se forma una biopelícula en 
el extremo distal del TE y esta biopelícula (excreción 
de un exopolisacárido bacteriano o matriz extracelular 
adhesiva protectora) es una fuente persistente de 
bacterias que pueden infectar los pulmones y causar 
neumonía asociada al ventilador (NAV) (Starr GC., et 
al 2020). El diagnóstico de las coinfecciones bacterianas 
y por levaduras se basa en la existencia de clínica 
compatible, junto con presencia de ocupación del 
espacio alveolar en la radiografía de tórax. El hallazgo 
de un infiltrado en la radiografía es el patrón oro para 
establecer el diagnóstico. Para el diagnóstico etiológico 
es necesaria la realización de hemocultivos, tinción de 
Gram y cultivo de esputo determinación de antígeno 
en orina de S. pneumoniae y L. pneumophila. La serología 
está indicada para el diagnóstico de neumonía por M. 
pneumoniae y Clamydophila pneumoniae (título elevado 
de anticuerpos IgM en el suero de la fase aguda y/o 
seroconversión del título de IgG en el suero de la 
fase de seroconversión) (Asensio Martín M.J., et al 
2018). El sistema nacional de vigilancia de infecciones 
nosocomiales llamadas así anteriormente hoy infecciones 
asociadas a la atención en la salud (IAAS), ha definido 
las IAAS como una afección localizada o sistémica que 
resulta de una reacción adversa a la presencia de un 
agente infeccioso o sus toxinas que no estaban presentes 
o en incubación en el momento de la admisión al 
hospital. Las IAAS importantes en la UCI basadas en la 
frecuencia y la gravedad potencial incluyen infección del 
tracto urinario (ITU), neumonía, infecciones del torrente 
sanguíneo, infecciones de la piel y tejidos blandos, 
gastroenteritis, hepatitis y meningitis (Choudhuri AH., 
et al 2017). Distintos autores han alertado del aumento 
de las resistencias a los antimicrobianos en el ámbito 
hospitalario debido a la pandemia de la COVID-19 
(Díaz-Castrillón FJ., et al 2020). El uso generalizado 
de antimicrobianos de forma empírica al ingreso y, en 
particular, en las unidades de cuidados intensivos ha 
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sido señalado como uno de los factores más relevante 
responsables de este hecho (Cantón R., et al 2021). 
Esta situación ha evidenciado aún más la necesidad 
de una mejor política de prevención de las infecciones 
respiratorias y la utilización de antimicrobianos en 
la que se ha de evaluar los aspectos relacionados con 
los propios pacientes y sus factores de riesgo, los 
antimicrobianos disponibles y los relacionados con los 
patógenos que producen estas infecciones (Cantón R., 
et al 2021). En los pacientes con enfermedad pulmonar 
obstructiva crónica (EPOC) se ha discutido si el uso de 
corticosteroides inhalados podría reducir la severidad 
de la infección por SARS-CoV-2. Los resultados no 
son concluyentes debido a numerosos factores de 
confusión en el análisis de las series (Higham A., et al 
2020). No obstante, se ha evidenciado que los pacientes 
con COVID-19 y EPOC tienen mayor probabilidad de 
presentar una coinfección bacteriana o fúngica que 
los pacientes sin EPOC y en los que es necesaria una 
adecuación del tratamiento antimicrobiano (Wu F., 
et al 2020). Los pacientes ingresados por COVID-19 
presentan varios factores, no excluyentes entre sí, que 
predisponen a la infección bacteriana y fúngica  (Casas-
Rojo JM., et al 2020). Primero, debido a la acción del 
virus SARSCoV-2 destrucción tisular, infección de los 
enterocitos y alteración la hemostasia intestinal (Zhou 
F., et al 2020). Segundo, por la elevada liberación de 
citocinas y desregulación del sistema inmune (Docherty 
AB., et al 2020). Tercero, por las características del 
paciente y sus comorbilidades (EPOC, diabetes, 
insuficiencia renal crónica [IRC], inmunosupresión), 
dispositivos médicos invasivos, estancias prolongadas, 

etc (Nebreda-Mayoral T., et al 2020). En pacientes con 
graves neumonía viral, como influenza y COVID-19, 
síndrome respiratorio agudo son una complicación 
común que requiere ingreso en unidad de cuidados 
intensivos (UCI) y ventilación mecánica (VM), uso de 
corticosteroides y antagonistas de la interleucina, por 
ejemplo, tocilizumab para contrarrestar la constricción 
inflamatoria masiva de las vías respiratorias y posterior 
tormenta de citosinas (Ahmadikay, K., et al 2021).

MATERIAL Y MÉTODOS

Se realizaron 88 cultivos de muestras clínicas 
(Expectoración, hemocultivos, y puntas de catéter) 
de pacientes hospitalizados en área de pacientes con 
COVID y cuidados intensivos del Sanatorio San José 
de Gómez Palacio Durango (Se solicitó a los familiares 
su consentimiento por escrito para disponer de los 
resultados de las muestras de sus pacientes, a los 
cual accedieron firmando de aprobación. Este estudio 
es parte de un proyecto que abarca el análisis de 
microorganismos ESKAPE y sus factores de virulencia 
el cual obtuvo la aprobación del mite de bioética de 
La Facultad de Ciencias Químicas Gómez Palacio de 
la Universidad Juárez del Estado de Durango). Se 
sembraron en medio medios de cultivo como agar 
Casman con sangre, agar Mac Conkey, agar Biggy; se 
incubaron a 37°C de 18 a 24 h, el trabajo de sembrar las 
muestras clínicas se realizó en cabina de bioseguridad 
tipo IIA ya que las muestras provienen de pacientes áreas 
COVID con diagnóstico confirmado. Posteriormente se 
procedió a inocular las tarjetas de identificación para 
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bacterias, levaduras y de sensibilidad a los antibióticos 
por el método automatizados de Vitek-2 de biomerieux. 
Transcurridos de 18 a 24 h que requiere el equipo de 
microbiología automatizado obtuvieron los resultados 
de identificación y sensibilidad a los antibióticos para 
cada bacteria por el método de concentración mínima 
inhibitoria (CMI) Figura 1. Las herramientas estadísticas 
utilizadas fueron medidas de tendencia central.  

RESULTADOS 

En las diferentes muestras clínicas en que se 
aislaron 5 géneros bacterianos, 3 correspondientes a 
bacilos Gram negativos no fermentadores, 1 bacilos 
fermentador (K. pneumoniae), 1 cocos Gram positivos 
(S. aureus), 2 Levaduras (C. albicans, C. haemolonii). 
Todos los microorganismos aislados son formadores 
de biopelícula. Se aislaron de muestras de hemocultivos, 
secreciones bronquiales y diversas puntas de catéter tal 
como se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Principales microorganismos aislados y 
muestras clínicas de las que se   aislaron.   

La identificación de los microorganismos fue por medio 
del sistema Vitek-2 compact bioMérieux, describiendo 
los principales géneros y especies, además el número 
de aislados de cada microorganismo según se muestra 
en la Figura 2.  
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Figura 2. Proporción de microorganismos aislados en 
muestras clínicas.

Se obtuvo la frecuencia de aislamiento por género 

y especie, así como, el número de aislados que 
corresponde al universo de estudio como se muestra 
en la Figura 2.  Además, se pudo describir, el número 
de aislados, el porcentaje correspondiente y los aislados 
por muestra analizada y la coinfección bacteriana donde 
se pudo aislar hasta 3 y 2 microorganismos por muestra 
analizada, como se demuestra en la Tabla 2. Para este 
estudio solo se utilizó, medidas de 

Tabla 2. Frecuencia de aislamientos, porcentajes, y 
coinfección de los diferentes géneros y especies de 88 
cultivos. 

DISCUSIÓN 

En este estudio pudo caracterizar los principales 
microorganismos causantes de biopelícula y asociados 
a IAAS, aspecto que ya es conocido, tal como lo 
declaró la OMS  en el año 2019 (Berenguer J., et al 
2020). Sin embargo, en la actualidad los géneros de 
microorganismos como Pseudomonas, Stenotrophomonas, 
Acinetobacter, Staphylococcus y Candida han exacerbado 
los la sintomatología de los pacientes con COVID-19, 
coincidiendo con los hallazgos de Mayoral en el año 
2020, sin embargo, hace más énfasis en el género 
Pseudomonas. Las características genéticas de producir 
biopelícula, les permite ser por naturaleza resistente 
a los antibióticos. La regulación de los genes que 
controlan la expresión de estos factores de virulencia 
se llama Cuorum Sensing o sensor de población, 
fenómeno que les permite actuar cuando encuentra 
las condiciones específicas como la carga bacteriana 
suficiente, aspecto que se da solamente si el sistema 
inmune lo permite. En los pacientes con COVID-19 un 
factor que favorece la colonización y posteriormente la 
coinfección, es el uso de corticosteroides así de atenuar 
el efecto de la tormenta de citocinas, este hecho fue 
descrito por Cantón en el año 2020. La comunicación 
extracelular que utilizan algunos microorganismos es 
un mecanismo de defensa del medio ambiente y para la 
sobrevivencia, sin embargo, en paciente con COVID-19 
en unidad de cuidado intensivos se convierte un alto 
riesgo de morbilidad, así lo ha declarado Qu J. en el 
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año 2021, haciendo énfasis el género Pseudomonas. Las 
levaduras han retomado importancia en la actualidad 
a raíz de los brotes de Candida auris como causante 
de fungemias en IAAS por su alta resistencia a los 
antifúngicos. En nuestro estudio encontramos una cepa 
de Candida haemolonii, especie que es confundida por el 
sistema Vitek-2 biomerie, pero que en realidad puede 
ser Candida auris, así lo declara la CDC en el año 2021. 
Los pacientes con COVID-19 en unidad de cuidados 
intensivos deben ser manejados por el personal de salud 
con procedimientos altamente evaluados y por personal 
profesional consciente de riesgo de general IAAS que 
pone en riesgo elevado de adquirir una coinfección por 
bacterias o levaduras y contribuir a la mortalidad de 
este tipo de paciente. 

CONCLUSIÓN 

Se procesaron 88 cultivos y se pudo identificar el género y 
la especie, así como la frecuencia de los microrganismos 
aislados de muestras clínicas de pacientes hospitalizados 
en estado crítico infectados con COVID-19. Los 
cuales desarrollaron bacteriemias y fungemias. Los 
microorganismos aislados frecuentemente generan 
las Infecciones asociadas a la atención en la salud 
(IAAS). La infección por coronavirus SARS-CoV-2 
que produce la COVID-19 en el humano, un síndrome 
respiratorio agudo y el tratamiento con corticosteroides 
son inmunosupresores como la dexametazona y los 
múltiples antibióticos a fin de prevenir la coinfecciones 
con baterías y hongos lo cual, propició una mayor 
reproducción de ellos, tal como lo vemos en los 
resultados obtenidos, y no solamente la coinfección 
de 2 o 3 microorganismos por muestra clínica, sino el 
hecho de ser microorganismos formadores e biopelícula, 
aspecto que merece atención ya que tiene impacto en 
la aparición de cepas resistentes, multirresistentes y 
PAM resistentes.
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RESUMEN

Las bacterias que reducen la incidencia de enfermedades 
de plantas causadas por fitopatógenos a menudo se 
denominan antagonistas y son utilizados como agentes 
de biocontrol en la agricultura. El presente estudio se 
realizó en Mayo-Agosto del 2018, con el objetivo de 
determinar el efecto antagónico de Bacillus megaterium 
sobre Rhizoctonia solani in vitro. Se utilizó un diseño 
completamente al azar con dos factores: diluciones 
bacterianas (10-3-10-5) y medios de cultivo (agar nutritivo, 
AN y agar de papa dextrosa, PDA), con seis repeticiones. 
Los tratamientos fueron cuatro (T1= testigo, sin inocular 
el antagonista (B. megaterium), T2-T4 (10-3-10-5 diluciones 
del antagonista). La variable respuesta fue la inhibición 
del crecimiento fúngico a través del tiempo: 216 h en 
PDA y 168 h para AN. Los datos fueron sometidos a 
análisis de varianza (ANOVA) y prueba de medias de 
Tukey con un α=0.05. De acuerdo con los resultados 
encontrados, el ANOVA presentó diferencias altamente 
significativas para los medios de cultivo (P<0.000), 
donde el análisis de media demuestra que el AN fue 
mejor que el PDA para el estudios de antagonismo. El 
mayor efecto antagónico los presentaron el T2 y T3; 
tanto en PDA como AN, siendo mayor en este último 
con 59.6 y 60.2 % respectivamente a partir de las 72 h de 
cultivo. B. megaterium puede representar una alternativa 
como agente de biocontrol de hongos fitopatógenos 
del suelo.

Palabras claves: Inhibición micelial, agente de 
biocontrol, fitopatógenos, antagonista

ABSTRACT

Bacteria that reduce the incidence of plant diseases 
caused by phytopathogens are often called antagonists 
and are used as biocontrol agents in agriculture. The 
present study was carried out in May-Aug 2018, with 
the objective of determining the antagonistic effect 
of Bacillus megaterium upon Rhizoctonia solani in vitro. 
A completely randomized design with two factors 
was used: bacterial dilutions (10-3-10-5) and culture 
media (nutritive agar, AN and potato dextrose agar, 
PDA), with six replications. The treatments were four 
(T1 = control, without inoculating the antagonist (B. 
megaterium), T2-T4 (10-3-10-5, dilutions of the antagonist). 
The response variable was inhibition of fungal growth 
over time: 216 h in PDA and 168 h for AN. According 
to the results found, the ANOVA presented highly 
significant differences for the culture media (P < 0.000), 
where the mean analysis shows that the AN was better 
than the PDA for the antagonism studies. The greatest 
antagonistic effect was presented by T2 and T3; both in 
PDA and AN, being higher in the latter with 59.6 and 
60.2% respectively after 72 h of culture. B. megaterium 
may represent an alternative as a biocontrol agent for 
phytopathogenic soil fungi.

Key words: Mycelial inhibition, biocontrol agent, plant 
pathogens, antagonist
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INTRODUCCIÓN.

Las bacterias que reducen la incidencia de enfermedades 
de plantas a menudo se denominan agentes de 
biocontrol, mientras que aquellas que exhiben actividad 
adversa o negativas hacia un patógeno se definen 
como antagonistas (Beattie, 2007). Las interacciones 
antagónicas pueden evaluarse mediante metodologías 
tales como: la de agar doble capa y el ensayo de 
inhibición simultánea. Las bacterias producen sustancias 
inhibidoras tales como: antibióticos, ácidos orgánicos, 
sideróforos, antifúngicos y bacteriocinas. Entre los 
géneros bacterianos más estudiados que las producen 
incluyen; Enterococcus, Lactococcus, Streptomyces, Bacillus, 
Pseudomonas, Klebsiella, Escherichia y Burkholderia (Cesa-
Luna et al., 2020).

Las bacterias del suelo que tienen actividad antagonista 
contra los fitopatógenos, tienen una función importante 
en el crecimiento de las raíces, el crecimiento general 
de las plantas y también su composición depende de la 
especie vegetal. El desmedido crecimiento poblacional 
ha provocado el uso indiscriminado de fertilizantes 
químicos, fungicidas y pesticidas, lo que representa 
un grave riesgo para la productividad de las plantas 
y la flora del suelo. Las rizobacterias promotoras del 
crecimiento de las plantas, se consideran más seguras 
que los fertilizantes químicos, ya que, son ecológicos y 
se mantienen más tiempo después de la colonización 
en el suelo rizosférico (Chandra et al., 2020). 

Las enfermedades fúngicas de las plantas son motivo 
de gran preocupación para la producción agrícola. Se 
ha estimado que las pérdidas totales alcanzan el 25% 
del rendimiento en los países occidentales y casi el 50% 
en los países en desarrollo. De esto, un tercio se debe a 
infecciones fúngicas (Bower, 1999). R. solani ( R. solani 
JG Khun) [Teleomorfo: Thanatephorus cucumeris (Frank) 
Donk] es un patógeno importante del suelo con un estilo 
de vida necrotrófico (Hussain & Khan, 2020; Mayo et al., 
2015). No obstante, estudios filogenéticos con secuencias 
del ADN ribosomal nuclear (ITS y 28S), confirman que 
R. solani  es un complejo (González-Hernández, 2002), 
con más de 100 especies, que causa daños severos a 
diversos cultivos agrícolas y hortícolas económicamente 
importantes, así como frutales en todo el mundo (Abbas, 
Jiang y Fu, 2017; Druzhinina y Kubicek, 2005; Zheng et 
al., 2013). Tiene un amplio rango de hospedadores y 
distribución, causa el tizón en maíz  (Zea mays L.) e 
incluye aislados uninucleados y binucleados, siendo 

estos últimos más virulentos (Zhou et al., 2016) y en 
el arroz (Oryza sativa L.), principalmente con grandes 
pérdidas en todo el mundo (Zheng et al., 2013).

El uso de agentes de control biológico surge como 
una necesidad para reducir el uso de productos 
químicos dañinos al ambiente, dando paso al uso de 
microorganismos benéficos, los cuales controlan los 
fitopatógenos y no dañan el ambiente, entre estos 
se encuentran los géneros bacterianos: Rhizobium, 
Pseudomonas, Streptomyces, Bacillus y de hongos, 
destacan los estudios de Trichoderma (Ezziyyani et al., 
2006). Se tienen registros de literatura de bacterias que 
son capaces de reprimir el desarrollo de ciertos hongos 
patógenos(Cordon & Haenseler, 1938). Una cepa (F) 
sobresaliente de Bacillus subtilis, inhibió en un rango 
de 50-100% los hongos fitopatógenos Fusarium sp., F. 
equiseti y Alternaria alternata (Mendez-Úbeta, Flores 
Hernández, y Paramo-Aguilera, 2017).

El aumento del uso de productos químicos para el 
control de fitopatógenos se ha intensificado (Centurion 
Belotto et al., 2013). La implementación de métodos 
de control alternativo, como sería el uso de agentes 
de biocontrol, representan una opción ecológica y 
económica para el manejo de enfermedades ocasionadas 
por hongos fitopatógenos.

Bacillus megaterium, es una bacteria formadora de 
esporas aeróbica, aunque se considera un organismo 
del suelo, también se puede encontrar en entornos 
diversos como arrozales, alimentos secos, agua de mar, 
sedimentos, peces y flora normal e incluso en miel de 
abeja (Siura & Hiremath, 2019). Se ha señalado que B. 
megaterium produce ácidos orgánicos los cuales tienen 
la capacidad para solubilizar fosfatos, actúa contra 
contra patógenos como Sclerotium cepivorum que causa 
pudrición blanca de la cebolla (Chen et al., 2006). El 
presente trabajo busca determinar el efecto antagonista 
de B. megaterium como potencial agente de biocontrol 
contra el fitopatógeno R. solani in vitro.

MATERIALES Y MÉTODOS. 

El presente estudio se realizó durante los meses de 
Marzo-Julio del 2018 en el Laboratorio de Agroecología 
de la Universidad Autónoma Agraria Antonio Narro 
Unidad Regional Laguna.
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Material biológico.

El antagonista, B. megaterium fue gentilmente 
proporcionado por la M.C. Eduviges Cisneros Valdez 
de la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad 
Juárez del Estado de Durango, Unidad Gómez Palacio.

El fitopatógeno (Rhizoctonia solani), fue aislado de raíces 
de plantas de tomate, colectadas de la casa sombra No. 
5 de la empresa comercializadora Vigo S.A. de C.V. 
de Torreón, Coahuila, México. Se utilizó agar de papa 
dextrosa (PDA) para su aislamiento y purificación bajo 
campana de flujo laminar IIB (Labconco, USA). La 
caracterización se realizó de acuerdo con las claves de 
identificación de “Illustrated genera of imperfect fungi” 
(Barnett y Hunter, 1972). Un aislado puro se conservó 
en PDA y se sembró para los estudios posteriores. Una 
vez terminados los ensayos, se esterilizó el material a 
121 ºC por 30 minutos y los residuos se desecharon para 
manejo de residuos biológico infecciosos.

Ensayos duales en placa.

Crecimiento en medios de cultivo

Se realizó una curva de crecimiento de B. megaterium 
mediante cultivo en caldo nutritivo y lectura de 
densidad óptica (DO) a una longitud de onda de 600 
nm en un espectrofotómetro ultravioleta visible (Velab, 
Modelo VE-5600UV) (Acuña, Pucci, y Pucci, 2010). 
De la misma forma, se realizó una regresión lineal 
de la D.O, contra la cuenta en placa, determinada en 
unidades logarítmicas, siendo ésta: Y= 3.6709X +5.2058, 
con coeficiente de regresión r= 0.984. Se utilizó una 
densidad óptica de 1.3 y realizaron diluciones decimales 
de 10-3-10-5 equivalentes a 9.6 x 104 a 9.3 x 106 UFC mL-1 
respectivamente.

Se prepararon los medios de cultivo agar nutritivo 
(AN) y PDA (Bioxon, México), de acuerdo con las 
especificaciones del fabricante. Se vaciaron cada uno de 
ellos en cajas Petri de vidrio esterilizadas previamente 
y se realizó el crecimiento tanto del hongo como la 
bacteria en ambos medios. Se dejaron tres cajas Petri 
sin abrir con finalidad doble: controles de crecimiento 
y prueba de esterilidad del medio de cultivo y dos cajas 
abiertas de medio durante el proceso de manipulación 
de muestras como control de esterilidad del área de 
trabajo. 

Se procedió a la siembra en los medios AN y PDA 

con los tratamientos; T1 es el medio sin el cultivo del 
antagonista (B. megaterium), T2-T4, se inocularon con 
las diluciones 10-3-10-5 del antagonista en ambos medios 
de cultivo. El fitopatógeno se seleccionó de una caja 
de PDA con cultivo de tres días y desarrollo micelial 
completo, con un sacabocado de 5 mm se obtuvieron 
botones del hongo y se colocaron en las cajas Petri por 
sextuplicado. Se incubaron a 23 ºC por 3-5 días.

Ensayo antagónico.

La capacidad de inhibición del crecimiento fúngico por 
cepas de Bacillus sp. fue determinada de acuerdo con 
Hung & Hoes, 1976. Brevemente, mediante un disco 
de 5 mm de diámetro de un cultivo puro del patógeno, 
se colocó en el centro de la placa de Petri conteniendo 
PDA o AN. La bacteria se sembró con las diluciones 
correspondientes en toda la placa y se incubaron a 26 
ºC hasta 168 h. Se midió el diámetro del crecimiento 
del fitopatógeno y se comparó con el control (T1), sin 
antagonista. Para determinar el porcentaje de inhibición 
se utilizó la fórmula propuesta por Vincent (1947), 
Citada por (Chakrapani, Shina, Chanu, Chakma, & 
Siram, 2020), los datos para su procesamiento, fueron 
transformados a Arcoseno para el análisis de varianza.

% de Inhibición= ((DC-DT)/ DC) *100

Donde:

DC=Diámetro promedio del crecimiento micelial del 
control

DT= Diámetro promedio del crecimiento micelial del 
tratamiento

Análisis de datos.

Los datos fueron analizados de acuerdo a un modelo de 
efectos fijos  y un diseño experimental completamente al 
azar con dos factores (factor A= Tratamiento antagónico, 
T2-T4 y factor B= Medios de cultivo, AN y PDA) con 
seis repeticiones. Se realizaron análisis de varianza 
(ANOVA) y pruebas de medias Tukey a un nivel de 
significancia del 0.05. Los datos se procesaron mediante 
el paquete estadístico Minitab 17. 

Para el  ANOVA de dos vías se consideró el siguiente 
modelo estadístico:  

Yijk = m + ai + bj + (ab)ij + eijk: 
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para  i=1, 2, 3, 4: j= 1, 2; K= 1,2 ..6.

Donde: 

Yijk = Valor observado del crecimiento micelilar de la 
K-ésima repetición con el i ésimo nivel de dilución y el 
j-ésimo nivel de medio de cultivo.

m= Efecto de la media general

ai = Efecto fijo del i-ésimo nivel de dilución

bj= Efecto fijo del j-ésimo nivel de medio de cultivo

(ab)ij = Efecto fijo del i-ésimo nivel de dilución y el 
j-ésimo nivel de medio de cultivo

eijk = Efecto del error aleatorio

RESULTADOS Y DISCUSIÓN.

Como señala Baker (1987), el control de enfermedades 
causados por fitopatógenos con la presencia de 
antagonistas es igualmente eficaz y menos costosa que 
el uso de productos químicos. Es crítico no pasar por 
alto que estos últimos se han desarrollado durante los 
últimos cien años por grandes corporaciones, pero el 
uso de antagonistas lleva tan solo 25 años y su uso ha 
sido respaldado por intereses comerciales. Del presente 
estudio se destacan los siguientes resultados

Inhibición en medio de cultivo PDA.

De acuerdo con la Figura 1, se observa claramente 
que los tratamientos T2 y T3 fueron más efectivos que 
T4 respecto a la capacidad antagónica que mostró B. 
megaterium utilizando como medio de cultivo PDA. Sin 
embargo, sus porcentajes de inhibición alcanzaron un 
máximo aproximado del 38% a 96 h de cultivo, para 
posteriormente disminuir su capacidad antagónica. El 
T4 fue inefectivo, debido a la baja concentración de B. 
megaterium presente en el medio. 

De acuerdo con los resultados de ANOVA (Cuadro 1), se 
encontraron diferencias altamente significativas de las 
48-72 h entre los medios de cultivo, lo que indica que el 
medio PDA, tiene influencia sobre los resultados a pesar 
de que en estudios previos resultados no reportados, la 
cinética de crecimiento del antagonista es similar tanto 
en PDA como en AN. Sólamente se encontró diferencia 
estadística del crecimiento micelial a 48 h de cultivo. Por 
lo tanto, usar T2 o T3, tiene significado en términos de 
carga bacteriana. 

El análisis de varianza a través del tiempo (Cuadro 
1), muestra que existe un efecto del medio de cultivo 
durante 48 h y 72 h, sin efecto de los tratamientos, sin 
embargo, a partir de las 96 h, el efecto de tratamiento 
es significativo (P<0.05)  y altamente significativo de las 
144-168 h, representando un efecto de acción antagónica 
prolongado y efectivo sobre el fitopatógeno R. solani e 
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importante para el desarrollo del cultivo.  Por otra parte, 
en lo que respecta a los medios, donde las repeticiones, 
pudieran ser un factor que contribuya, para futuros 
estudios, será pertinente incrementar el número de 
repeticiones a 10 o de ser posible a 15, a fin de minimizar 
variabilidad de datos.

Los análisis de medias, indican diferencia significativas 
entre los tratamientos, donde a las 72 h de cultivo (Cuadro 
2); en PDA, la menor inhibición del hongo fue en T4 con 
un 4.8% mientras que en T2 y T3, fueron similares con 
inhibición del 30.9 y 32.7 % respectivamente, destacando 
que T3 fue diferente después de este tiempo.  

Inhibición en medio de cultivo AN.

Como se pueden observar en los resultados de la Figura 
2, es evidente que el ensayo in vitro empleando este 
medio de cultivo tuvo un efecto significativo. El T2 
tiene un efecto de inhibir el crecimiento micelial del 
hongo desde las 24 horas, posteriormente lo hacen 
los tratamientos T3 y T4, evidenciando el efecto de la 

concentración microbiana sobre la supresión del micelio. 
Se puede así mismo observar, que T2 fue eficiente a 
través del tiempo y se mejora su capacidad de inhibir 
el crecimiento del micelio. Es por lo tanto importante 
definir la concentración apropiada del inóculo para el 
éxito del antagonista.

El ANOVA (Cuadro 1), demuestra la diferencia 
estadística de los medios  de cultivo a partir de las 24-48 
h, donde el AN sobresale significativamente (P<0.001), 
los tratamientos muestran las diferencias a las 96 h 
(P<0.05), como ya se mencionó resulta de interés por 
el efecto inhibitorio a través del tiempo.

Como todos sabemos, el AN es un medio general para el 
crecimiento de bacterias, de igual manera el PDA los es 
para los hongos en general, lo que pudiera ser una razón 
de las discrepancias de porqué el hongo creció más en 
PDA y menos en AN, a pesar de haberse demostrado que 
B. megaterium, crece de manera similar en PDA y AN, 
asumiendo que, pudiera ser la liberación de sustancias 



80 | MICROBIOLOGÍA REMDIS Vol. 2, No. 13. Junio 2021 ISSN: 2594-1445

por parte del fitopatógeno el que limite el desarrollo del 
antagonista en el PDA, caso contrario, el AN pudiera 
tener efecto en el crecimiento, pese a que cuando creció 
solo el fitopatógeno lo hizo apropiadamente.

Bacillus megaterium, se identificó por primera vez hace 
más de 100 años y es una curiosidad en el presente, 
debido a su fisiología y enzimas inusualmente útiles, 
tiene importancia económica debido a la producción 
de enzimas comercialmente importantes como la 
penicilina amidasa, la esteroide deshidrolasa, la amilasa 
y productos como el ácido hidroxil cítrico (HCA), 
durante su ciclo de crecimiento (Siura & Hiremath, 
2019).  Se ha reportado que el metabolito secundario 
presente en el filtrado de cultivo de la cepa de B. subtilis 
HussainT-AMU, presentó un efecto significativo contra 
el patógeno R. solani y se observó un aumento en el 
rendimiento de tubérculos de papa y el crecimiento 
de las plantas. La reducción en la incidencia de la 
enfermedad fue de hasta el 71% y el 50% en condiciones 
de maceta y campo, respectivamente (Hussain & Khan, 
2020). El presente estudio, alcanzó con B. megaterium 
hasta un 73.9% de inhibición del crecimiento del 
patógeno bajo condiciones de laboratorio en AN a 
las 168 h. Por otra parte, Ashwini y Srividya (2014), 
encontraron que B. subtilis suprime el crecimiento de 
Colletotrichum gloeosporioides OGC1 en cultivo líquido 
dual. Así mismo, en un estudio con Bacillus pumilus 
JUBCH08, se encontró un 45% de antagonismo contra el 
hongo fitopatógeno Fusarium oxysporum (Bhattacharya, 
Das, Samadder, & Rajan, 2016). En nuestro estudio 
los porcentajes resultaron claramente superiores a 

los anteriores, el efecto puede ser probablemente a la 
acción de la producción de glucanasas, proteasas o 
quitinasa, así como sideróforos, como se ha demostrado 
por (Figueroa-López et al., 2016). Dicha actividad ya 
se ha demostrado que puede causar deformaciónde e 
inhibición de las hifas fúngicas (Ashwini and Srividya, 
2014). En otro reporte,  los resultados concuerdan con 
los con los nuestros y para B. megaterium es factible 
actua como agente de biocontrol de la pudrición de 
la corona y raíz de plantas de tomate, ocasionada por 
Fusarium oxysporum (Omar, O`Neill, & Rossall, 2006). En 
otro estudio en el que se aislaron 42 cepas bacterianas 
de Bacillus, Pseudomonas y Paenibacillum, las cuales 
inhibieron el crecimiento de F. verticillioides (> 45% 
de inhibición), destacándose B. megaterium (B5), B. 
cerus (B25) y Bacillus sp. (B35) con los mejores efectos 
antagónicos (Figueroa-Lopez et al., 2016).

Es importante el resultado encontrado, dado que el 
hongo es causante del marchitamiento de la plantulas 
a nivel de semilleros, por lo tanto, se pudiera utilizar 
a B. megaterium como agente antagonista y reducir 
las pérdidas económicas en los invernaderos y para 
diferentes hortalizas. Sin embargo, se requiere de 
continuar realizando ensayos a nivel de invernadero y 
demostrar el efecto que se encuentra in vitro. 

CONCLUSIONES.

La dosis infectiva de B. megaterium, utilizada en este 
trabajo es menor a la aplicada de los estudios de otros 
modelos, y su concentración fue 9.3 x 106 UFCmL-1, 
utilizando como inóculo, 100 μL de muesta por placa.
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Del presente estudio se destaca que, los tratamientos 
T2 y T3 fueron superiores en AN, llegando hasta un 
73.9 % (T2) con 168 h de incubación, lo que apoyaría a 
que, B. megaterium es un agente de biocontrol potencial 
contra R. solani.
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RESUMEN

Alternaria ha sido reportado como un patógeno 
oportunista en sujetos inmunodeprimidos, con 
trasplantes o sanos, así como causante de alergias, 
enfermedades respiratorias y padecimientos de la piel. 
Este hongo no presenta dimorfismo, y sus mecanismos 
de infección mediados por enzimas en mamíferos han 
sido poco estudiados. El objetivo del presente trabajo 
fue determinar la capacidad proteolítica de Alternaria en 
un medio sólido como un indicador de patogenicidad. 
Se obtuvieron muestras ambientales de la Zona 
Metropolitana del Valle de Toluca en la fracción de PM2.5; 
de las cuales, se aisló y purificó Alternaria bajo el método 
de transferencia repetida; para hacer la evaluación de 
la actividad proteolítica se utilizó un medio con caseína 
como inductor, y se calculó el índice Enzimático para 
establecer una comparación entre aislados. Asímismo, 
se utilizó el análisis de correlación de Pearson entre la 
cantidad de propágulos (esporas o fragmentos de hifas 
que germinaron y produjeron colonias) con parámetros 
ambientales, identificando el grado de asociación entre 
ambos. Se obtuvieron diversos géneros cosmopolitas 
y se purificaron 33 aislados del género Alternaria, que 
mostraron en primavera una correlación positiva con 
dirección del viento y en verano con humedad relativa. 
De acuerdo con su capacidad proteolítica, se determinó 
que los aislados mostraron diferencias significativas; 
siendo los de mayor actividad los aislados 10, el 13 y el 
25. Los resultados obtenidos sugieren que los aislados 
de Alternaria de la Zona Metropolitana del Valle de 
Toluca, cuentan con proteasas que les permitirían 
penetrar hospedantes susceptibles.

Palabras Clave: Alternaria, PM2.5, bioaerosoles, 
proteólisis. 

ABSTRACT

Alternaria has been reported as an opportunistic 
pathogen in immunosuppressed, transplanted, 
or healthy subjects, as well as a cause of allergies, 
respiratory diseases and skin conditions. This fungus 
does not present dimorphism, and its mechanisms of 
infection mediated by enzymes in mammals have been 
little studied. The objective of the present work was to 
determine the proteolytic capacity of Alternaria in a solid 
medium as an indicator of pathogenicity. Environmental 
samples were obtained from the Metropolitan Area of 
the Valley of Toluca in the fraction of PM2.5; of which, 
Alternaria was isolated and purified under the repeated 
transfer method in order to evaluate the proteolytic 
activity, a medium with casein as an inducer was used, 
and the Enzyme index was calculated to establish a 
comparison between isolates. Likewise, Pearson's 
correlation analysis was used between the number of 
propagules (spores or hyphal fragments that germinated 
and produced colonies) with environmental parameters, 
identifying the degree of association between both. 
Various cosmopolitan genera were obtained and 33 
isolates of the genus Alternaria were purified, which 
showed a positive correlation with wind direction in 
spring and with relative humidity in summer. According 
to their proteolytic capacity, it was determined that 
the isolates showed significant differences; the most 
active ones being isolates 10, 13 and 25. The results 
obtained suggest that the Alternaria isolates from the 
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Metropolitan Area of the Toluca Valley have proteases 
that would allow them to penetrate susceptible hosts.

Keywords: Alternaria, PM2.5, bioaerosols, proteolysis.

INTRODUCCIÓN

La contaminación atmosférica es una alteración de 
la composición física, biológica y química del aire. 
Entre los constituyentes  que se hallan en la misma, se 
encuentra material particulado PM2.5, que son partículas 
con diámetro aerodinámico menor o igual a 2.5 μm y 
PM10, partículas con diámetro aerodinámico menores o 
iguales a 10 μm y mayores a 2.5 μm, el cual comprende 
a los Bioaerosoles, partículas de origen biológico, en 
los que se pueden encontrar bacterias, virus, hongos, 
polen y en general cualquier resto de microorganismos 
(Janssen et al., 2021; Caballero-Segura et al., 2005). Las 
partículas que se encuentran en el tamaño de 2.5 µm 
tienen la capacidad de causar diversas enfermedades e 
incluso la muerte (Imran Burhan y Alí, 2021; Andersen 
et al., 2012).

El tamaño de las partículas es muy importante porque 
de él depende la facilidad para ingresar al hospedero. 
Las partículas mayores a 10 μm se depositan en las fosas 
nasales y la garganta, mientras que a las menores a 10 
μm se les conoce como fracción torácica o inhalable y 
pueden llegar a penetrar hasta el tracto respiratorio; 
en cuanto a las partículas finas de 2.5 μm, tienen la 
posibilidad de llegar hasta los bronquiolos y alvéolos, 
con la posibilidad de incorporarse al torrente sanguíneo 
y ocasionar daños a la salud (SEDEMA, 2014). 

Entre esas partículas que oscilan entre 10 y 2.5 μm se 
encuentran las esporas de diversas especies de hongos, 
que están frecuentemente en el ambiente,  capaces 
de afectar vegetales, animales, habitar en el suelo y 
permanecer por largos periodos en el aire, tal es el 
caso de Bipolaris, Curvularia, Ulocladium, Cladosporium 
y Alternaria (Srinivasan et al., 2020; Silva-Barreto et al., 
2011). Estos dos últimos géneros con gran importancia 
para la salud debido a sus concentraciones en aire y su 
potencial alérgeno (González-Díaz et al., 2016; Grinn-
Gofrón y Rapiejko, 2009). Alternaria es un ascomiceto 
perteneciente a la familia Pleosporaceae y su impacto 
se debe a sus características como fitopatógeno, que 
coloniza todos los estadios de las plantas susceptibles; 
sin embargo, en los últimos años las afecciones en 
mamíferos causadas por este hongo se han hecho más 
frecuentes, afectando incluso a humanos, debido a  

su capacidad para adaptarse a diversos ambientes y 
sustratos.  

Las primeras menciones de las afectaciones de Alternaria 
en patología humana de acuerdo con la Sociedad 
Española de Enfermedades Infecciosas y Microbiología 
Clínica datan de 1929 en las que Montpellier et 
al., lograron aislarlo de un nódulo granulomatoso 
subcutáneo en el pie de un niño argelino. Henrici et al., 
(1947) lo recuperaron de una lesión en la piel y sugirieron 
que podría ser causa de lesiones supurativas benignas 
en humanos. Alternaria ha sido reconocido como agente 
causal de feohifomicosis (Chhonkar et al., 2016; Gomes 
et al., 2011; Ramos-e-Silva et al., 2010) afectando a sujetos 
con VIH, inmunideprimidos, con trasplantes, rinitis y 
otras enfermedades respiratorias (Percopo et al., 2020; 
Liu et al., 2016; Konidiaris et al., 2013; Shakurnia et al., 
2013; Fuiano y Fusilli, 2012). También se ha reportado 
en casos de rinoconjuntivitis (Ma et al., 2018; Vacher et 
al., 2015; Mimura et al., 2014) y en personas sensibles a 
la presencia del hongo (Chakraborty et al., 2014), por su 
potencial alérgeno (Chul-Park et al., 2019; Grinn-Gofrón 
y Rapiejko, 2009).

En los últimos años, Alternaria ha sido aislado de 
pacientes con onicomicosis, queratomicosis con 
traumatismos cornéales o quirúrgicos y feohifomicosis 
subcutánea por traumatismos causados por espinas, 
astillas, ramas o agujas (Iturrieta-González, 2019; Hu et 
al., 2015; Srinavasan et al., 2004) e incluso de individuos 
con COVID-19 (Khatiwada y Subedi, 2020; Hosseini et 
al., 2020b; Xiang et al., 2020; Soltani et al., 2021; Vilela de 
Oliveira et al., 2021). Ineludiblemente el impacto de los 
bioaerosoles en la vida actual ha sido desafortunado, 
afectando en gran medida al personal responsable de 
las áreas medico sanitarias, así como a las poblaciones 
más vulnerables. Por ello, resulta indispensable estudiar 
e investigar las rutas de acción y propagación de estos 
microorganismos. 

Si bien, debido a la pandemia se ha visibilizado la 
posible vulnerabilidad del sistema sanitario, así 
como la facilidad con la que se puede dañar algún 
eslabón del sector salud, nos amplia el panorama 
para evitar escenarios con infecciones ocasionadas 
por microorganismos oportunistas. En este momento 
se conoce que el patrón de la enfermedad durante la 
pandemia está vinculado a la presencia de bacterias y 
hongos que en algunos casos desencadenan cuadros 
infecciosos severos (Hosseini et al., 2020b). Salehi et 
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al., 2020 y Chowdhary et al., 2020, mencionan la 
presencia de hongos en las zonas orofaríngeas, 
pulmonares, intestinales, nasales, oculares y en 
torrente sanguíneo, en muchos de estos casos clínicos 
se encuentra documentada la presencia del género 
Alternaria (Khatiwada y Subedi, 2020; Hosseini et al., 
2020ª; Xiang et al., 2020; Soltani et al., 2021; Vilela de 
Oliveira et al., 2021).

Pocos estudios han considerado a Alternaria como 
poseedor de un sistema proteolítico que podría 
servir como parte del mecanismo de patogenicidad 
en mamíferos. Alternaria es un saprobio, mientras 
que los patógenos verdaderos son dimórficos cuando 
infectan animales, ya que forman blastosporas una 
vez que penetraron en el hospedante, entre otras 
estrategias de infección. Mientras que la fase micelial, 
se caracteriza porque el hongo presenta abundantes 
hifas generalmente con gran cantidad de esporas o 
conidios que facilitan la adherencia y penetración 
del huésped (Shin et al., 2020; Clínica Universidad de 
Navarra, 2013). Aun no se sabe con precisión cuáles 
son los mecanismos que posee, pero Alternaria puede 
parasitar reptiles y mamíferos, incluyendo humanos; 
de ahí que sea necesario el estudio de las proteasas, 
ya que hasta el momento, no se ha demostrado sí 
podrían jugar un papel importante dentro del proceso 
de infección del hongo (Wu et al., 2020; Lopez-Llorca 
et al.,  2002), teniendo presente que la penetración de 
cada grupo de microorganismos está determinada 

por propiedades intrínsecas como patogenicidad, 
virulencia, dosis infectiva, capacidad de propagación 
y barreras biológicas (Mejía-Góchez, 2020).

MATERIAL Y MÉTODO

Muestreo

Los aislados de Alternaria utilizados en éste estudio se 
obtuvieron de la atmósfera de la Zona Metropolitana 
del Valle de Toluca. El material biológico se colectó en 
cuatro estaciones de monitoreo (Figura 1), ubicados 
en San Mateo Atenco (19° 16’ 49.5’’ N, 99° 32’ 30.0’’ 
W, Av. Hacienda de Tres Marías No. 260, Col. Santa 
Elena, (dentro de las instalaciones del tanque elevado 
de OPDAPAS) C.P. 52100, San Mateo Atenco, Méx.), 
Aeropuerto (19° 20’ 4.41’’ N, 99° 34’ 26.3’’ W, Calle 
Enedino Arevalo Alanis s/n, esq. Boulevard Miguel 
Alemán, Parque Industrial Exportec II, San Pedro 
Totoltepec, (dentro de las instalaciones del Centro 
Nacional de Capacitación y Adiestramiento de la 
Cruz Roja Mexicana), C.P.54080, Toluca, Méx.),  
San Cristóbal Huichochitlán (19° 19’ 38.0’’ N, 99° 
38’ 3.44’’ W, Calle Paseo de la Luz s/n esq. Manuel 
Hinojosa Giles, San Cristóbal Huichochitlán, (dentro 
de la Escuela Primaria "Manuel Hinojosa Giles"), 
C.P. 50100, Toluca, Méx.) y Oxtotitlán (19° 17’ 0.40’’ 
N, 99° 41’ 0.56’’ O, Calle Lago Caimanero No. 500 
esq. Laguna de la Asunción, Col. Nueva Oxtotitlán, 
(dentro de la Escuela Primaria "Carmen Serdán"), 
C.P. 50100, Toluca, Méx.) pertenecientes a la Red 
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Automática de Monitoreo Atmosférico del Valle de 
Toluca (RAMAT).  Los muestreos se realizaron cada 
quince días, de abril de 2014 a enero de 2015, siendo 
parte de la primera fase del proyecto “Estudio de 
microcontaminantes atmosféricos como factores de 
riesgo a la Salud de la Población”, financiado por SEP-
CONACYT, con número 256751, mismo que concluirá 
en el 2022.

Para la obtención de colonias fúngicas, se utilizaron dos 
métodos (Figura 2): 

1.- Impactación directa en cajas Petri, con agar rosa 
Bengala adicionado con ciprofloxacino (500 mg/L) 
colocados en la parte superior de la caseta de la estación 
de monitoreo (aproximadamente 2.5 m del nivel de la 
calle.). Las cajas Petri se expusieron durante 30 min y 
se incubaron a 28°C, durante 3 a 5 días para obtener 
unidades formadoras de colonias fúngicas presentes 
en los sitios de estudio.

2.- Toma de filtros, se utilizaron muestreadores de 
tipo activo y medio volumen (TCR-TECORA) para 
colectar la fracción de PM2.5 con filtros de teflón de 47 
mm de diámetro. Los aparatos se programaron para 
que muestrearan durante 24 h de manera simultánea, 
transcurrido el tiempo los filtros se trasladaron al 
laboratorio en condiciones para material biológico 
(material contenedor estéril y en cadena de frío) y 
se sometieron a seis lavados acumulativos con 1 mL 
de Tween 80 al 0.05%. La suspensión resultante se 
centrifugó a 13,000 rpm durante 25 min, obtenida la 
pastilla, el concentrado se resuspendió nuevamente en 
1 mL de Tween 80 y se depositaron 100µL en cajas Petri 
con agar rosa Bengala adicionado con ciprofloxacino 
(500 mg/L). Estas se incubaron a 28°C de 3 a 5 días.

Parámetros meteorológicos

Estos fueron obtenidos de la Red Automática de 
Monitoreo Atmosférico de la Zona Metropolitana del 
Valle de Toluca (RAMAT), se consideró el promedio 
diario para temperatura del ambiente, humedad relativa 
y dirección del viento de los días en que se tomaron 
las muestras de PM2.5 en cada una de las estaciones de 
este estudio.

Identificación macro y micromorfológica 

De los aislados obtenidos por impactación directa y 
de los filtros, las colonias presentes se identificaron 

a nivel de género, tomando en cuenta su macro y 
micromorfología. La identificación se llevo a cabo 
utilizando las claves taxonómicas de Watanabe, 2002; 
Barnett y Hunter, 1998; Barron, 1968. La ubicación 
taxonómica de los géneros encontrados, se realizó con 
la base de datos MycoBank (International Mycological 
Association, 2016), basada en el Código Internacional de 
Nomenclatura Botánica (ICBN).  Para la cuantificación 
de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) se utilizó 
un contador de colonias tipo Quebec (Sol-Bat México) 
y la información se registró en una base de datos por 
estación de monitoreo, época anual y fecha de muestreo. 

Aislamiento y purificación de Alternaria en agar papa 
dextrosa 

Para la purificación de los aislados de Alternaria se 
utilizó agar papa dextrosa (PDA) a una proporción en 
g/L: agar 15, dextrosa 20, papa natural 300; favoreciendo 
así la esporulación y la producción de pigmentos 
característicos de algunos dermatofitos (Leslie y 
Summerell, 2006; Frank et al., 1993). El aislamiento se 
realizó por transferencia repetida (Cañedo y Ames, 
2004).

Determinación de actividad proteolítica

La determinación se realizó en un medio de 
amortiguador de fosfatos con leche descremada Svelty® 
(Nestlé, México) como sustrato e inductor ya que posee 
prácticamente todos los aminoácidos (en g/L: leche 
descremada 20, agar 16, fosfato monobásico de sodio 
27.8 y fosfato dibásico de sodio 71.7) (Bonifaz-Trujillo, 
2012). Para este procedimiento, se hizo un pozo de 0.4 
cm en el centro de cada caja de Petri con el medio con 
inductor y se colocó una suspensión de conidios de cada 
aislado a probar, ajustada a 1 x 104. Se trabajó con tres 
lotes experimentales con 9 réplicas cada uno, los cuales 
fueron sembrados en días diferentes, todos los ensayos 
se incubaron a 28 ºC. Se midió el crecimiento radial de 
las colonias y el diámetro de los halos de proteólisis cada 
24 h hasta las 72 h, debido a que son consideradas como 
las horas críticas en las que el patógeno logra penetrar 
en el huésped. 

Los halos de degradación de los aislados fueron medidos 
utilizando la metodología de Pedroza et al., 2001 y 
Cruz-Ramírez et al., 2012 modificadas, brevemente, el 
diámetro mayor y menor del halo asi como de la colonia, 
se midieron. Los halos se consideraron como una señal 
de que el hongo está expresando enzimas extracelulares 
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al utilizar la leche descremada. Posteriormente, se 
determinó el índice Enzimático (IE=ẋ del diámetro del 
halo/ ẋ del diámetro de la colonia), para establecer una 
comparación entre aislados. Las proteasas asociadas a 
un patógeno solo pueden ser definidas bajo un contexto 
dependiente de las condiciones para la viabilidad del 
mismo, por lo que el crecimiento de los aislados en medio 
de cultivo, fue primordial para el estudio.

Análisis estadísticos

Se realizó una prueba de correlación de Pearson entre 
la presencia de Alternaria y los parámetros ambientales, 

temperatura del ambiente, humedad relativa, dirección y 
velocidad del viento con la finalidad de evaluar el grado 
de asociación entre las variables.

Para el análisis de los datos obtenidos del crecimiento de 
las colonias y sus halos, se empleó la prueba de Kruskal-
Wallis (1952) utilizando el programa estadístico JMP® 

versión 8.0 (SAS Institute Inc., 1989-2019), con el fin de 
esclarecer diferencias estadísticas significativas entre el 
índice enzimático de los aislados de Alternaria.
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RESULTADOS

Géneros encontrados en la Zona Metropolitana del 
Valle de Toluca

Las muestras obtenidas por ambos métodos (impactación 
y filtros) provenientes de la Zona Metropolitana del 
Valle de Toluca mostraron diversos géneros fúngicos, 
obteniendo la mayor cantidad por impactación, durante 
el muestreo que comprendió  tres de las cuatro estaciones 
anuales (primavera, verano y otoño). A pesar del gran 
número de géneros fúngicos encontrados durante el 
estudio, los muestreos no. 1 (24 de abril), no. 10 (29 de 
agosto) y no. 16 (5 de noviembre) no registraron presencia 
de colonias fúngicas, obteniendo al final 18 muestreos, en 
los que se encontraron 102 géneros fúngicos (Figura 3). 
Los más abundantes fueron Aspergillus (24%), Penicillium 
(18%), Cladosporium (15%), Fusarium (9%) y Alternaria 

(4%); equivalentes al 70% de la abundancia total, mientras 
que los géneros restantes representaron el 30%. Respecto 
a los sitios de monitoreo, Alternaria estuvo presente en 
las cuatro estaciones de muestreo  durante todo el año, 
se registró un total de 176 UFC/año, de las cuales un 
33% se encontró en la estación de San Cristóbal, el 31% 
en Aeropuerto, el 28% en San Mateo y el 8% restante, se 
concentró en Oxtotitlán (Figura 4).

Correlación entre Alternaria y los parámetros 
ambientales

Los parámetros humedad relativa y velocidad del viento 
mostraron tener mayor relación con la presencia de 
Alternaria en las estaciones pero en diferente época del 
año. En primavera, Alternaria tuvo una relación positiva 
con el parámetro dirección del viento, con una r=0.8 y una 
r2=0.6, mientras que en los otros parámetros ambientales 
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su relación fue negativa. En verano, Alternaria mostró 
tener una relación positiva con humedad relativa 
con una r=0.9 y una r2=0.9, en relación con los demás 
parámetros ambientales, estos mostraron una relación 
negativa. Finalmente en otoño, Alternaria  no mostró 
relación significativa con los parámetros de interés 
(Figura 5).

Actividad proteolítica

A partir de los 18 muestreos, se obtuvieron 178 aislados 
de Alternaria de los cuales  solamente se lograron 
purificar 33 en PDA (25 obtenidas por impactación 
directa y ocho en los filtros de teflón) por el método de 
transferencia repetida; una vez obtenido el cultivo puro, 
los aislados fueron utilizados para la determinación de 
la proteólisis. En general a las primeras 24 h se apreció 
la formación de un halo pequeño así como la aparición 
de diminutas manchas oscuras características de las 
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colonias de Alternaria; lo que indicó la germinación de 
los conidios; para este día los halos midieron a entre 0.8 
a 1cm de diámetro y las colonias entre 0.6 y 0.8 cm de 
diámetro. A las 48 h se observó un halo más diferenciado 
y el crecimiento de la colonia mostró un aumento, para 
este segundo día los halos midieron entre 1.1 a 2 cm de 
diámetro y las colonias entre 0.8 y 2.5 cm de diámetro. 
Finalmente, a las 72 h el incremento de los halos y de las 
colonias fue notorio; para el tercer día los halos midieron 
entre 2.1 y 3.1cm de diámetro, mientras que las colonias 
entre 0.8 y 2.8 cm de diámetro (Tabla 1).

Los valores presentados son promedios de tres lotes de 
9 unidades experimentales cada uno. Letras diferentes 
indican diferencias significativas (p<0.0001).

Con relación a los datos obtenidos del Índice Enzimático 
se encontraron diferencias significativas entre la 
capacidad enzimática de los 33 aislados p<0.0001. Se 
realizó también la comparación múltiple de pares Tukey-
Kramer; donde nuevamente aparecieron diferencias 
significativas y se delimitaron de tres grupos (A, AB 
y ABC).

El aislado no.25 fue el que presentó el promedio más 
alto en capacidad proteolítica (Grupo A; IE: 1.43). 
Mientras que los aislados No.10 (Grupo ABC; IE: 1.20) 
y No.13 (Grupo AB; IE: 1.33) mostraron una capacidad 
enzimática similar. Los de menor actividad fueron la 
18, 20, 26 y 27 con un IE: 1 (Tabla 1). 

DISCUSIÓN

La Zona Metropolitana del Valle de Toluca ha 
presentado una modificación en sus actividades 
económicas en los últimos años, ya que pasó de ser 
una economía sustentable rural a una industrial y de 
servicios, trayendo como consecuencia el incremento de 
partículas dañinas en el aire, aumentando las emisiones 
a la atmósfera y la contaminación. Los géneros más 
abundantes encontrados durante toda la campaña 
de los 18 muestreos fueron Aspergillus, Penicillium, 
Cladosporium, Fusarium y Alternaria; son considerados 
cosmopolitas y de gran abundancia en todo el mundo 
(Rodríguez-Gómez et al., 2019; Sánchez-Espinosa y 
Almaguer-Chávez, 2014; Almaguer y Rojas-Flores, 2013; 
Sharma et al., 2011), lo que se confirmó al obtener el 71% 
del total de registros durante el muestreo realizado en 
2014-2015 en la primera fase del estudio en la  Zona 
Metropolitana del Valle de Toluca.

Asimismo, la presencia de estos géneros puede estar 
vinculada con enfermedades respiratorias, alergias, 
asma, conjuntivitis y diversos padecimientos de 
la piel o respiratorios (Imran-Bukhary y Ali, 2021; 
González-Díaz, 2016; Castellanos-Moguel et al., 2013). 
Frecuentemente los casos de asma alérgica son de 
etiología fúngica, dominados principalmente por 
géneros como Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, 
Penicillium. La Sociedad de Alergología e Inmunología 
Clínica de España, menciona que los síntomas alérgicos 
más comunes son rinoconjuntivitis con 55.5% y asma 
28%, siendo la causa principal el polen, epitelios de 
animales y esporas de hongos (Tsitsi-Pfavayi et al., 2021; 
Rendueles, 2015).

En este estudio, Alternaria mostró estar relacionado 
positivamente con los parámetros dirección del 
viento (r= 0.8) y humedad relativa (r=0.9), durante el 
periodo de primavera y verano lo que pudo favorecer 
a este género en dichas épocas del año. Hosseini et al., 
(2020a) encontraron que la lluvia beneficia la liberación 
de esporas, pudiendo explicar la relación entre las 
condiciones ambientales de verano y la humedad 
relativa, mientras que las condiciones ambientales 
para primavera y la relación con la dirección del 
viento, podrían estar ligadas a las corrientes de aire 
predominantes en el Valle de Toluca que van del Sureste 
al Oeste durante todo el año, favoreciendo la dispersión 
de contaminantes (Gobierno del Estado de México, 
2005).

En cuanto a las pruebas de capacidad proteolítica, 
Alternaria mostró tener efecto de tratamiento, tanto 
estadísticamente como por aspecto del halo. Existe mucha 
documentación acerca de la patogenicidad de Altenaria 
y sus alteraciones en plantas, así como el registro de 
innumerables casos clínicos de afecciones ocasionados 
a humanos y algunos animales (Iturrieta-González 
et al., 2019; Liu et al., 2016; Chakaraborty et al., 2014; 
Sečniková et al., 2014; Shakurnia et al., 2013; Konidiaris 
et al., 2013; Gomes et al., 2011); sobre todo en organismos 
inmunodeprimidos o vulnerables (Khatiwada y Subedi, 
2020; Hosseini et al., 2020b; Xiang et al., 2020; Soltani et 
al., 2021; Vilela de Oliveira et al., 2021).  La información 
disponible solo se remite al registro de los casos, por 
lo que hay muy poca documentación conocida o 
estudiada de las enzimas asociadas, mecanismos de 
acción y protocolos para su estandarización. Saprófitos 
comunes como Chrysosporium, Fusarium, Aspergillus, 
Scopulariopsis, Curvularia y Alternaria poseen actividades 
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enzimáticas complejas que les permiten utilizar la 
queratina, principal componente del estrato córneo de 
la piel, así como de uñas y cabello (Daines et al., 2020; 
Gugnani, 2000) representando un riesgo inminente en 
la situación actual de alerta mundial (Soltani et al., 2021; 
Vilela de Oliveira et al., 2021; Khatiwada y Subedi, 2020; 
Hosseini et al., 2020b; Xiang et al., 2020). 

En el marco de lo planteado en el estudio, la prevalencia  
de Alternaria fue observada durante todo el periodo 
de muestreo y las concentraciones de conidios en el 
ambiente mostraron ser suficientes para aislarlo y 
purificarlo, incluso a partir de los filtros para PM2.5, en 
los que según la literatura, no sería común encontrarlos 
por su tamaño (Velázquez, 2020). 

CONCLUSIONES

En este estudio se detectó gran cantidad de géneros 
fúngicos en la atmósfera de la ZMVT,  siendo Aspergillus, 
Penicillium, Cladosporium, Fusarium y Alternaria los más 
abundantes durante las épocas del año muestreadas. 
Alternaria estuvo presente durante tres de las estaciones 
del año y las cantidades de conidios obtenidos de la 
atmósfera, mostraron ser suficientes para aislarlo y 
purificarlo, incluso a partir de filtros para PM2.5. Respecto 
a los parámetros meteorológicos, la humedad relativa y 
la dirección del viento mostraron tener relación con el 
incremento de Alternaria, favoreciendo su supervivencia 
y desarrollo.  

El género Alternaria realiza procesos de hidrólisis de 
proteínas en medio sólido, por lo que se considera 
que los aislados de la ZMVT cuentan  con el sistema 
proteolítico que les permitiría penetrar hospedantes 
animales susceptibles incluyendo al ser humano. El 
presente estudio abre la oportunidad a  proyectos 
enfocados a los mecanismos de acción de algunos 
saprobios, tomando en cuenta las implicaciones que 
propiciarían la dispersión de estos microorganismos en 
un momento tan crucial en la salud mundial. 
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RESUMEN 

El cultivo de jamaica en México, es de gran importancia 
debido al número de empleos que se generan en 
época de cosecha, sin embargo, los rendimientos en 
la Costa Chica, en el estado de Guerrero son bajos, 
por ello resulta importante diseñar y aplicar nuevas 
estrategias biotecnológicas basados en Microorganismos 
Promotores de Crecimiento Vegetal (MPCV) de bajos 
costos y fáciles de implementar para aumentar el 
rendimiento en Tonelada/Hectárea (Ton/Ha) de los 
cultivos. Se probaron dos consorcios microbianos 
conformados por A) Klebsiella sp PB02 y Klebsiella sp 
HPA-43 y B) Klebsiella sp PB02, Klebsiella sp HPA-43 y 
Trichoderma sp en dos parcelas de jamaica criolla. Se 
hicieron cuatro inoculaciones en todo el ciclo del cultivo 
por asperjado. Como control se utilizaron plantas 
tratadas de manera tradicional por el productor. Al 
final del ciclo se colectaron y pesaron los cálices de 
cada tratamiento y se obtuvo el rendimiento en Ton/
Ha en cada parcela. Los resultados obtenidos fueron 
para la parcela uno, 0.43 para el tratamiento A, 0.28 
para el tratamiento B y para el control 0.19; mientras 
que en la parcela dos se obtuvieron 0.46 Ton/Ha, 0.47 
Ton/Ha y 0.43 Ton/Ha respectivamente. Por lo que se 
propone una estrategia eficaz de bajo costo capaz de 
incrementar los rendimientos en peso fresco de cálices 

de jamaica criolla.

Palabras clave: Jamaica, MPCV, consorcio, rendimiento, 
Klebsiella sp, Trichoderma sp.

ABSTRACT

The cultivation of jamaica in Mexico, is of great 
importance due to the number of jobs generated at 
harvest time, however, yields on the Costa Chica, in the 
state of Guerrero are low, so it is important to design and 
implement new biotechnological strategies based on 
plant growth promoter microorganisms (MPCV) of low 
costs and easy to implement to increase the yield Ton/
Hectare (Ton/Ha) of crops. Two microbial consortia 
consisting of A) Klebsiella sp PB02 and Klebsiella sp HPA-
43 and B) Klebsiella sp PB02, Klebsiella sp HPA-43 and 
Trichoderma sp were tested on two plots of creole jamaica. 
Four inoculations were made throughout the spraying 
cycle. Traditionally treated plants by the producer were 
used as a control. At the end of the cycle, the calyxes 
of each treatment were collected and weighed and 
the yield was obtained in Ton/Ha on each plot. The 
results obtained were for plot one, 0.43 for treatment A, 
0.28 for treatment B and for control 0.19; while on plot 
two 0.46 Ton/Ha, 0.47 Ton/Ha and 0.43 Ton/Ha were 
obtained respectively. So, an effective low-cost strategy 
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is proposed capable of increasing fresh yields of creole 
jamaica calyxes. 

Keywords: jamaica, PGPM, consortia, production, 
Klebsiella sp, Trichoderma sp.

INTRODUCCIÓN

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es considerada una 
planta de gran importancia socioeconómica en México, 
a partir de ella se elaboran bebidas, mermeladas, salsas, 
pigmentos, etc. (SADER, 2016). En el país, se cosechan 
18 mil hectáreas con un rendimiento promedio de 
0.265 Ton/Ha. Aunque la superficie cosechada y el 
rendimiento por unidad de superficie son bajos, los 
agricultores obtienen altos ingresos por su buen nivel 
de comercialización y el incremento en la demanda. 
Particularmente en la Región Costa Chica, en el estado 
de Guerrero, el cultivo es atendido por productores 
de escasos recursos, que realizan el cultivo y cosecha 
de manera manual generando una fuente importante 
de empleos temporales que aumentan los costos de 
producción, como lo demuestra un estudio del Centro de 
Validación y transferencia de Tecnología de Sinaloa A.C. 
(2012) en donde compararon los métodos de cosecha 
anual y mecanizado, encontrando una diferencia de hasta 
70 jornales por hectárea entre un método y otro (Serrano, 
2008; ), la mayor producción proviene de la variedad 
criolla, que se siembra únicamente en el ciclo agrícola 
de primavera-verano, con poca o nula tecnificación 
y/o fertilización, esto provoca un bajo rendimiento en 
comparación a un cultivo industrializado. En 2019 datos 
del SIAP (Sistema de Información Agroalimentaria y 
Pesquera) indican que en total se cosecharon 14,125.66 
Ha con un rendimiento de 0.38 Ton/Ha y un valor de 
producción de $161,036,028.90 Para incrementar la 
producción y rendimientos en muchos cultivos se han 
empleado estrategias amigables con el ambiente, de 
bajo costo y de fácil aplicación por los productores, es 
por ello que el uso de Microorganismos Promotores de 
Crecimiento Vegetal (MPCV´s) han sido probado con 
éxito en jitomate, maíz, lechuga, mango por mencionar 
algunos (Toribio et al , 2020; Herrera-Quiterio, et al 
2020; Chávez-González, et al, 2016; Guevara-Luna, et 
al, 2018; Romero-García V, et al, 2016; Orrala-Ramos 
E, 2015; Pérez U et al, 2015). Los MPCV más usados 
destacan a Azotobacter sp, Azospirillum sp, Rhizobium sp y 
Trichoderma sp, pero no se encontraron reportes del uso 
de bacterias del género Klebsiellas sp solas y combinadas 
con Trichoderma sp como estrategia de incrementar la 

producción de jamaica, es por ello que este trabajo 
refleja un primer reporte del uso y aplicación de una 
alternativa atractiva de bajo costo capaz de aumentar 
el rendimiento de los cultivos de jamaica en la Costa 
Chica de Guerrero. 

 MATERIALES Y MÉTODOS 

Características de la parcela.

 Se seleccionaron dos parcelas en la comunidad del 
Pericón en la Región Costa Chica de Guerrero, en el 
periodo del temporal de julio-noviembre de 2019, 
dado que la jamaica se siembra junto o separada de 
los cultivos de maíz en temporada de lluvias. Las dos 
parcelas se usaron exclusivamente para jamaica y ambas 
tenían suelos diferentes para observar la acción de los 
consorcios cada parcela tenía un total de 15 surcos de 
aproximadamente 70 m de largo por 50 cm de ancho 
con 464 plantas por surco. Se utilizaron semillas de la 
variedad criolla donadas por dos productores de la 
comunidad, para la parte experimental se utilizaron 
únicamente dos surcos por tratamiento, usando de 4 a 
7 semillas por pocillos de 20 cm de profundidad y a un 
espacio de 60 cm de separación entre cada pocillo. El 
riego fue de temporal y el testigo absoluto fueron surcos 
en los que no se adicionó ningún microorganismo, solo 
se asperjaron las plantas con agua y se cultivaron de 
forma tradicional por los productores de la región 
(la técnica de siembra consiste en el deshierbe y sin 
agroquímicos). 

Descripción de las cepas bacterianas.

Las cepas que se utilizaron fueron reactivadas en 
agar nutritivo e incubadas a 37 °C/24h y se fueron 
donadas del biobanco del Laboratorio de Microbiología 
Molecular y Biotecnología Ambiental de la Facultad 
de Ciencias Químico - Biológicas de la Universidad 
Autónoma de Guerrero. Las cepas previamente aisladas 
de la rizosfera y se confirmaron in vitro como promotoras 
de crecimiento vegetal, y etiquetadas como Klebsiella 
sp PB02 y Klebsiella sp HPA-43 (Las cepas presentaban 
la capacidad producción de fitohormonas (auxinas, 
giberelinas, citoquininas), fijación de nitrógeno, 
solubilización de fosfatos, producción de enzimas líticas 
(lipasas, esterasas, proteasas, celulasas, amilasas) y 
sideróforos. (Nava & Gutiérrez, 2017). 

Así mismo se usó una cepa de Trichoderma sp donada por 
el Laboratorio de Fitopatología del Instituto Nacional 
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de Investigaciones Forestales Agrícolas y Pecuarias 
(INIFAP, campo experimental de Zacatepec, Mor). Esta 
cepa se administró en una suspensión de esporas de 5 
mL/L a una concentración de 1x103 calculada también 
por D.O600nm. (Michel-Aceves et al, 2008)

Pruebas de competencia microbiana

Para determinar la sinergia o antagonismo de 
los consorcios a utilizar se realizaron pruebas de 
competencia microbiana, haciendo una suspensión 
bacteriana en solución salina al 0.9% v/v (de cada cepa) 
a una concentración de 1-2x108 UFC/ml; posteriormente 
en una caja de Petri con agar nutritivo se colocó una 
gota de la suspensión con ayuda de una aguja de 
inoculación estéril y se dispersó de extremo a extremo, 
las cepas se interceptaron en el centro de la caja, se dejó 
secar y de incubaron por 24 hrs/ 30°C para evaluar su 
crecimiento, y se interpretaron como sinergismo las 
cepas que  entrecruzaba su crecimiento y antagonismo 
las que se inhibían (Olivas E. 2004).

Diseño de los consorcios y preparación de inóculos.

Solo se formularon dos combinaciones: A) Klebsiella 
sp PB02 y Klebsiella sp HPA-43 (solo las bacterias) y B) 
Klebsiella sp PB02, Klebsiella sp HPA-43 y Trichoderma sp 
(bacterias más el hongo). Para preparar los inóculos 
se usó la concentración de 1-2x108 UFC/ml de cada 
cepa bacterianas en caldo nutritivo (BD Bioxon™) y del 
hongo 1x103 esporas/ml. El inoculo final de bajo costo 
se hizo a un volumen de 8 litros (6 L de agua estéril, 
200 gr de melaza, 1.7 L de solución salina al 0.8% y 100 
mL de cada cepa bacteriana y 5mL/L de la suspensión 
de esporas), se dejó estabilizar durante 3 días (para que 
las cepas se activaran metabólicamente) (Modificado de 
Pantoja-Guerra et al, 2018). Para la inoculación se utilizó 
un litro del inoculo final por cada 19 litros de agua para 
cargar las bombas de aspersión.

Inoculación de plantas.

A los 15 días posteriores de la siembra de las semillas 
de jamaica se hizo la primera inoculación para esto 
se usaron por tratamiento bombas de aspersión 
previamente lavadas y secadas (20L Truper®) para 
asperjar se procuró impregnar toda la planta y la base 
del tallo con la finalidad de alcanzar la rizosfera, en 
total se realizaron cuatro inoculaciones con las mismas 
condiciones y concentraciones de MPCV en los días 
15, 47, 75 y 121 respectivamente en el desarrollo del 

cultivo, finalizando el ciclo de producción en el día 176 
con el corte y pesaje fresco de los cálices (Norhayati et 
al, 2019). Durante todo el ciclo se vigiló la aparición de 
signos y síntomas de las enfermedades pata negra y 
manchado de cáliz (Ortega-Acosta, et al, 2015). El control 
biológico se manejó de acuerdo a las prácticas culturales 
y agrícolas del productor.

Colecta de datos.

Se colectaron los cálices de ambas parcelas, tanto los 
surcos inoculados como los manejados como control, 
se pesaron en fresco y el los datos se analizaron en el 
programa SAS con un ANOVA y una prueba de Tukey a 
un α de 0.05, para reconocer las diferencias significativas 
entre los datos del control y las plantas inoculadas.

Análisis económico.

Los datos fueron extrapolados a rendimiento Ton/Ha a 
partir de la longitud del surco, el espacio de separación 
entre los surcos, y comparado con los rendimientos 
reportados por Sistema de Información Agrícola y 
Pesquera (SIAP, 2019).

Acompañamiento técnico.

Durante las visitas para inocular las plantas, se 
atendieron todas las dudas de los productores y se 
explicó sobre el uso y preparación de bioinoculantes a 
base de consorcios microbianos, también se estableció 
un canal de comunicación para que pudieran estar en 
contacto constante con el equipo de trabajo.

Consideraciones de bioseguridad.

Todos los residuos de las preparaciones fueron 
inactivados en el lugar (campo) con hipoclorito de sodio 
al 6% y transportados al laboratorio para ser dispuestos 
como lo indica la Norma Oficial Mexicana NOM-087-
ECOL-1995

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Se describen los resultados obtenidos del uso y 
aplicación de dos consorcios para jamaica a base de 
MPCV, primeramente se observó que todas las cepas 
probadas hacen sinergia a una concentración de 1-2 
x 108 UFC, ya que al conjuntarse en el centro de la 
placa no se inhiben (ver figura 1), Pantoja et al (2018) 
menciona la importancia de utilizar cepas nativas que 
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estén aclimatadas a las condiciones propias de cada tipo 
de suelo según la región en la que se vayan a aplicar los 
MPCV´s determinará en gran medida el éxito o fracaso 
de un biofertilizante, lo que concuerda con lo hecho en 
este estudio.

Figura 1.- Pruebas de competencia microbiana.

Se sembraron dos parcelas exclusivas para jamaica en 
una superficie de 420 m2 aproximadamente cada una; 
el ciclo del cultivo duró 176 días. Al final, se cosecharon 
y separaron los cálices frescos de cada experimento, 
obteniendo una producción diferencial en cada parcela 
basado en los rendimientos Ton/Ha. En la parcela uno 
se obtuvo un 0.43 Ton/Ha para el tratamiento A, 0.28 
Ton/Ha para el tratamiento B y para el control 0.19 Ton/
Ha; mientras que en la parcela dos se obtuvieron 0.46 
Ton/Ha, 0.47 Ton/Ha y 0.43 Ton/Ha respectivamente. 
La diferencia tan drástica en el rendimiento entre 
una parcela y otra puede estar determinada por la 
naturaleza del suelo como de los nutrientes disponibles 
en cada una, siendo esto coherente con lo reportado 
por Meléndez-Monroy et al (2016) el cual reporta que 

las poblaciones bacterianas presentes en la rizósfera 
en los cultivos de jamaica varían de acuerdo con la 
etapa fenológica de la planta y con las características 
nutricionales del suelo siendo de los componentes 
determinantes para la estructura de la rizósfera y de 
las comunidades bacterianas que habitan en ella, así 
como las variaciones en la concentración de P y Mg del 
suelo (Tabla 1 y figura 2).

Ahmed et al.  (2017), Norhayati et al. (2019) y Hassan et 
al. (2020) concluyeron por separado que la aplicación 
de biofertilizantes a base de bacterias del género 
Azotobacter y Azospirillum en cultivos de jamaica, 
benefician el crecimiento, producción de materia 
seca e incrementa el rendimiento; las cepas utilizadas 
en este estudio no pertenecen a dichos géneros. Sin 
embargo, Martínez-Romero et al.  (2018), en un análisis 
molecular, concluyen que K. variicola se encuentra 
asociada a plantas y posee genes capaces de promover 
el crecimiento vegetal y que K. quasipneumoniae puede 
adaptarse tanto a entornos clínicos como ambientales, 
esto se debe a los genes encontrados en su genoma. En 
este caso, ambos aislamientos son de origen ambiental, 
por lo que concuerda con la capacidad de promoción 
de crecimiento vegetal descrita. Moreno & Galvis (2013) 
y Armenta-Bojórquez (2010), mencionan a Klebsiella 
uno de los géneros de vida libre capaz de promover el 
crecimiento vegetal destacando su capacidad de fijar 
nitrógeno. Por su parte, el género Trichoderma destaca 
por su capacidad de biocontrol aunque también se 
han descrito mecanismos directos de promoción de 
crecimiento, como lo señalan González et al (2017) y 
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Hernández-Melchor et al (2019).

En este estudio se observaron diferencias significativas 
entre el control y los tratamientos; siendo más efectivo 
el tratamiento A en la parcela uno y el tratamiento B 
en la parcela dos (ver Tabla 1). Los rendimientos Ton/
Ha de los mejores tratamientos fueron de 0.43 y 0.47 
para ambas parcelas respectivamente. Los rendimientos 
se encuentran arriba de la media estatal reportada en 2019 
por el SIAP, la cual fue de 0.41 Ton/Ha. Esto evidencia la 
eficacia en el uso de tratamientos a base de bacterias 
promotoras de crecimiento vegetal, sin embargo, los 
rendimientos se encuentran por debajo de lo reportado 
en Puebla y Jalisco (SIAP, 2019).

Después de 30 días del corte y pesaje de los cálices, 
los productores observaron que en los tallos dejados 
en las parcelas comenzaron a emitir inflorescencias 
nuevamente. Dado que en esta región el corte de 
jamaica se realiza al final del ciclo de cultivo. Para los 
productores resultó atractivo y mostraron mayor interés 
en el uso de los consorcios microbianos, baratos y de 
fácil aplicación como alternativa de biofertilización. 
Este acompañamiento técnico podría ayudar a generar 
mayores ganancias para los productores ya que 
entenderían de mejor manera el cultivo y optimizarían 
varios puntos en el proceso de cultivo y cosecha. 

Christian & Jackson, (2010) reportan que a 35 días 
después de la floración es el tiempo adecuado para el 
corte de los cálices para evitar pérdida de compuestos 
fenólicos y actividad antioxidante, este tiempo podría 
ser un buen punto de referencia para los tiempos de 
inoculación. Ramos-Gutiérrez et al (2020) por su parte, 
indican que no hay diferencias significativas en las 
variables de rendimiento si se comparan los métodos de 
cosecha única y continua, a pesar de ello, los productores 
al basarse en la percepción visual, si han percibido 
diferencias y mostraron interesan en la aplicación y uso de 
los consorcios. Esto es un ejemplo que los investigadores 
deben interesarse en bioformular productos basados 

en consorcios microbianos autóctonos que favorezcan 
el desarrollo y rendimiento de los cultivos, integrando 
variables que ayuden a explicar los fenómenos de mayor 
producción y menos desgaste al ambiente.

CONCLUSIONES

Se hace un primer reporte del uso de MPCV´s basados 
en Klebsiella sp y Trichoderma sp como una  estrategia de 
bajo costo y fácil manipulación que ayuda a incrementar 
los rendimientos en peso fresco de cálices de jamaica 
criolla en la Región Costa Chica de Guerrero, y que 
puede tecnificar la producción de jamaica beneficiando 
directamente la economía de los productores 
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