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Introduccion. En Meéxico, entre el 20-30% de la
produccion agricola anual es afectada por plagas [1],
siendo necesario el uso de glifosato. Sin embargo,
representa un potencial riesgo para la salud humana y
ambiental [2,3]. Existen microorganismos que
contienen la maquinaria metabdlica para su
degradacion [3]. No obstante, la liberacién de estos
sistemas biologicos al ambiente podria representar
otros desequilibrios ecoldgicos por su potencial
patogénico. Por eso, soluciones basadas en biologia
sintética comienzan a generar un gran interés dentro
del campo de la biorremediacion.

En el presente trabajo, se realiz6 el disefio racional de
un mecanismo ortélogo especifico para B. subtilis por
medio del ensamble GoldenGate/MoClo para la
biorremediacion in situ de glifosato.

Metodologia. Un casefte sintético de tres unidades
transcripcionales fue disefado (Figura 1a) con
GoldenGate/MoClo [4]. Posteriormente, las secuencias
se cargaron a la plataforma Benchling para su
procesamiento in silico. El complejo Glifosato
oxidorreductasa (GOX)/SpyTag [5] de DEGO02 fue
modelado en AlphaFold2 (Figura 2b) para comprobar
su integridad y su afinidad al glifosato en SwissDock
(Figura 2c).
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Fig. 1. a) Las partes requeridas para la ruta de degradacion fueron
recuperadas de GenBank, iGEM Part Registry y literatura [5], y son
asignados los indices de ensamble correspondientes. b) El cassete
consiste en 3 unidades transcripcionales constitutivas: DEGO1
(complejo  Lpp-ompA/SpyCatcher [5]); DEGO02 (complejo
GOX/SpyTag [5]), y DEG03 (EAAT2 y CP-liasa). ¢) Mecanismo
enzimatico de degradacion disefiado.
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Resultados. El diseno realizado del cassette modular
que contiene las secuencias de los médulos DEGO01 a
DEGO3 para su posterior expresion en B. subtilis y los
modelos 3D de DEG02 se muestran en la Figura 2.

.\‘; ooy,
2 \\4.“.' ,"- A ‘
RN T

X gl

G4S-linker )

SpyTag:/y_rJ

.....

Fig. 2. a) Vector pL2-DEG01-03 (Nivel ll) ensamblado con
GoldenGate/MoClo para su posterior insercion en B. subtilis para la
degradacion de glifosato. b) Predicciones 3D del médulo DEG02
(ChimeraX); c) Acoplamiento del glifosato al complejo DEG01-02
(GOX; ChimeraX).

Conclusiones. La biologia sintética genera
alternativas para la biorremediacién de contaminantes
in situ empleando microorganismos no-patégenos
como Bacillus subtilis.
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